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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Heterorhabditis bacteriophora’ NIN IN VITRO KATI KULTUR URETIMINDE
KANOLA YAGI, GLIKOZ VE SODYUM KLORUR’ UN ETKISININ
ARASTIRILMASI

Giilsiim CELIK
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstittusi

Bitki Koruma Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Yararli nematodlar olarak bilinen entomopatojen nematodlar (EPN) ¢evre dostu biyoinsektisit
olarak kullanilmaktadir. Zararli boceklerle miicadelede bu nematodlarin  genis Olgiide
kullanimina en biiyiik engel iiretim maliyetlerinin yiiksek olmasidir. Diisiik maliyetli kitlesel
iretim EPN’lerin biyolojik insektisit olarak basarili bir sekilde gelistirilmesinde 6nemli bir 6n
kosuldur. Bu nedenle nematod iiretimini arttirmak ve maliyetini azaltmak i¢in yeni yontemler
arastirilmaktadir. Uretim yaklagimlari in vivo ve in vitro (kati veya sivi fermantasyon)
yontemleri icermektedir. Nematodlarin 70 yildan fazla bir siiredir bu yontemler kullanilarak
kitle tretimleri gerceklestirilmistir. Entomopatojen nematodlarin kitle iiretiminde kullanilan bu
i¢c farkli yontem in vivo liretim, in vitro kat1 tiretim ve in vitro sivi liretim yontemlerinin her
birinin avantaj ve dezavantajlar1 vardir. In vivo iiretim kiiciik ¢aph ciftciler, nis pazarlara
odaklanmis kiiglik isletmelerde kolay kurulum ve diisik {iretim sermayesi avantajiyla
laboratuvar kullanimi i¢in uygun goriilmiistiir. Ancak isgiicii ve boceklerin maliyetlerinden
dolay1 6lgek ekonomisinden yoksundur. Biiyiik olgekli iiretimler igin ise in vitro yontemler
kullanilmaktadir. In vitro sivi kiiltlir ticari liretimin biiyiik bir kismin1 olusturmakla birlikte
sermaye harcamalarinin da en fazla oldugu yontemdir. In vitro kat1 iiretim ise ¢ogu agidan diger
iki yontem arasindaki ara formdur. Bu ylizden bu ¢alismada Heterorhabditis bacteriophora
tiiriiniin in vitro kati iiretimini arttirip maliyeti azaltmaya yonelik olarak glikoz, kanola yag1 ve
sodyum Kkloriir etkinligi arastirilarak daha uygun bir kati ortam gelistirmek amaglanmustir.
Calismada entomopatojen nematod Heterorhabditis bacteriophora ve simbiyotik bakterisi
Photorhabdus spp. in vitro kitle tiretimi i¢in dort farkli kati kiiltlir ortami denenmistir. Her bir
ortama Heterorhabditis bacteriophora’ dan 2.1 x 10° IJ/ml asilanmustir. EPN gelisimi 4 hafta
icinde gdriilmiistiir. Denemeler sonucunda en yiiksek verim 51875 x 10° IJ/mlile G. WOUTS 2
ortamindan elde edilmistir. Bu caligmada gelistirilen {iretim sistemi petri kaplart kullanilarak
nispeten ucuz bir liretim ortam1 ve basit kat1 kiiltiir biiylitme kosullar1 kullanilarak biiyiik 6lgekli
sivi fermantasyon ekipmanina yatirim yapmaya gerek kalmadan EPN iiriinlerini tiretmek igin
rekabetci bir teknoloji sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Heterorhabditis bacteriophora, entomopatojen nematod, in vitro
kat1 tiretim, kanola yagi, glikoz, sodyum kloriir

2018, vii + 54 sayfa



ABSTRACT

MSc Thesis

IN VITRO SOLID CULTURE PRODUCTION OF Heterorhabditis bacteriophora
INVESTIGATION OF THE EFFECT CANOLA OIL, GLUCOSE AND SODIUM
CHLORIDE

Giilsiim CELIK
Uludag University

Graduate School of Natural and Applied Sciences Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Entomopathogenic nematodes (EPN), known as useful nematodes, are used as Heterorhabditis
spp. and Steinernema spp. as environmentally friendly bio-insecticides. The greatest obstacle to
the widespread use of these nematodes in combating pests is the high cost of production
methods. Low cost mass production is an important precondition for the successful development
of EPNs as biological insecticides. Therefore, new methods are being explored to increase
nematode production and reduce cost. Production approaches include in vivo and in vitro (solid
or liquid fermentation) methods. Nematodes are more than 70 years old and are produced using
these methods. These three different methods of mass production of entomopathogenic
nematodes have advantages and disadvantages in vivo production, in vitro solid production and
in vitro liquid production methods. In vivo production Small farmers are considered suitable for
laboratory use with the advantage of easy installation and low production costs in small
businesses focused on niche markets. However, due to the costs of labor and insects, the scale
lacks economics. For large scale production, in vitro methods are used. In vitro liquid culture is
the method of forming a large part of commercial production as well as capital expenditures. In
vitro solid production is often the intermediate form between the two other methods. Therefore,
in this study, it was aimed to develop a more suitable solid medium by investigating glucose,
canola oil and sodium chloride activity in order to increase the in vitro solid production of
Heterorhabditis bacteriophora strain and reduce the cost. Entomopathogenic nematode
Heterorhabditis bacteriophora and symbiotic bacteria Photorhabdus spp. four different solid
culture media have been tested for in vitro mass production. 2.1 x 10° 1J/ml was infused into
each medium Heterorhabditis bacteriophora. EPN development was observed within 4 weeks.
As a result, the highest yield was obtained from G. WOUTS 2 medium with 51875 x 10 ° 1J /
ml. The production system developed in this study offers competitive technology to produce
EPN products without the need to invest in large scale liquid fermentation equipment using petri
dishes and a relatively inexpensive production environment and simple solid culture growing
conditions.

Key words: Heterrorhabditis bacteriophora, entomopathogenic nematode solid production in
vitro, canola oil, glucose, sodium chloride

2018, vii + 54 pages
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1.GIRiS

Nematodlar ¢ok hiicreli canlilar igerisinde birey sayis1 bakimindan yeryiiziinde en fazla
bulunan canli grubu olup, kambriyen patlamasiyla ya da bundan kisa bir siire once
ortaya ¢iktiklar1 tahmin edilmektedir. Tiir sayisinin 400 000 ile 10 milyon arasinda hatta
daha yiiksek bir rakam olan 100 milyon gibi oldugu diisiiniilmektedir (Adams ve ark.
2006). Simdiye kadar boceklerle iliskili olan 30’ dan fazla nematod familyasi
tanimlanmistir. Tanimlanan bu familyalar igerisinde 7 tanesinin [(Mermithidae ve
Tetradonematidae (Ordo: Stichosomida); Allantonematidae, Phaenopsitylenchidae ve
Sphaerulariidae (Ordo: Tylenchida); Heterorhabditidae ve Steinernematidae (Ordo:
Rhabditida)] bagli oldugu tiirler boceklerle biyolojik miicadelede kullanilma
potansiyeline sahiptir (Stock ve Hunt 2005, Koppenhofer 2007). Ancak giinlimiizde
yalmzca Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyalarina bagli olan nematodlar
mikrobial insektisit olarak kullanilmakta ve diinya genelinde pek c¢ok firma tarafindan

ticari olarak tiretilmektedir (Koppenhofer 2007).

Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyalarina bagli olan nematodlar dogada
zorunlu bocek patojenleridir. Diinya iizerinde Antarktika kitas1 hari¢ hemen her yerden
izole edilmislerdir. Bu nematodlar topraktan elde edilirler ve dagilimlari oncelikle
uygun konukgularimin varligi ile belirlenmektedir (Adams ve ark. 2006).
Steinernematidae familyasinda Steinernema ve Neosteinernema olmak lizere iki farkli
cins bulunmaktadir. Simdiye kadar Steinernema cinsinde 63 tiir, Neosteinernema
cinsinde ise yalnizca 1 tiir tespit edilmistir. Heterorhabditidae familyasinda da iki farkl
cins olmakla birlikte Heterorhabditis cinsinde 18 tiir ve Heterorhabditidoides cinsinde
ise 1 tiir olmak tizere toplam 19 tiir tanimlanmistir (Mréacek ve ark. 2006, Uribe-Lorio
ve ark. 2007, Zhang ve ark. 2008, Lee ve ark. 2009, Stock ve ark. 2009). Yapilan
filogenetik caligmalar omurgali canlilarda parazit olan Strongylida ile Heterorhabditidae
familyasinin yakin akraba oldugunu gostermektedir. Strongylida ise serbest yasayan ve
bakteri ile beslenen Pellioditis ile en yakin ortak atayr paylasmaktadir. Bu nedenle
Heterorhabditlerin biiylik olasilikla serbest yasayan ve bakteri ile beslenen bir atadan
geldigi tahmin edilmektedir. Ayn1 hipoteze gore Steinernematidae familyasinin serbest
yasayan, boceklerle iligkili Panagrolaimoidae ve omurgali paraziti Strongyloididae

familyalariyla yakin akraba oldugu diistiniilmektedir.



Bu sonuclara gore Steinernematidae familyas: serbest yasayan, fungusla beslenen ve
bitki parazitlerini igeren taksonlarin bulundugu daha genis bir gruba aittir. Bu nedenle

kokeni ile ilgili belirsizlikler vardir (Adams ve ark. 2006).

“Entomopatojen nematod (EPN)” terimi ile mutualistik bakteriler yardimiyla
konukgularmi kisa siirede 6ldiirebilen (nematod ve konukgu tiiriine bagli olarak 1-4 giin
arasinda degisen siirelerde) nematodlar kastedilmektedir (Adams ve ark. 2006).
Steinernematidae  familyast  Xenorhabdus,  Heterorhabditidaec  familyas1 ise
Photorhabdus cinsi bakteriler ile mutualistik iliski igerisindedirler (Bode 2009).
Taksonomik ¢aligmalara gore her bir entomopatojen nematod tiirii sadece bir bakteri ile
mutualistik iliski icerisindeyken, bakteri simbiyontlari birden fazla nematod tiirii ile
iliskili olabilmektedir (Hazir ve ark. 2003). Bu mutualistik iliskinin Heterorhabdit ve
Steinernematid nematodlarin atalariyla Photorhabdus ve Xenorhabdus cinsi bakterilerin
soylarin1 olusturan Gram-negatif enterik bakteriler (Enterobacteriaceae) arasinda
birbirinden bagimsiz olarak ilk defa Orta Paleozoikte (yaklasik 350 milyon yil 6nce)
basladig1 diistiniilmektedir. Bakteriler bu simbiyotik iliskide dis ortamdaki cevre
sartlarindan ve topraktaki rekabet ortamindan korunarak besince zengin bocek dokusuna
kendilerini tasitirlar (Adams ve ark. 2006). Nematodlar ise bakterinin patojenik 6zelligi
ile konuk¢uyu oldiirmesinden faydalanmaktadir. Ayrica bakteriler nematodun gelisimi
ve tiremesi i¢in bocek dokusunu uygun hale getirmektedirler. Bunun yanisira bakteriler
nematodlarin  igerisinde  liremekte  oldugu  kadavraya  topraktaki  diger
mikroorganizmalarin yerlesmesini engellemektedir (Boemare 2002, Griffin ve ark.
2005). Ortaya cikan bu bakteri - nematod kompleksinin zararl boceklere karsi giiclii bir
biyolojik miicadele silah1 haline gelmesini son 15 yildir bu gruplar iizerine yapilan

arastirmalarin artmasiyla agiklamak miimkiindiir (Adams ve ark. 2006).

Bilinen biitiin EPN tiirleri benzer biyolojiye sahiptirler. Bu nematodlarin sadece infektif
veya dauer juvenil (IJ) olarak adlandirilan evresi toprakta bulunmaktadir. Bu evrede
agiz ve aniis kapali durumda olup, beslenme ve iireme olaylar1 ger¢eklesmez (Kaya ve
Gaugler 1993). Toprakta kendilerine uygun bir konuk¢u bulan 1J’ler, bocegin dogal

acikliklarindan (agiz, spirakil, aniis) veya kiitikulasindaki hassas bolgelerden (sadece



heterorhabditlerde goriilmiistiir) hemosdl (viicut boslugu) igerisine girip ortama

simbiyont bakterilerini birakmaktadirlar.

Xenorhabdus cinsi bakteriler nematodlarin aniisiinden, Photorhabdus cinsi bakteriler ise
nematodlarin agzindan konuk¢u hemosodliine salinmaktadir (Adams ve ark. 2006).
Bocek hemosdlii igerisine salinan bakteriler burada hizli bir sekilde liremeye baslayarak
bir dizi toksin ve hidrolitik enzim {retirler. Konukg¢u bocek bu olay sonucunda 24-48
saat icerisinde septisemiadan (kan zehirlenmesi) Olmektedir. Salinan enzimler ayni
zamanda bocek dokusunu pargalayip nematodlarin tireme ve gelisimleri i¢in gerekli
olan bir besin ¢orbasi olustururlar. Ayrica bakteriler iirettikleri baz1 maddeler sayesinde
kadavrayr diger mikroorganizmalarin istilasina karst korumaktadir (Forst ve Clarke
2002, Clarke ve Eberl 2006). Konukcu icerisinde gelismeye baslayan infektif juvenil
nematodlar, parcalanmis bocek dokusu ve bakterilerden olusan karigimla beslenerek 4.
juvenil evre, ardindan ergin disi ve erkek nematodlar haline gelmektedir. Ciftlesen
disiler yumurtalarini konuk¢u dokusuna birakabilir veya olgun disiler uteruslar
icerisinde  yumurtalarin1  bekletebilmektedir.  Gelisimlerini tamamlaylp agilan
yumurtalardan ¢ikan yeni nesil nematodlar konuk¢unun veya disi bireyin viicut
dokusuyla beslenmeye baslamaktadir. Bu sirada viicutlarinin igerisi yeni nesil infektif
juvenillerle dolu olan disi nematodlarin bu durumuna “Endotokia matricida™ evresi adi
verilmektedir (Griffin ve ark. 2005). Genel olarak bakildiginda EPN’ lerin hayat
dongiilerinde yumurta, 4 adet juvenil (J1, J2, J3, J4) evre ve ergin evre olmak iizere 6
evre bulunmaktadir. Nematodlarin iiremesi kadavradaki besin tiikkeninceye kadar devam
etmektedir. Bu sirada konuk¢unun biiyiikligiine bagl olmakla birlikte genellikle 1-3
jenerasyon meydana getirilmektedir. Besin tlikendigi zaman gelisimlerini infektif
juvenil (J3) sathasinda durduran ve simbiyont bakterilerini viicutlarinda tekrar
depolayan yeni nesil 1J’ler kadavrayr terk ederek yeniden konuk¢u aramaya
baslamaktadir (Adams ve Nguyen 2002, Hazir ve ark. 2003). Heterorhabditler ile
Steinernematid’ lerin hayat dongiileri arasindaki en 6nemli farklilik Heterorhabditis
erginlerinin kadavra igerisindeki ilk jenerasyonda hermafrodit bireylerden olugmasidir.
Sonraki nesillerde ise hermafroditlerle birlikte ayr1 eseyli bireyler de goriilmektedir

(Gaugler ve Kaya 1990). Oysa Steinernema erginlerinde biitlin jenerasyonlarda bireyler



ayr1 eseylidir. Bir istisna olarak Steinernema hermaphroditum tiiriinde ilk jenerasyonda

hermafrodit bireylere rastlanmistir (Stock ve ark. 2004).

Zararlilar1 kontrol altina almak i¢in kullanilan bocek ilact kullanim siklig1 gliniimiizde
giderek artmaktadir (Rahim 2010). Sentetik pestisitlerin siirekli kullanimi, ikincil
zararlilarin artisina neden olabilecegi gibi hedef olmayan boceklerin yok edilmesi ve
ekosistem yapisini olusturan hayvanlar da dahil olmak {izere ¢evreye zarar vermektedir

(Djunaedy 2009).

Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalarina ait olan nematodlar genis bir
konuk¢u dagilimina sahiptirler. Ayrica kitlesel olarak in vivo ve in vitro yontemlerle
iiretilebiliyor olmalari, sadece boceklere Ozellesmis olmalari, ¢evre ve insan sagligi
acisindan herhangi bir tehdit olusturmamalar1 nedeniyle bu grup nematodlarin giivenilir
biyolojik miicadele ajani olarak adlandirilmalarini saglamistir (Gaugler ve Kaya 1990,

Koppenhofer 2000).

EPN’ ler hem in vivo hem de in vitro ortamda toplu olarak (Uhan 2008) kat1 veya sivi
ortamda yetistirilebilir (Malik 2010). In vivo {retim, boceklerin bir nematod
siispansiyonuna daldirilmasi veya (bazi durumlarda) boceklerin gidasina nematodlarin
uygulanmasiyla basarilabilir. Konukg¢ularin daldirilmasi genellikle daha verimli ancak
diger islemlerden daha fazla nematod gerektirir (Shapiro-Ilan ve ark. 2002a). In vitro
seri iretimin Onciisii olarak Glaser (1931) kabul edilir (Stoll 1952). EPN’ lerin in vitro
iretimi, nematodlarin besleyici bir ortamda simbiyontlarmin saf bir kiiltlirline dahil
edilmesine dayamr (Akhurst 1980, Wouts 1981). In vitro kat1 kiiltiir ilk olarak iki
boyutlu alanda, cesitli ortamlar kullanilarak petri tabakalarinda gergeklestirilmistir (
Hara ve ark. 1981, Wouts 1981). Daha sonra in vitro kati kiiltlir pargalanmis polieter
politliretan siinger lizerinde nematod kiiltiiri iceren iic boyutlu yetistirme sisteminin
icadi ile onemli Glgiide ilerleme kaydetmistir (Bedding 1981). Sivi ortam kopiik ile
karistirilmis otoklavlanmis ve daha sonra bakteri ile inokule edilmistir (asilanir) bunu
nematodlar izlemistir. Nematodlar daha sonra suya daldirilmis eleklerin tizerine kopiik
yerlestirilerek 2-5 hafta igerisinde toplanmistir (Bedding 1981, Bedding 1984). Bu

yaklagimin ortaminin baslangicta hayvansal {iriin bazli oldugu (6rnegin domuz bdbregi



veya tavuk sakatat1) ancak daha sonra gelistirildigi ve pepton, maya ekstrakti, yumurta,
soya unu ve domuz yagi iceren gesitli bilesenleri igerdigi belirtilmistir (Han ve ark.

1992, 1993).

Bedding (1981) tarafindan gelistirilen yaklasim filtrelenmis hava pompalanan
otoklavlanabilir torbalara doniistiiriilmiistiir (Bedding 1984). Havalandirma, otomatik
karistirma ve otoklavlama ayni anda nematod ve bakteri inokulasyonu, steril oda
teknolojisi, santrifiijlii elekler yoluyla otomatik hasat ve gaz gecirgen Tyvac seritleri
olan torbalar da dahil olmak iizere ¢esitli dlciilerle biiyiik olcekli tiretim gelistirilmistir

(Gaugler ve Hand 2002).

EPN’ ler siv1 kiiltiir icinde ise ilk defa Stoll (1952) tarafindan iiretilmistir. Genellikle
stvi kiiltiirde de ilk Once simbiyotik bakteriler bulagtirilmis ardindan nematodlar
bulastirilmistir. (Buecher ve Popiel 1989, Surrey ve Davies 1996, Strauch ve Ehlers
2000). Soya unu, maya ekstrakti, kanola yagi, misirézii yagi, devedikeni yagi, yumurta
saris1, kazein pepton, siit tozu, karaciger ekstrakti ve kolesterol dahil olmak {izere in
vitro sivi kiiltiir tiretimi i¢in ¢esitli iiriinler bildirilmistir (Surrey ve Davies 1996, Ehlers
ve ark. 2000, Yoo ve ark. 2000). Kiiltiir siirelerinin ortam ve tiire gore degistigi ve ii¢
hafta kadar uzun olabililecegi (Surrey ve Davies 1996, Charvveris-Hernandez ve de la
Torre 2001) ve birgok tiir iki hafta veya daha kisa siirede maksimum 1J {iretimine
ulasabilmistir (Friedman 1990, Ehlers ve ark. 2000, Neves ve ark. 2001, Strauch ve
Ehlers 2000, Yoo ve ark. 2000). Kiiltiir tamamlandiktan sonra, nematodlar ortamdan

santrifiij yoluyla toplanabilimistir (Surrey ve Davies 1996).

Diisiik maliyetli kitlesel iiretim, EPN’ lerin biyolojik insektisit olarak basarili bir sekilde
gelistirilmesinde dnemli bir 6n sarttir. Nematodlar 70 yildan fazla bir siiredir in vivo ve
in vitro teknikler kullanilarak {iretilmistir, in vitro kat1 ve sivi ortamlar biiylik olgekli
ticarilestirme amacgh kullanilmaktadir (Gaugler ve Han 2002). in vivo iiretim kiigiik
caph ciftciler, nis pazarlara odaklanmis kiiciik isletmelerde kolay kurulum ve diisiik
liretim sermayesi avantajiyla laboratuvar kullanimi i¢in kabul edilmistir. Sermaye

gereksinimi diisiik olmasina ragmen, bu yontem el is¢iligi yliksek girdiler gerektirir.



In vivo iretim yontemi duyarli konukcularin siirekli saglanmasina dayanir. En sik
kullanilan konuk¢u bocek, EPN’ ye duyarli olan ve yiiksek verim saglayan biiyiik
balmumu giivesi (Galleria mellonella, L.) (Lep.: Pyralidae) son dénem larvalaridir
(Woodring ve Kaya 1988). In vivo iiretim, diisiik bir hacim ile karakterize edilen bir ev
ici Uretim sanayi icin uygundur ve lretim Beyaz tuzaklar veya degistirilmis Beyaz

tuzaklarin kullanimu ile yapilir (Sharma ve ark. 2011).

In vivo kitle iiretimindeki son gelisme Gaugler ve arkadaglar tarafindan gelistirilen
nematod goéciine dayanmayan bir hazne LOTEK sisteminin gelistirilmesiydi. Sistem
bdcekleri korumak igin delikli tepsiler, tutma tepsileri boyunca 1J’leri merkezi bir toplu
depolama tankinda yikayan ve tikaniklig1 gidermek, konsantre hale getirmek i¢in siirekli
bir saptirma ayiric1 kullanmak {izere piiskiirtme sistemi ile toplama makinesinden

olusur.

In vitro seri iiretim, biiyilik sermaye yatirimlari (biyoreaktorler, fermantasyon teknolojisi
vb.) gerektirir ve bu nedenle biiyiik 6l¢ekli ticarilestirme i¢in daha uygundur (Lacey ve
Georgis 2012). In vitro s1v1 kiiltiir, EPN’ lerin iiretilmesi i¢in en uygun maliyetli yontem
olarak diisiiniiliir ve bu nedenle EPN’ lerdeki diinya pazarinin biiyiik kismini olusturur.
Entomopatojen nematodlarin sivi kiiltiiri 80 000 litreye kadar biyoreaktorlerde
tretilmistir (Georgis ve ark. 1995). Siv1 kiiltiir diger {iretim yontemlerine gore {liretim
verimliligini arttirmasina ragmen, daha fazla sermaye yatirinmi ve ileri diizeyde teknik
uzmanlik gerektirir. Birka¢ rapor in vitro sivi kiiltiirde iiretilen EPN’ lerde kat1 kiiltiir
veya in vivo iretilenlere kiyasla kalitenin veya etkinligin azaldigini belirtmistir
(Gaugler ve Georgis 1991, Cotrell ve ark. 2011) oysa diger karsilastirmalarda herhangi
bir fark tespit edilmemistir (Georgis ve Gaugler 1991, Shapiro ve McCoy 2000a).
Dolayisiyla, yiiksek kaliteli EPN’ lerin in vitro sivi kiiltlirii kullanilarak iiretilebilecegi
aciktir; ancak biyoreaktordeki ortam bilesimi ve c¢evresel kosullar gibi faktorler veya
sonraki islemler kaliteyi diistirebilir. S1v1 kiiltlir teknolojisinde son zamanlardaki bazi
gelismeler, liretim kalitesini ve verimliligini arttirmaya 6rnegin modelleme yoluyla
ortam ve biyolojik siire¢ kinetigini en iyi duruma getirilmesinin yani sira (Chawaria-
Hernandez ve ark. 2006, 2010), inokulum ve bakteri hiicre yogunlugundaki iyilesmelere

(Hirao ve Ehlers 2010), inokulasyon zamanlamasi (Johnigk ve ark. 2004) ve sonraki



islem basamaklarina (Young ve ark. 2002) hizmet etmektedir. Stv1 kiiltiirde gelecekteki
arastirma ve gelistirmeyle (en uygun ortam ve biyoreaktor tasarimi iizerinde durulmasi)
yiiksek verim ve diisiik maliyet gibi ek faydalar getirmesi bekleniyor. Son zamanlarda
EPN’lerin in vitro kat1 {iretiminin arttirilmasina yonelik ilerlemeler yapilmistir. Ornegin
Cin’ de daha diisiik iscilik maliyetine gelismis ortam ve makinelesme siirecine dayanan

cesitli EPN tiirlerinin kat1 iiretimi i¢in bir pilot fabrika kurulmustur.

Uretim verimliligini etkileyen faktdrler arastirilarak, ortam gelistirme kiiltiir
parametrelerinin optimizasyonu, 1J inokuliiniin geri kazanimi, 1J° lerin olusumu, 1J°
lerin ¢ikartilmasi ve toplanmasi dahil edilmistir (Han ve ark. 1995,1997). Guangdong
Entomological Enstitiisii gézetiminde Century Horse Development Ltd. adli bir sirket su
anda ticari iiretimde; kat1 kiiltlir yontemiyle elde edilen iiriinlerini Cin’ den i¢ ve dis

pazarlara saha denemeleri i¢in saglamaktadir.

EPN’ lerin in vitro iiretimi yapay ortam kullanilarak yapilir (Somwong ve Petcharat
2012, Yoo ve ark. 2000). Maksimum nematod gelisimi ve iliremesi, ortam bilesiminin en
uygun hale (yani kaliteli, yiiksek verim, kisa fermentasyon dongiisii) getirilmesiyle
basarilabilir. Lipidler, diger herhangi bir nematod beslenme bilesiminden daha fazla ilgi
cekmistir (Selvan ve ark. 1993, Abu Hatab ve Gaugler 1997b). Ciinkii beslenmeyen
infektif juvenillerde toplam enerjinin % 60’ 1 metabolizan (metabolizma i¢in kullanilan)
lipidlerden tliremistir (Selvan ve ark. 1993). Entomopatojen tiirler, lipid sentezinde
siirli bir yetenege sahiptirler ve ihtiya¢ duyduklar1 temel lipidleri i¢in konukguya
giivenirler. Heterorohabditis bacteriophora infektif juvenilleri % 39 lipid igerir
(Cogunlukla triasil — gliserol; Selvan ve ark. 1993; Barret ve Wright 1999) ve yag
asitlerinin % 45° 1 tekli doymamistir (Abu hatab ve Gaugler 1999). Buna gore
entomopatojen nematodlarin lipid bilesimi yetistirme ortaminin lipid bilesimi ile 6nemli
Olciide degisir (Abu Hatab ve ark. 1998, Abu Hatab ve Gaugler 1999). Ayrica
simbiyotik bakterilerin lipidleri de sicaklik ve besin kaynagindan etkilenir (Abu Hatab
ve Gaugler 1997a, Fodor ve ark. 1997).Verimi olumlu yonde etkiledigi bildirilen diger
besin maddeleri arasinda glikoz (Jeftke ve ark. 2000) ve maya oziitii igerigi vardir
(Chavvaria-Harnandez ve de la Torre 2001). Ortam bilesimi kati kiiltiirde verim

tizerinde 6nemli etkilere sahip olabilir (Dunphy ve Webster 1989, Han ve ark. 1992).



Nematodun dogal konukcu bilesimini yansitan lipid bilesenleri en uygunudur (Abu
Hatab ve Gaugler 2001, Abu Hatab ve ark. 1998). In vitro siv1 kiiltiirde, nematod ve
bakteri iiremesi i¢in baslica karbon kaynaklar1 olarak zeytinyagi ve kanola yagi gibi
lipid bilesikleri kullanilir (Ehlers ve ark. 1998, Yoo ve ark. 2000). Nematod verimi
izerinde bir etkiye sahip olabilecek diger ortam bilesenleri proteinler ve tuzlari igerir

(Dunphy ve Webster 1989).

EPN artik dogal zirai ila¢ formunda iiretilmektedir. Ancak EPN dayamikli degildir,
kolayca zarar gorebilir ve pahalidir. Ciftgiler uygun ve diisiik maliyetli teknoloji ile

yetistirilen EPN cinsine ihtiya¢ duymaktadirlar.

Yetistirme teknolojisi bilesenlerinden biri EPN’ lerin yetistirildigi ortamidir. Tarim
alanindaki dogal miicadele ajanlarinin talebini karsilamak i¢in acilen EPN {iretimi
gereklidir. Bu nedenle erisilebilir ve uygun fiyath bir talebi karsilamak i¢in ortam
formilii degisikligi gerekmektedir. EPN iiretimi i¢in uygun teknoloji ile ortam
formiiliinde bir degisiklige ihtiyag oldugu gibi talebi karsilamak ve ciftciler i¢in
erigilebilir bir EPN {iretim teknolojisi yapilmalidir. Bu tez c¢alismasinda ortam
formiiliinde bir degisiklige gidilerek Heterorhabditis bacteriophora ve simbiyont
bakterisi Photorhabdus spp. in vitro kati liretimini arttirmaya ve maliyeti azaltmaya
yonelik olarak glikoz, kanola yagi ve sodyum kloriir igeren dort farkli ortam

denenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Shapiro-Ilan ve ark. (2012), yapmis oldugu bu arastirma Epn’ lerin iiretimini ve
uygulamasini etkileyen faktorlerin bir Ozetini ve analizini saglamak ve biyolojik
kontrolde daha biiyiik basari elde etmek icin iiretim yaklasimlarin gelistirilmesine
yonelik  fikir sunmaktadir. Entomopatojen nematod iiretim yaklasimlarinin
karsilastirilmasinda faktor olarak alt1  de8isken baslangig masraflari/sermaye
harcamalari, uzmanlik, kaliteye ulasma kolayligi, yeni nematod tiirlerine teknigin
uygulanmasi, is giicii gereksinimleri, 6lgek ekonomisi incelenmis olup bu degiskenlerin
tiretim yaklasimlarina (in vivo, in vitro kati ve in vitro sivi) etkisi ortaya konulmustur.
Aragtirma sonucunda in vivo EPN iiretimi in vitro kiiltiirle karsilastirildiginda en az
sermaye harcamasi ve baslangi¢ i¢in en az teknik uzmanlik gerektiren bir¢ok avantaj
sunmaktadir ek olarak in vivo iiretilen nematodlarin kalitesi diger yaklasimlarla tiretilen
EPN’lere esit veya bundan daha fazla olma egilimindedir. Dahasi iiretim tekniklerini
yeni veya ilave nematod tiirlerine veya irklarma uyarlamak in vivo liretim i¢in basittir;
buna karsilik in vitro yontemler ortam veya iiretim parametrelerinde 6nemli ayarlamalar
gerektirebilir. In vivo EPN Kkiiltiiriiniin in vitro ydntemlere gére birincil zorlugu in vivo
kiltiiri en uygun maliyetli yaklasim haline getirme egiliminde olan bdceklerin
maliyetidir. Sermaye harcamalar1 ve 6lgek ekonomisi bakimindan in vitro kati kiiltiiriin
yararlar1 genellikle in vivo ve in vitro sivi kiiltiir arasindaki ara form olarak diistiniiliir.
In vivo iiretimde de benzer sekilde makinelesme (emek-is¢i azaltma) ve ortam
gelistirme ile verimlilik arttirilabilir. Birgok c¢alisma kalitenin in vivo yoOntemlerle

tiretilen nematodlar ile benzer oldugunu belirtmektedir.

Shapiro-Ilan ve ark. (2014), yapmis oldugu bu caligmanin amaci entomopatojen
nematodlarin iiretim metodolojisini gdzden gecirmek ve analiz etmektir. Entomopatojen
nematodlarin ii¢ farkli yontem kullanilarak seri olarak iiretildigi in vivo iiretim, kati
ortamdaki in vitro kiiltiir ve siv1 ortamdaki in vitro kiiltiir; her yontemin avantaj ve
dezavantajlarindan bahsedilmistir. Ornegin in vivo iiretim en az sermaye harcamasini
gerektirir ancak is giicii ve boceklerin maliyetlerinden dolayr dlgek ekonomisinden

yoksundur. In vitro siv1 kiiltiir (ticari iiretimin biiyiik bdliimiinii olusturur) en biiyiik



sermaye harcamalarina ihtiya¢ duyar ancak genellikle en yiiksek ekonomik verimliligi

sunar. In vitro kat kiiltiir cogu agidan diger iki yontem arasindaki ara formdur.

Uretim verimliligini ve biyo-kontrol potensiyelini arttirmak icin bir takim gelismeler
yapilabileceginden bahsedilmistir. in vivo kiiltiiriin ev igi bocek iiretmek ve is giiciinii
azaltmak i¢in tiim siireci mekanize etmek suretiyle kolaylastirilabilir oldugundan
bahsedilmistir. In vitro s1v1 kiiltiiriin ise ortam optimizasyonu ve biyoreaktor isleme ile
maksimize edilerek gelistirilebilir oldugu dile getirilmistir. Uretim yaklasimlarinin
timii, gelismis 1wk gelistirme programlarindan ve yararli Ozelliklerin stabilize
edilmesine yonelik mekanizmalardan (segilen benzer soylarin kullanimi gibi)
yararlanacaktir. Uretim verimliligi arttikga entomopatojen nematodlarm biyolojik

kontrolde kullanim1 yayginlasacaktir.

Wouts (1981), EPN Heterorhabditis heliothidis’ in kitlesel iiretimi i¢in yapay bir ortam
hazirlamistir. H. heliothidis 1J° leri tarladan toplanarak elde edilmistir. Simbiyotik
bakteri Xenorhabdus luminescens ise yaklasik 10 1J° nin biiyilk balmumu giivesi
larvalarmin karnina enjekte edilip 24 saat sonra larvalarin hemolimfinin % 0,8 g Difco
Bacto Nutrient Broth ve % 1,2 g agar igeren Nutrient Agar (NA) plakalarma
cizilmesiyle elde edilmistir. Ancak NA plakalarindaki simbiyotik bakteri nematod
gelisimini desteklemedigi i¢in nutrient broth ikiye katlanmis ve % 1 misirdzii yag
eklenmistir. Boylece gii¢lendirilmis ortam nematodlarin dogal bir konukc¢u kadar hizl
gelistigi bir bakteri gelisimini desteklemistir. Kitlesel iiretim i¢in hazirlanan ortamin
icerigi 0,44 g Difco Bacto Nutrient Broth, 0,16 g Difco Bacto Yeast Extract, 7,2 g soya
unu, 5,2 g misir 6zili yagi ve 27 g sudan olusmaktadir. Bu bilesenler suda eritilmis ve
unlu olan bu karisim pisirilerek daha fazla yilizey alani olusturmak ig¢in polieter
poliiiretan slinger parcalarina emdirilip 250 ml’ lik Erlenmeyer sigesine yerlestirilip 100
kpa 15 dakika otoklavlanmistir daha sonra nematodun simbiyont bakteri Xenorhabdus
luminescens siispansiyonu ile inokule edilerek 25 °C’ de {i¢ giin inkiibe edilmistir.
Bakteri silispansiyonu ile inokulasyondan ii¢ gilin sonra giiclendirilmis NA plakalari
lizerinden alinan nematodlar (cogunlukla beslenme asamalari) ile nutrient agar
kiiltliriinden alinan nematodlar siselere aktarilmistir. Giiglendirilmis NA plakalarindan

aliman nematodlar ile enfekte olmus siselerin, nutrient agar kiltiirlerinden alinan
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nematodlarla enfekte olmus siselerden daha yiiksek verim elde ettigi gozlenmistir. Her
iki durumda da iki hafta sonra sise i¢inde disiler gozlenmistir. Yaklasik ii¢ hafta sonra

da bu disilerin yavrular infektif juvenillere doniigsmiistiir.

Popiilasyonun dort hafta sonra ekstraksiyona hazir oldugu ve her sisenin yaklasik on
milyon infektif juvenil drettigi belirtilmistir. Ayrica ortam maddelerinin
kullanilabilirliklerine gore adapte edilebilecegi baglayici bir ajan olarak islev géren soya
ununun yerine Ogiitiilmiis dari, bugday tohumu veya ince taneli misir unu ile
degistirilebilecegi ancak gluten ununun zehirli oldugu dile getirilmistir. Agarin uygun
bir baglayici ajan olmadigi ¢iinkii sterilizasyon sirasinda otoklavda sivilastigi dile
getirilmistir. Agar ortaminda % 1’ den fazla yag kullanilmasi plaka yiizeyinde siirekli
bir yag tabakasi olusmasina ve bakteri gelisimini engelleyecegi dile getirilmistir.
Ortamin yag bilesenin misirdzii yagi ile sinirli olmadigi bunun yerine soya yagi, aspir
yagl, aycicegi yagi ve hayvansal yaglar gibi yaglar kullanilabilecegi gibi bir miktar

tereyaginin da kullanilabilecegi sOylenmistir.

Floyd ve ark. (2012), entomopatojen nematodlarin sivi ortamda kitle halinde iiretilip
ticarilestirilmesinin biiylik bir zorluk haline geldigini bunun sebebinin ise {iireticilerin
seri iiretimin ticari sirlarin1 paylasmak istememelerine baglamiglardir. Ureticilerin bunu
yaparak EPN’ lerin mevcut teknolojiyle ilerlemesinde bir engel olusturdugunu dile
getirmislerdir. Bununla birlikte teorik olarak sivi ortamda kitle iiretimin maliyet
etkinligini ve nematod sayisini arttirdig1 i¢in ideal bir kiiltiirleme ydntemi oldugunu
diisiinmektedirler. Bu ¢alismada mevut kiiltiir yontemleri incelenmis ve kitle {iretim i¢in
temel kiiltiir parametreleri onerilmistir. Bu ¢alisma Heterorhabditis bacteriophora’ ya
odaklanmustir; ancak buradaki bilgilerin diger nematod tiirleri i¢in de yararli olabilecegi
dile getirilmistir. Sivi kiiltiirde faydali nematodlarin {iretilmesi icin gerekli lireme
ortaminin varyant bakteriler tarafindan kullanilabilen bir sivi ortam formiilasyonu
icermesini, biyolojik bir korumanin (tamponun) ve bir kiiltiir dengeleyicisinin
eklenmesinin kiiltiirleme islemine fayda saglayacagi dile getirilmistir. Kullanilacak
kiiltiir i¢in parametrelerden biri PH degerinin her iki simbiyont tarafindan tolere
edilebilir (PH= 7.0-7.3) olmasin1 Onermislerdir. Baska bir islem parametresi olarak

¢Ozlinmis oksijen (DO: dissolve oxygen-¢coziinmiis oksijen) miktarmin da 6nemli
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oldugu sdylenmis ve nemotodlarin oksijen isteklerinin nematod biiyiime evresine bagh
oldugunu ve IJ’lerin fazla oldugu zamanlarda DO’ nun % 40, erginlerin fazla oldugu

zamanlarda ise DO’ nun % 60’ a kadar cikartilmas1 gerektigi dnerilmistir.

Fermantasyonda bir bagka Onemli parametre olan ajitasyonun ergin dollenmis
nematodlar tizerindeki olumsuz etkisinin; ¢alkalama isteniyorsa 60 rpm’ yi gecmemesi

gerektigi vurgulanmistir.

Bunun diginda 1J° lerin yayinlanan verimleri ml basina ortalama 20 000 ile 40 000
arasinda ortalama sayima gore onemli Ol¢iide degisiklik gosterdigi ve bu c¢aligmada
belirtilen ortam formiilasyonu ve proses prametreleriyle diger arastirmacilar tarafindan
elde edilen veri aralifini asan ml basina 50 000 IJ sayimi elde edilebilecegi
(yayinlanmamis veriler) soylenerek nematod veriminde tutarlilifin giinlimiizde de

devam eden bir sorun oldugu dile getirilmistir.

Somwong ve Petcharat (2012), bu calismada entomopatojen nematod Steinernema
carpocapsae (Weiser) (Rhabditida: Steinernematidae) ve simbiyotik bakterisi
Xenorhabdus nematophila iiretiminde dort farkl kiiltiir ortam1 ({i¢ suni ortam bir in vivo
ortam) denemislerdir. (1) numarali ortam % 45 kopek mamasi, % 50 su, % 5 domuz
yagt; (2) numarali ortam % 6 toz haline getirilmis balik, % 85,56 su, % 8,44 domuz
yagt; (3) numarali ortam % 8,75 ipekbocegi pupalari, % 85,16 su, % 6,09 domuz yagi;
(4) numarali ortam Spodoptera litura’ nin son dénem larvalarindan olusturulmustur. Ilk
lic ortam in vitro kiiltiir yontemiyle hazirlanmis olup tim bilesenler bir blender
yardimiyla esit bir sekilde karistirilmistir. Daha sonra tagiyict malzeme olarak kullanilan
stinger, 1 x 1 x 1 cm ebadinda kii¢iik parcalara kesilmis ve her bir ortam, 500 ml/sise
konmadan once, 1,5 g: 55 g oraninda (slinger: ortam) ezilmis siinger parcalarina
emdirilmis ve ortam siseleri 121 °C’de 15 dakika ve 1,5 bar otoklavlanmistir. Her bir
ortam 5 ml YS broth igerisindeki X. nematophila ile inokule edilmistir. Bakteri
kiiltiirleri 23 ““*de 20 giin inkiibe edilmis ve sise igerisindeki siinger pargalar1 alinarak
Beyaz tuzaga aktarilmis ve nematodlar temelde ayr1 olarak her giin % 0,1 formalinde
toplanmiglardir. Sise basina iiretilen toplam nematod sayisi hesaplanmis ve kaydedilen

veriler varyans analizine tabi tutulmustur. In vivo kiiltiir yéntemiyle olusturulan ortam
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4’ te ise 15 x 90 mm’ lik petri tabagina Whatman filtre kagidi yerlestirilerek 500 ml/1J
iceren S. carpocapsae ile emdirilmis ve S. [litura larvalan filtre kagidinin iizerine
yerlestrilmistir 24-48 saat icerisinde S./itura larvalarr’min 61diigi gozlenmistr. 30 °C’de
7 giin inkiibe edildikten sonra kadavra larvalardan c¢ikis yapan 1J ‘ler toplanarak

sayimlar gerceklestirilmistir.

1, 2, 3 ve 4 numarali ortamdan elde edilen sonuglar sirasiyla 3.038 x 10° , 2.445 x 10° ,
2.989 x 10° ve 5.547 x 10° IJ/gram olarak verilmistir. Ortam 1, 2 ve 3' te bulunan
nematod sayisinin konukcuda yetistirilenden (ortam 4) onemli dlgiide farkli oldugu
gozlenmistir. 1 ve 3. Ortamdaki nematod sayisinin 6nemli olgiide farkli olmadig

gozlenmistir.

Bu iki ortamin ortam 2’den daha fazla lipid igerdigi belirtilmistir. Kopek mamasi ve
ipekbdcegi pupast ile tamamlanmis besiyerlerde, her iki besiyeri de toz haline getirilmis
balik ortamindan daha fazla nematod ¢ogalmasini desteklemistir. 1, 2, 3 ve 4 numarali
ortamlarda beslenen infektif juvenillerin ortalama viicut genisligi sirasiyla 25.334+1.24,
26.17£1.98, 25.40£1.75 ve 24.85+1.73 um oldugu ve viicut uzunluklaria bakildiginda
strastyla 536.45+£31.57, 579.85+£23.91, 572.39+£31.57, ve 554.57+37.06 pm ile ortam 2'
dekilerin en uzun ve en genis gdvdeye sahip oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte,
nematodun uzunlugunun genisligi kadar 6nemli olmadigi c¢iinkii enfeksiyon islemi
sirasinda nematodlarin konuk¢unun dogal agikliklardan viicuduna girmesinin 6nemli
oldugu vurgulanmistir. Ortam 1, 2, 3 ve 4’ te yetistirilen nematodlar sirasiyla % 5.58, %
4.30, % 5.70 ve % 5.76 penetrasyon oranina sahip oldugu belirtilmistir. Ortam 2'de
yetistirilen nematodlarin en diisiik penetrasyon oranina sahip oldugu, ortam 1, 3 ve 4' te
yetistirilen nematodlarin farkli penetrasyon yiizdesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bunun
sebebinin ise nematod govde genisligiyle ilgili olabilecegi ortam 2' den alinan
nematodlarin en biiylik govde biiyiikliigline sahip olmalar1 konukgularmin viicut
acikhigindan igeri girmek i¢in bazi tikanikliklara neden olabilecekleri bunun aksine
viicutlarinin genigligi daha diisiik olan digerlerinin daha iyi niifuz ettikleri seklinde
aciklanmistir. 24 ve 48 saat icinde 1)’ ler tarafindan gerceklestirilen S. litura 6lim
yiizdeleri test edilmistir. 1, 2, 3 ve 4 ortaminda yetistirilen nematodlar sirasiyla 24 saat

icinde % 36, % 24, % 38 ve % 40 Sliimlere neden olurken 48 saat iginde % 64, % 76, %
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62 ve % 60 6lim oranlart belirtilmistir. 24 saat i¢indeki en diisiik 6liim orani ortam 2’
de gozlenmistir tam aksine 48 saat iginde en yiiksek Oliim orani yine ortam 2’ de
gozlenmistir. Bunun sebebinin ise ortam 2' de yetistirilen nematodlarin daha biiylik
viicutlu olmasiyla daha fazla sayida bakteri igermesine ve zaman gegctikge bakterilerin

cogalip daha fazla 6liime yol ac¢tig1 diistiniilmiistiir.

Tess ve ark. (2016), yapmis oldugu bu ¢alismanin odak noktasini farkli yiizey alanlarina
sahip tepsiler kullanarak kati agar ortaminda Heterorhabditis bacteriophara’ nin kitle
liretimini saglamak ve yilizey alanimi iyilestirerek yararli nematodlarin verimini
arttirmak amaclanmistir. Calismada nematodlarin ilk biiylime dongiisii tamamlandiktan
sonra 7 giin i¢inde toplandig1 ve daha uzun bir kiiltiir siiresi uygulandiginda mortalitenin
arttigr dile getirilmistir. Bu calismayla nematodlarin ortalama seri iiretimi % 10’ luk
varyasyonla 5,5 x 10° IJ/gram olmustur. Kat: agar ortami, bu nematodlarin tim yasam
dongiisii boyunca canliligini koruyacak ideal bir biiyiime ortami saglayacak % 2 agar ve
% 1 zeytinyagi ile desteklenmis 2 x nutrien broth (besleyici etsuyu) olusturulmustur.
Otoklavlanmig ortam steril petri tepsileri, kurabiye tepsileri ve cam tepsiler i¢ine aseptik
olarak dagitilmistir. Petri tepsisi, cam tepsi ve kurabiye tepsinin yiizey alanlari sirastyla
56 cm®, 742 cm® ve 1218 cm® den olusmaktaydi. Kiiltir plakalarma uygulanan
ortalama inokulum yaklastk 0,5 pl/cm’ yiizey alamydi. Ug farklh yiizey alam igin
inokulum hacimleri sirasiyla 30 pl, 600 pl ve 800 ul idi. Kati ortamin yiizeyine P.
Iuminescens (yaklasik olarak RLU 1x10°) optimal biiyiimesi elde edildiginde petri
tepsisi (56 cm?), cam tepsi (742 cm?®), kurabiye tepsisi (1218 cm?) yiizey alanina
sirastyla 500, 700 ve 900 nematod/cm” inokule edilmistir. IJ* ler 3. giiniin sonuna kadar
hermafroditlere doniistiigli ve daha sonra 4. giinde erginlere doniistiigli sOylenmistir.
Yumurta ve 1. donem 1J’ lerin 5. giinde gézlemlendigi 6. glinde yumurta birakmayan
erginler endotokia haline ve ergin disi viicudunda ilk nesil 1J’lere doniistiigii
bildirilmistir. Her ortamin ylizeyinde 7. gilinlin sonunda maksimum nematod
yogunluguna ulasilmistir. 7. giinde petri tepsisi (56 cm?), cam tepsi (742 cm?®) ve
kurabiye tepsisi (1218 cm?) yiizeyinde sirasiyla 8000 nematod/cm® 17 000
nematod/cm® ve 23 000 nematod/cm’® maksimum yogunluklar elde edilmistir. Petri
tepsisi yilizeyinde nematod verimi X.x = 8000, X, = 500 /em?® olan carpim faktorii

Kmax/Xo = 16 elde edilmistir. Bununla birlikte cam tepsinin ve kurabiye tepsisinin yiizey
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alan1 lizerinde sirastyla yaklasik 24 ve 25 carpim faktorii ile nematod verimleri artmistir.
Yogunluk 700 nemtod/cm? den 900 nemtod/cm® ye yiikseltilmis olmasina ragmen cam
tepsi ve kurabiye tepsisine inokule edilmis nematodlarin benzer verim {irettigi

bildirilmistir.

Ramakuwela ve ark. (2016), yapmis oldugu bu ¢alismada Steinernema innovation’ nin
in vitro seri iiretimi i¢in farkli inokulum tipleri alt1 adet kat1 ylizey ortami hazirlanarak
degerlendirilmistir. Ayrica maliyet analizi yapilarak tahmini satis fiyati hesaplanmaistir.
Daha sonra bu hesaplama piyasadaki ticari EPN dirlinlerinin maliyeti ile
karsilagtirilmistir. Calismada her inokulum tipi i¢in alt1 farkli ortam test edilmistir.
Ortam (1) Musca domestica larva piiresi 5 g+ 0,15 g kanola yag1 + 5 g soya unu + 0,13
g yeast extract; ortam (2) Musca domestica larva piiresi 5 g + 0,15 g kanola yag1 + 0,5 g
soya unu + 0,37 g yeast extract; ortam (3) Musca domestica larva piiresi + 0,15 g kanola
yagi+ 1,67 g soya unu + 0,13 g yeast extract; ortam (4) Musca domestica larva pliresi 5
g + 0,15 g kanola yag + 1,67 g soya unu + 0,37 g yeast extract; ortam (5) Musca
domestica larva piiresi 5 g; ortam (6) Musca domestica larva piiresi 5 g + 0,15 g kanola
yagindan olusturulmustur. Her bir ortam 100 ml’ de 0.5 g siinger kiipleri (her biri 0,5
cm’® Slgiilmiistir) ile absorbe edilmistir. Erlenmeyer siseleri 121 Cde 15 dakika
otoklavlanmis ve ortam 0,5 ml bakteri siispansiyonu ile inokule edilerek 27 ““*de 72 saat
inkiibe edilmistir. Siseler daha sonra 0,5 ml monoksenik nematod kiiltiirii ile BSA
ortami veya agar parcasi [1,5 cm” Nutrient Lipid Agar (16 g Bacto nutrient broth, 12 g
bacto agar, 5 g kanola yagi ve 1 L damitilmis su)] ile inokule edilerek tireme boyutu ve
inokulum tipinin nematod verimi iizerine etkisi test edilmistir. Deney 1’ de dort haftalik
stvi kiiltlir inokulumu ile [918+761 1J], deney 2’ de iki haftalik kat1 kiiltiir inokulumu
[733£160 1J], deney 3’ te iki haftalik sivi kiiltiir inokulumu [418+79 1J], deney 4’ te
Marmite (maya 06ziitli Bokomo Foods tarafindan iiretilmistir. 100 g bagina karakteristik
deger: 37,3 g protein, 0,5 g toplam yag, 18,1 g karbonhidrat, 3480 mg sodyum ve 2 g
lif) eklenmis farkli bir ortam bes giinliik siv1 kiiltlir inokulumu [225+7 1J] ile her bir
ortam i¢in bes sise hazirlanmig ve ve siseler 22 “© de 28 giin inkiibe edilmistir. Ortam
formiilasyonu her ii¢ deney i¢in de verim lizerinde etkili olmustur. 1J° lerin en yiiksek
verimi (781,678+221 1J/5 g ortam) 6 numarali ortamdan (Musca domestica larva piiresi

5 g+ 0,15 g kanola yag1) elde edilmistir. Bu ortam ayni zamanda toplama aninda (28
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giin) orta ve oli [J’lerin (< % 10) kalan en diisiik ergin sayisina da sahip olmustur.
Ortam 6’ dan sonra en yiiksek verim ortam 1 ve 5’ de gozlenmistir. En yiiksek
konsantrasyonda yeast extract ve en diisiik konsantrasyonda soya unu bulunan ortam 2
inokulum konsantrasyonundan bagimsiz olarak ii¢ deneyde de diisiik bir verim iiretme

egiliminde ancak tiim deneylerde anlamli olarak diisiik olmadig1 goriilmiistiir.

Ayrica Marmite® ortamda bir maya proteini kaynagi olarak eklendiginde iiretimin
distiigi belirtilmistir. Marmite®’nin yiiksek tuz igerigi (100 g basma 11) verim
lizerinde olumsuz bir etkiye neden oldugu diisiiniilmektedir. Inokulasyonlart
karsilagtirdigimizda  iki haftalik sivi  kiltiir inokulasyonu alti farkli ortam
formiilasyonunda da sayisal olarak daha fazla nematod iiretimi sergiledigi dile
getirilmistir. Sonu¢ olarak kati kiiltiir sistemi ile tretilen S. innovationi i¢in tahmini
perakende fiyat1 (50 milyon IJ basina R243,27 olup) E ~ Nema, BASF sirketi, Koppert,
Biobest ve Natural Insect Control tarafindan satilan diger Steinernema tiir iiriinlerinden
daha diisiik oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada gelistirilen {iretim sistemi Erlenmeyer
siseleri kullanilarak nispeten ucuz bir {iretim ortami ve basit kati1 kiiltiir biiyiitme
kosullar1 kullanilarak biiyiik 6lcekli sivi fermentasyon ekipmanina yatirim yapmaya

gerek kalmadan EPN {iriinlerini tiretmek icin rekabetci bir teknoloji sunmustur.

Leite ve ark. (2017), s1vi, kat1 ve bifazik (modifiye edilmis kat1) ortamlarda nematod
inokulum yasinin Steinernema feltiae tUretimine olan etkisi ile cesitli fiziksel
parametreler ortam vizkositesi (akigkanligi), sise boyutu ve havalandirma hizinin
infektif juvenillerin geri kazanimi, verimi tizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. Bu
caligma inokulum yasinin EPN’ nin biiylime ve verimi iizerindeki etkisini degerlendiren
ilk arastirmadir. Inokulum yas1 7, 14, 21 ve 28 giinliik inokulum sivi kiiltiirlerini
iceriyordu. Her bir inokulum yas1 i¢in ayni sivi kiiltiirden alinan nematodlar daha dnce
Xenorhabdus bovienii ile kiiltiirlenen bir sivi ortam icine ilave edilmistir; burada
bakteriler 6nce s1vi ortamda yetistirilmis ve sonra nematod ile inokule edilerek homojen
bir bakteri kiiltiir saglamak amaciyla siingerlere batirilmistir. Deneyler Erlenmeyer
siseleri i¢inde yiiriitiilmiistiir. Iki degisken ortam (% 0,2 g agar igeren ve icermeyen), iki
sise boyutu (250 ml ve 150 ml) ve iki ajitasyon hizi (180 rpm ve 280 rpm) olmak iizere

sekiz islem kombinasyonu ile yapilmistir. Her bir nematod, inokulum yasindaki her
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kiiltiir i¢in (s1vi, kat1i ve bifazik) li¢ ¢ogaltma sisesi kuruldugu bdylece toplam 36
tekrarlama sisesi (3 kiiltlir islemi X 4 inokulum yas1 x 3 kopya) ile yapildig1 dile
getirilmistir. Siv1 kiiltiirde 7, 14, 21 ve 28 giinliik inokulum yaslarinda sirasiyla 32.722,
77.361, 89.556 ve 98.444 nematod/ml konsantrastonda lireme oldugu belirtilmistir.
Genel olarak inokulum yasinin artmasi ile nematod verimi arasinda olumlu bir egilim

gozlenmistir.

Nitekim 28 giinliik inokulum ile inokule edilen siv1 kiiltiirler 98 444 nematod/ml ile en
yiiksek nematod verimi gostermistir ve inokulumdan sonraki ilk haftada % 65 1J
olusturmustur. Hem kati hem de bi-fazik kiiltiirler farkli inokulum yaslar ile inokule
edildiginde nematodlarin veriminin benzer oldugu dile getirilmistir. Kat1 ve bi-fazik
kiiltlirlerin s1v1 kiiltiir ile karsilastirildiginda sonuglarin farkli olmasinin nedeninin belli
olmadig1 ancak nematodlarin dagilimina ve kati ortam ylizeyinde yiyecek i¢in rekabetin
sivi ortama gore daha fazla olmasina baglanmigtir. Ortamda agar bulunmasi, sise
boyutu, ve havalandirma hizi deneylerinde ortamda agarin bulunmasinin yani sira
bliyiik sise kullanilmasi bakteri popiilasyonunu arttirdig dile getirilmistir. Bu iki kosul
(ortamda agar bulunmasi ve daha biiyiik bir sise kullanimu) ile birlikte yiiksek ajitasyon
hizinin kullanilmast nematod gelisimini ve verimini arttirdigr bildirilmistir. Nematod
artisinin bakteri kiiltiiriine bagli olmayip artan havalandirma ile (yiiksek ajitasyona baglh

olarak) artis gosterdigi sdylenmistir.

Sonug¢ olarak inokulum yasinin 28 giine kadar yiikselmesiyle sivi kiiltiirde nematod
veriminin arttig1 ancak kati1 ve bi-fazik kiiltiirde artis olmadig1 belirtilmistir. Ayrica
ortama % 0,2 g agar eklenmesi ve havalandirma oraninin arttirilmasi, daha biiyiik siseler
ve daha yliksek ajitasyon hizlar1 kullanilarak nematod iyilestirilmesinin arttirilabilecegi

dile getirilmistir.

Kary ve ark. (2017), Steinernema carpocapsae SH1 ve Steinernema feltiae SH12 1rkini
[ran’ 1n kuzeybatisinda sardunya bitkisinde yetistirmis ve yar1 kurak bir bdlgenin
topragindan izole ederek kalsiyum aljinat ve formaldehit varliginda dehidrasyon ve
rehidrasyon acisindan osmotik tepkileri arastirilmistir. Infektif juveniller farkli

seviyelerde osmotik konsantrasyonlara maruz birakilmis sicaklik ve dehidrasyon
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stireleri ile 1J° nin canliligl incelenmistir. Farkli sicakliklarda optimum gliserol
konsantrasyonunu belirlemek i¢in on test konsantrasyonu (4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
22 w/v) her birinde sterilize edilmis gliserol (Arian chemical), damitilmis su i¢cinde %
0,02 formaldehit ile 5000 1J/ml siispansiyonuna ilave edilmistir. Denemeler 24 yuvali
plastik plakalarda yapilmistir. Denemelere iki kontrol islemi dahil edilmistir: 1J° lerin
sadece distile suda olmasi ve 1J’ lerin % 0,02 formaldehit i¢inde olmasi. Her bir islem
bir falcon tiipiinde ana karisim seklinde ayr1 olarak hazirlanmis yaklasik 5 saniye hafifce

vortekslenmistir.

Elde edilen siispansiyonun 1 ml’ si ¢ogaltma olarak plakanin her oyuguna ilave edilerek
tic sicaklikta inkiibe edilmistir: 8, 15 ve 25 °C. Kalsiyum aljinat graniillerinin
depolanmasinda bir IJ bulamacit % 2 aljinat ¢ozeltisi iceren 5 ml damitilmis su
icerisinde siispanse edilmis 5000 1J/ml elde etmek icin iyice karstirilmistir. Islemlere
bagli olarak bazi muameleler i¢in ana karisim % 0,02 formaldehit veya % 22 gliserol
iceriyordu. Her kuyucukta siispansiyon damlaciklar1 (toplam hacim: 300 pl) kalsiyum
aljinat graniilleri olusturmak tizere damitilmis su igerisinde % 5 CaCl, . 2H,0 igeren 700
ul’ lik bir ¢ozelti ile karistirilmis. Graniillerin yaklasik ¢apt 0,4 cm ve oyuk basina
tiretilen graniil sayis1 60 civarinda oldugu belirtilmistir. 1J° lerin osmotik tepkileri
onemli farkliliklar gostermis olup sirasiyla osmotik olarak dehidrate S. feltiae ve S.
carpocapsae en yiksek verim % 14 ve % 12 gliserol soliisyonu olarak belirtilmistir. 1J’
nin geri kazanimma en elverisli dehidrasyon kosullart en yiiksek ozmotik
konsantrasyonda % 22 gliserolde g6zlenmistir. 8 °C” de dehidre edilen S. feltiae geri
kazanimi1 daha yliksek sicakliklarda dehidere edilenlere gore daha yiiksek oldugu
belirtilmistir. S. carpocapsae igin de benzer bir egilim gézlenmis olup 8 ve 15 °C’ de
dehidrate edilen nematodlarin canlilig1 25 °C’ de elde edilenlerden daha yiiksek oldugu
gorilmistiir. S. feltiae’ nin hayatta kalmas1 S. carpocapsae gore daha diisiik oldugu
gorilmistiir. Damitilmis suda depolanan 1J°nin canlilik orani1 benzer oldugu; ikinci ayin
sonunda S. feltiae 1)’ lerinin tiimiiniin 25 °C *de 6l oldugu halde S. carpocapsae 1J° nin
25 °C’ deki damitilmis su i¢indeki % 100 6liim orani iiglincii ayin sonunda goriilmiistiir.
Damitilmis su igerisine formaldehit eklenmesi I1J° nin canliligini olumsuz olarak

etkileyerek ikinci ayin sonunda % 100 6liim goriilmiistiir. 1J° nin kalsiyum aljinat ile
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kapsiillenmesi formaldehitin zararli etkisini azaltarak IJ canlilifini 6nemli Olgiide

arttirdigi belirtilmistir.

Seenivasan (2017), Hindistan’ i Tamil Nadu bélgesindeki farkli pamuk tarlalarindan
toprak Ornekleri alarak daha once Coimbatore’ de bulunan TNAU Nematoloji
Departmaninda izole edilen iki EPN ki KKMHI1 (H. bacteriophora) ve APKS2 (S.
carpocapsae)’ nin in vitro kitle iiretimi i¢in on ii¢ farkli bitki ve hayvan proteinli ortam:
nutrient agar ortami (1), nutrient agar ortami (2), Wouts ortami, modifiye edilmis Wouts
ortami, bugday unu ortami, modifiye edilmis bugday unu ortami, yumurta sarisi ortami
(1), yumurta sarist ortami (2), modifiye edilmis yumurta saris1 ortami, kopek biskiivisi
ortami, modifiye edilmis kdpek biskiivisi ortami, bengal gram ortami (1), bengal gram
ortami (2) test edilmistir. Ortamlarin 100 ml damitilmis su i¢in bilesimleri: nutrient agar
ortami (1) 0,3 g s1g1r ekstrakti, 0,5 g pepton, 0,2 g agar, 0,8 g NaCl, 10.0 g tavuk yag;
nutrient agar ortami 2 0,3 g sigir ekstrakti, 0,5 g pepton, 0,2 g agar, 0,8 g NaCl, 5.0 g
soya fasulyesi yagi; Wouts ortami 0,88 g nutrient broth, 0,32 g yeast extract, 14,40 g
soya unu, 10,40 g yer fistig1 yagi; modifiye edilmis Wouts ortami 0,88 g nutrient broth,
0,32 g yeast extract, 14,40 g soya unu, 5 g sigir ekstrakt; bugday unu ortami 15 g
bugday unu, 5 g kabuligram unu, 5 g sigir ekstakti, 6 g yeast extract, 1 g agar, 6 g
hindistan cevizi yagi; modifiye edilmis bugday unu ortami 15 g bugday unu, 5.0 g soya
unu, 1 g yeast extract, 10 g yer fistig1 yagi; yumurta saris1 ortami (1) 7 g piiskiirtiilerek
kurutulmus yumurta saris1 tozu (SDEY), 2 g yeast extract, 0.80 g NaCl, 15.0 g yag;
yumurta sarisi ortami (2) 10 g piiskiirtiilerek kurutulmus yumurta saris1 tozu (SDEY), 5
g yeast extract, 0,80 g NaCl, 12 g yag; modifiye edilmis yumurta saris1 ortami 7 g
yumurta sarisi, 20 g soya unu, 2 g yeast extract, 0,80 g NaCl, 15 g yag; kopek biskiivisi
ortami1 15 g kopek biskiivisi, 1 g yeast extract, 3 g pepton, 2 g agar, 10 g yag; modifiye
edilmis kdpek biskiivisi ortami 20 g kopek biskiivisi, 0,5 g pepton, 1.0 g yeast extract, 5
g sigir ekstrakti, 7 g yag; bengal gram ortami (1) 1,5 g nutrient broth, 0,7 g yeast
extract, 20 g bengal gram unu, 20 g yer fistig1 yagi; bengal gram ortami (2) 1,75 g
nutrient broth, 0,5 g yeast extract, 20 g bengal gram unu, 32,5 susam yagindan
olusturulmustur. Her bir ortam steril 6 adet 1,5 cm’ poliiiretan siinger igeren 250 ml
hacimdeki siselere dokiilmiis ve her ortam 5 kez cogaltilmistir (bir sise = bir kopya).
Ardindan siseler otoklavda 10 psi’ de 10 dakika steril edilerek ilgili simbiyont bakteri
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ile inokule edilmistir. 48 saat boyunca 25 °C’ de inkiibe edilmistir. Sonuglar modifiye
edilmis Wouts ortami ve nutrient agar ortami (1)’ in 250 ml’ lik bir sise basina 39,02-
39,14 x 10° 1" lik H. bacteriophora kit KKMH]1’ in sayisini ¢ogalttigi goriilmiistiir. Bu
ortamlarda iiretilen 1)’ lerin Helicoverpa armigera, Earias vitella ve Spodoptera litura
gibi pamuk zararlilarina karsi daha oldiiriicii oldugu tespit edilmistir. S. carpocapsae
k1 APKS2 modifiye edilmis kdpek biskiivisi ortami ve nutrient agar ortami (1) en
yiiksek IJ popiilasyonuna 49,69-52.31 x 10°/250 ml’ lik sise i¢in belirgin sekilde daha
yiiksek bir canlilifa sahip oldugu belirtilmistir. Bu ortamda iiretilen 1J° ler Helicoverpa

armigera, Earias vitella ve Spodoptera litura’ nin % 100 6liimiine neden olmustur.

Bu ¢alismanin sonuglar1 H. bacteriophora irki KKMHI1’in modifiye Wouts ortami veya
nutrient agar ortami (1) tlizerinde S. carpocapsae 1rki APKS2’ nin de modifiye edilmis
kopek biskiivisi ortami veya nutrient agar ortami 1 {izerinde kitlesel iiretiminin
yapilabilecegini tavsiye etmistir ve bu irklarin pamuktaki bocek zararlilart H. armigera,
E. Vitella ve S. litura’ ya karsi potensiyel biyo pestisit olarak tesvik edilecegi

konusunda umut verici bir ¢alismadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Laboratuvarda Galleria mellonella Larvalarimn Uretimi

In vivo iiretim, duyarli konukgularin siirekli saglanmasina dayanir. En sik kullanilan
konuk¢u bdcek, EPN duyarli olan ve yiiksek verim saglayan biiyiik balmumu giivesi

(Galleria mellonella, Linnaeus) son donem larvalaridir (Woodring ve Kaya 1988).

Galleria mellonella yumurtalar1 30-32 °C’ ye ayarl inkiibatorde iizeri sik gozenekli tel
ile gerilmis (gdzenek ¢ap1 2 mm) cam kavonoz igerisinde yetistirilmistir. Yumurtadan
cikan larvalarin beslenmesi i¢in bal, gliserin, kepek, misir unu, soya unu, siit tozu ve
maya karisimindan olusan bir besin ortami kullamilmistir (Kaya ve Stock 1997) (Sekil
3.1). Besin ortam1 (Cizelge 3.1.) hazirlanirken ilk olarak bal ve gliserin besin yapilacak
kap icerisine alinmistir. Bal ve gliserin kaynama noktasina geldiginde maya eklenmis
ardindan geriye kalan besin maddeleri de ilave edilerek ~150 °C sicaklikta besin ortami
hazirlanmigtir. Hazirlanmis olan besin ortami soguduktan sonra cam kavanozun iigte
ikisine kadar besin konularak yumurtalar besin igerisine alinmistir (Sekil 3.2). Besin
icerisine alinan yumurtalar son dénem larva (~ 4 hafta) oluncaya kadar gdzlemlenmis ve
son larva donemine ulasildiginda larvalar besin ortamindan ayiklanarak EPN’ lerin
etkinlik ve treme denemelerinde kullanilmistir (Sekil 3.3). Larva {iretiminin
stirekliligini saglamak ic¢in belirli miktarda larva ayrilarak Galleria mellonella’ nin
yasam dongiisiinii tamamlayarak yumurta, larva, pupa, ergin ve tekrar yumurta

birakmasi saglanmustir.

Cizelge 3.1. G. mellonella besin ortami igerigi
200 g bal
200 g gliserin
200 g kepek
150 g misir unu
100 g soya unu
100 g siit tozu

50 g maya
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Sekil 3.2. Besin ortaminin bulundugu cam kavanozlarda Galleria mellonella yamurta
ve son donem larvalarinin goriintiisii
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Sekil 3.3. Besin ortamu igerisindeki Galleria mellonella larvalarinin goriintiisii

3.2. Entomopatojen Nematod H. bacteriophora ve Mutualist Bakterisi

Photorhabdus spp. Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Photorhabdus spp. bakteri kiiltiirtiniin hazirlanmasinda H. bacteriophora’ nin hibrit Hb.
H ki kullanmilmigtir. Bakteri izolasyonu i¢in nematodla 48 saatlik enfekteli
G.mellonella larvalarimin yiizeyi % 70’ lik alkol ile 4 dakika steril edildikten sonra steril
enjektor ignesi yardimiyla larvalarin bacak koklerine batirilarak hemolenf sivisinin
disar1 ¢ikmast saglanmistir. Disariya ¢ikan hemolenf sivisi steril edilmis bir 6ze
yardimiyla alinarak daha onceden hazirlanmis olan (NBTA) Standart Nutrient Agar 37
g/, Bromthymolblue 25 mg/l, Triphenly - Tetracolium Chloride Solution 4 ml ortamina
aktartlmistir (Akhurst 1982).
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Bakteri kolonisinin 28 °C’ de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda iiremesiyle koloni
morfolojisi, mikroskobik incelemeler ve katalaz testlerinin ardindan sivi besiyeri YS
(Yeast Salt Medium) ortami olan Yeast extract 5 g/l, NaCl 5 g/l, NH4sH,PO4 0.5 g/l,
KoHPO4 0.5 g/l, MgSO4*7H20 0,2 g/l aktarilmistir. Biitiin denemelerde kullanilan
bakteriler YS ortaminda ¢alkalamali inkiibatorde ve 28 °C’ de tiretilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. S1v1 besiyeri YS (Yeast Salt) ortaminda yetistirilen Photorhabdus spp.
bakterisinin ¢alkalayici inkiibator igerisindeki goriintiisii

Denemelerde kullanilan H. bacteriophora kiiltiirii laboratuvar sartlarinda igerisinde
Bacto Nutrient Broth (16 g/l), Bacto Agar (12 g/1) ve misirdzii veya aygicek yagi (5 g/l)
bulunan in vitro kati {iretim ortami1 Wouts agarda iiretilmistir (Sekil 3.5). Wouts agar

belirtilen malzemelerle hazirlandiktan sonra 121 °C sicaklikta yaklasik iki saat boyunca
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otoklavlanmigtir. Otoklavdan c¢ikarilan agar steril kabin igerisinde petrilere

dokiilmiistiir. Petrilere dokiildiikten sonra agarin kurumasi beklenmistir.

Daha sonra kuruyan agara sivi besiyeri ortami olan YS’ de dnceden 28 °C calkalamali
inkiibatorde tiretilmis olan Photorhabdus spp. bakterisinden cam pipet yardimiyla alinip
beser damla damlatilarak kurumasi1 beklenmis ve parafilmlenerek bakterilerin kati agar
ortaminda iiremeleri i¢in inkiibatére konulmustur. Petrilere damlatilmis olan bakteri

kolonisinin iki giin i¢erisinde gelistigi gézlemlenmistir.

Petrilerde gelismis olan bakteri kolonisine iki giin sonra inkiibatérde sivi besiyeri
icerisinde iiremis olan H. bacteriophora damlatilmis ve kati agar ortaminda
entomopatojen nematodlarin gelismeleri saglanmistir. H. bacteriophora 1)’ leri petri
kapaklarina c¢ikislan gozlemlendiginde petri kapaklarinaki 1J” ler YS igerisinde liremis
olan bakteri ile yikanarak tekrar iiretilmek iizere baska bir agara damlatilmis ve {iretimin

stirekliligi bu sekilde saglanmistir.

Sekil 3.5. Wouts agarda {iretilmis olan Hb. H. irkinin goriintiisii
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3.3. H. bacteriophora’ nin In Vitro Kati Kiiltiir Uretimi I¢in Kullanilan Ortamlarin

Icerigi

Entomopatojen nematod H. bacteriophora’ nin in vitro kati iretimini arttirmaya yonelik

olarak denemelerde glikoz, kanola yagi ve sodyum kloriiriin hazirlanan kati ortamlara

etkisini karsilastirmak amaciyla icerigi farkli dort ortam hazirlanmistir. Hazirlanmis

olan kati ortamlar ve icerikleri asagidaki sekilde belirtilmistir (Cizelge 3.2). Tim

denemelerde H. bacteriophora’ min hibrit Hb. H. irki kullanilmastir.

Cizelge 3.2. In vitro kat1 iiretim i¢in dort farkli ortam hazirlanmis olup kullanilan
maddeler ortamda Mevcut ise (+) isareti ile mevcut degilse (-) isareti ile yukaridaki

sekilde gosterilmistir.

Hazirlanan Kat1 Ortamlar

Kat1 Ortam I¢erikleri Wouts | G. Wouts 1 | G. Wouts 2 | G. Wouts 3
Bacto Nutrient Broth (16 g/1) + - - -
Bacto Agar (12 g/1) + + + +
Aygigek Yag (5 g/l) + - - -
Yeast Extract (15 g/l) - + + +
Glikoz (2 g/1) - + + T
NaCl (4 g/l) - + + -
KCI (0,35 g/) - + + -
CaCl, (0,3 g/l) - + + -
Kanola Yagi (5 g/l) - + - +
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3.4. Caismada Kullamlan Besiyerileri

Wouts Agar
Bacto nutrient broth
Bacto agar

Corn oil or Sun flower

Hazirlamis1: Kimyasallar 50 ml distile

16 g/l
12 g/l
5¢1

suda ¢ozilmiis ve 121 °C

1,5

Sa

otaklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra steril kabin igerisinde petrilere

dokiilmiistiir.

G. Wouts 1
Bacto agar
Yeast extract
Glikoz

NaCl

KCl
CaClz

Kanola yagi

Hazirlamsi: Kimyasallar 50 ml distile

12 g/l
15 g/l
2 g/l
4 g/l
0,35 g/l
0,3 g/1
5S¢/l

suda ¢oOzilmis ve 121 °C

1,5

Sa

otaklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra steril kabin icerisinde petrilere

dokilmustiir.

G. Wouts 2
Bacto agar
Yeast extract
Glikoz

NaCl

KCl

CaCl,
Aygigek yagi
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12 g/l
15 g/l
2 ¢/l

4 g/l
0,35 g/l
0,3 g/l
5¢1



Hazirlanisi:

Kimyasallar 50 ml distile

suda c¢ozilmis ve 121

°C L5

Sa

otaklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra steril kabin igerisinde petrilere

dokiilmiistiir.

G. Wouts 3
Bacto agar
Yeast extract
Glikoz
Kanola yag1

Hazirlanisi:

Kimyasallar 50 ml distile

12 g/l
15 g/1
2 g/l
5¢1

suda ¢oOzilmis ve 121 °C

1,5

Sa

otaklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra steril kabin igerisinde petrilere

dokilmustiir.
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Sekil 3.6. Dort farkli kati ortamin otoklavlanmadan 6nce 50 ml distile su igerisindeki
gorintusu

EPN’ lerin in vitro iiretimi, nematodlarin besleyici bir ortamda simbiyontlarinin saf bir
kiiltliriine dahil edilmesine dayanir (Akhurst 1980, Wouts 1981). Hem kat1 hem de sivi
in vitro iiretimde biiylime ortami nematod eklenmeden once simbiyotik bakterilerle
inokule edilir boylece ortamin kolonizasyonuna olanak saglanir (Shapiro - Ilan ve ark.
2012). Denemelerde her bir kati ortam icin gerekli kimyasallar 50 ml distile suda
hazirlanarak otoklavlanmistir. Otoklavdan c¢ikarilan ortamlar steril kabin icerisinde
petrilere dokiilmiistiir. Her bir kat1 ortam i¢in 4 adet petri hazirlanmistir. Toplamda dort
farkli kat1 ortam oldugu i¢in 16 adet kat1 ortam igeren petri hazirlanmistir (Sekil 3.7).
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Sekil. 3.7. Her bir kat1 ortama ait 4 adet ve toplamda 16 adet petrinin goriintiisii
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Denemelerde kullanilan dort farkli kat1 ortama ilk 6nce YS’ da (Yeast Salt) iiretilmis
olan Photorhabdus spp. bakterisinden bes damla damlatilmistir. iki giin sonra gelisen
bakteri kolonisine daha énce Wouts agarda liretilmis olan entomopatojen nematod Hb.
H. wkindan damlatilmistir. Entomopatojen nematodun damlatilmasinda kullanilan
yontem Wouts agardan kapaga ¢ikis yapan 1J’ler steril kabin igerisinde Y'S ile yikanarak
her bir petriye iki damla damlatilmistir. iki damladaki nematod sayisi stereo
mikroskopta sayilmis ve bir damladaki yaklagik nematod sayis1 not edilmistir. Her bir
petrinin {izerine bakteri ve nematod damlatilma tarihleri not edilmistir. Boylece
nematodlar simbiyont bakterileri ile ayn1 ortama aktarilmistir (Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil
3.10 ve Sekil 3.11). Petriler iki giinde bir kontrol edilerek hermafroditlerin ve daha
sonra kapaga cikis yapan 1J° lerin sayimlar1 yapilmistir. Son olarak steril kabin
icerisinde kapaga c¢ikis yapan 1J° ler yikandikan sonra tekrar kapaga cikislarin
gozlendigi her bir ortama ait ii¢ petrinin parafilmleri agilarak agar ve petri kapaklar
distile su ile yikanmigstir. Yikama sonucunda nematodlu suyun iizeri 15 ml’ ye kadar
distile su ile tamamlanmis ve sayim yapmak i¢in her birinden dort defa 10 pl alinarak

tekrar 1J sayimi yapilmistir.

Sekil 3.8. Wouts ortaminda gelismis olan simbiyont bakteri ve iki giin sonra bu ortama
damlatilmis olan Hb.H. 1irkinin goriintiisii
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Sekil 3.9. G. Wouts 1 ortaminda gelismis olan simbiyont bakteri ve iki giin sonra bu
ortama damlatilmis olan Hb.H. irkinin goriintiisii

Sekil 3.10. G. Wouts 2 ortaminda geligsmis olan simbiyont bakteri ve iki giin sonra bu
ortama damlatilmis olan Hb.H. irkinin goriintiisii
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Sekil 3.11. G. Wouts 3 ortaminda gelismis olan simbiyont bakteri ve iki giin sonra bu
ortama damlatilmis olan Hb.H. irkinin goriintiisii

3.5. Cahismada Kullanmilan Besiyerilerinde Hermafrodit ve 1J Sayim

Denemelerde kati ortamlari hazirlarken kullanilan glikoz, kanola yagi ve sodyum
kloriirlin nematod iiremesine etkisini belirlemek i¢in hermafrodit ve 1J sayimlar

yapilmustir.

3.5.1. Hermafrodit Sayim

Denemelerde kullanilan 4 farkli kati ortama ait toplam 16 adet petriye ilk 6nce bakteri
daha sonra nematod damlatilarak iki giinde bir petriler stereo mikroskopta kontrol

edilmistir. Her bir ortam i¢in hermafrodit sayimi stereo mikroskopta ii¢ tekerriirlii

olarak sayilmis ve not edilmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12 Petrilerde iiremis olan hermafroditlerin goriintiisi

3.5.2. 1J Saymm

Hermafrodit sayimlari tamamlandiktan sonra petrilerdeki 1J’lerin petri kapaklarina ¢ikis
yaptiklart gozlemlenmistir (Sekil 3.13, Sekil 3.14). Petri kapagina ¢ikis yaptigi tespit
edilen her bir ortama ait 1J” ler steril kabin igerisinde YS ile yikanarak ependorf tiiplerin
1,5 ml’ sine kadar doldurulmustur. Daha sonra hangi ortamin kag¢inci petrisinde 1J ¢ikisi
oldugu ve yikama yapildig1 ependdrf iizerine not edilmistir. Ependorf icerisinden her bir
ornek i¢in 10pl/1,5ml alinmis ve stereo mikroskop altinda sayim yapilmistir. Bu islem
ii¢ tekerriirlii olarak gergeklestirilmis olup sayim sonuglar1 not edilmistir. Steril kabin
icerisinde kapaga cikis yapan 1J’ler yikandikan sonra tekrar kapaga cikislarin gozlendigi
her bir ortama ait {i¢ petrinin parafilmleri agilarak agar ve petri kapaklar1 distile su ile
yikanmistir. Yikama sonucunda nematodlu suyun iizeri 15 ml’ ye kadar distile su ile
tamamlanmis ve sayim yapmak ic¢in her birinden dort defa 10 pl almarak tekrar 1J

saymmi yapilmistir (Sekil 3.15, Sekil 3.16 ve Sekil 3.17).
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Sekil 3.13. Petri kapagina ¢ikis yapan 1J’ lerin goriintiisii

35



Sekil 3.14. Petri kapagindaki su damlaciklari igerisindeki 1J” lerin goriintiisii
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Sekil 3.15. Sayim yapmak i¢in steril kabin igerisinde kapaga c¢ikis yapan 1J° ler
yikanarak 1,5 ml’ lik eppenddrf tiiplere alinmigtir. Her bir 6rnek icin eppendorf
tiplerden dort kez 10 pl alimarak sayim yapilmistir. Sayim kabmnin bir bélmesinde
bulunan 1J’lerin goriintiisii

Sl

Sekil 3.16. Petri kapagina ¢ikis yapan 1J’lerin falkon tiipe alinarak 15 ml’lik soliisyon
elde edilmesi
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Sekil 3.17. Biitiin deneme gruplari petrilerinden elde edilen Hb. H. bireylerinin falkon
tiiplerde toplanmasi

3.6. istatistiksel Analiz

Entomopatojen nematod irk1 Hb.H.” nin in vitro kat1 {iretimini arttirmaya yonelik olarak
denemelerde kullanilan glikoz, kanola yagi ve sodyum kloriirlin iiremeye etkisinin
belirlenmesinde hermafrodit ve 1J sayimlari yapilmistir elde edilen sayimlarla kati
ortamlar arasindaki farkliligi ortaya c¢ikarmak i¢in ANOVA testi uygulanmistir.
ANOVA testi JMP® 7.0 programi kullanilarak yapilmastir.
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4. BULGULAR

Yapilan denemelerde igceriginde glikoz, kanola yagi ve sodyum kloriir maddelerinin her
ticliniin bulundugu G. Wouts 1 ortami, i¢eriginde glikoz ve sodyum kloriir bulunan G.
Wouts 2 ile glikoz ve kanola yagi bulunan G.Wouts 3 ortamlar1 arasinda iireme
oranlarinin birbirine yakin oldugu (Sekil: 4.1) iceriginde glikoz, kanola yag1 ve sodyum
kloriir maddelerinin her {i¢iiniin bulunmadig1 ve kontrol grubu olan Wouts ortamiyla
diger ortamlar arasinda istatistiksel agidan farklar bulunmustur (df: 3, 12; F: 66.55;
P<0.001). Yapilan denemelerde elde edilen sonuglara gére G. Wouts 1 ortama ile (Yeast
extract 15 g/l + Bacto agar 12 g/l + Glikoz 2 g/l + NaCl 4 g/l + KC1 0.35 g/l + CaCl, 0.3
g/l + Kanola yag1 5g/l) G. Wouts 2 ortaminda (Yeast extract 15 g/l + Bacto agar 12 g/l +
Glikoz 2 g/l + NaCl 4 g/l + KCI 0.35 g/l + CaCl, 0.3 g/l + Aycicek yagt 5g/l)
hermafrodit birey gelisiminin istatistiksel a¢idan en iyi sonuglar1 verdigi ve bu iki ortam
arasinda istatistiksel bir farklilik gozlenmedigi tespit edilmistir. G. Wouts 3 ortaminin
(Yeast extract 15 g/l + Bacto agar 12 g/l + Glikoz 2 g/l + Kanola yag1 5g/) G. Wouts 1
ve G.Wouts 2 ortamlariyla aralarinda istatistiksel agidan farklilik gozlenmistir. Kontrol
grubu olan Wouts agarin ise (Bacto Nutrient Broth 16 g/l + Bacto agar 12 g/l + Ayg¢igek
yag1 5 g/l) diger ortamlarla arasinda istatistiksel olarak bir farklilik gézlenmistir (Sekil:
4.1).

14000
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2000

Hermafrodit (Adet)

G.Woutsl G.Wouts2 G.Wouts3 Wouts
Ortam

Sekil 4.1. Her bir ortam i¢in iki glinde bir toplamada {i¢ kez yapilmis olan sayim
sonucunda elde edilen ortalama hermafrodit sayisi (df: 3, 12; F: 66.55; P<0.001)
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Her bir ortam icin kapaga c¢ikis yapan IJ bireylerin sayimi sonucu elde edilen
istatistiksel sonuglara baktigimizda G. Wouts 1, G. Wouts 3 ve Wouts ortaminin ayni
istatistiksel grup icerisinde yer aldigi goriilitken G. Wouts 2 ortaminin diger ii¢
ortamdan istatistiksel olarak farklilik gosterdigi ve verimin en yiiksek oldugu ortam

olarak tespit edilmistir (df: 3, 8; F: 5.97; P=0.009) (Sekil: 4.2).
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Sekil 4.2. Her bir ortam i¢in iki glinde bir toplamada {i¢ kez steril kabin i¢erisinde
kapaga cikis yapan 1J’lerin sayimi1 sonucu elde edilen ortalama 1J sayis1 (df: 3, 8; F:
5.97; P=0.009)

Son olarak petrilerdeki agar ve petri kapaklarmin distile su ile yikanmasi sonucu G.
Wouts 1 ve G. Wouts 2 ortaminin ayni istatistiksel grup i¢inde yer aldig1 ve verimin en
yiiksek oldugu ortamlar oldugu tespit edilmistir. G. Wouts 3 ve Wouts ortaminin ise G.
Wouts 1 ve G.Wouts 2 ortamindan istatistiksel olarak farklilik gosterdigi ve bu
ortamlardan farkli olarak ikisinin ayni grup igerisinde oldugu goézlenmistir (df: 3, 8; F:

10.37; P= 0.003) (Sekil: 4.3).
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Sekil 4.3. Her bir ortam icin kapaga ¢ikis gézlenen ti¢ adet petri kapagi ve agarlarinin
yikanmasi sonucu elde edilen ortalama 1J sayis1 (df: 3, 8; F: 10.37; P=0.003)
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5. TARTISMA ve SONUC

Tez kapsaminda yapilan denemelerde igeriginde glikoz, kanola yagi ve sodyum klortiriir
bulunan ortamlar arasinda iireme oranlar1 birbirine yakin olmasina ragmen igeriginde
glikoz, kanola yagi ve sodyum kloriir bulunmayan ve kontrol grubu olan Wouts
ortamiyla diger ortamlar arasinda istatistiksel acidan farklar bulunmustur. Yapilan
denemelerde elde edilen sonuglara gore G.Wouts 1 ortami ile G. Wouts 2 ortaminda
hermafrodit birey gelisiminin istatistiksel agidan en iyi sonuglar1 verdigi ve bu iki ortam
arasinda istatistiksel bir farklilik gozlenmedigi tespit edilmistir. G.Wouts 3’iin bu
ortamlarla aralarinda istatistiksel agidan farklilik gozlenmistir. Kontrol grubu olan
Wouts agarin ise diger ortamlarla arasinda istatistiksel olarak bir farklilik gézlenmistir.
Her bir ortam icin kapaga c¢ikis yapan IJ bireylerin sayimi sonucu elde edilen
istatistiksel sonuglara baktigimizda G. Wouts 1, G. Wouts 3 ve Wouts ortaminin ayni
istatistiksel grup igerisinde yer aldigir goriilitken G. Wouts 2 ortaminin diger {i¢
ortamdan istatistiksel olarak farklilik gosterdigi ve verimin en yiiksek oldugu ortam
olarak tespit edilmistir. Son olarak petrilerdeki agar ve petri kapaklarinin distile su ile
yikanmasi sonucu G. Wouts 1 ve G. Wouts 2 ortaminin ayni istatistiksel grup i¢inde yer
aldig1 ve verimin en yliksek oldugu ortamlar oldugu tespit edilmistir. G. Wouts 3 ve
Wouts ortaminin ise G. Wouts 1 ve G. Wouts 2 ortamindan istatistiksel olarak farklilik

gosterdigi ancak ayni grup igerisinde oldugu gozlenmistir.

Bu sonuglara gore; H. bacteriophora ki Hb. H.” nin G. Wouts 2 ortami iizerinde kitle
iretimi ticari kullanim i¢in daha fazla 1J {irettigi i¢in tavsiye edilebilir. Ancak, sonuglara
gore en 1yl iki ortam G. Wouts 1 ortamiyla G. Wouts 2 ortam icerigi ve maliyet
bakimindan karsilastirdigimizda; G.Wouts 1 ortaminda G. Wouts 2 ortamindan
kullanilan yagdan (aygigek yagi) farkli olarak daha az maliyetli yag olan kanola yagi
kullanilmistir (aycicek yaginin 1 litresi: 6,95 TL iken kanola yaginin 1 litresi: 6,60 TL).
Istatistiksel olarak 1J gelisiminde de G. Wouts 1’ in G. Wouts 2’ den ¢ok da farkli
olmamas1 ve daha maliyetli olmas1 G. Wouts 2 yerine alternatif olarak G. Wouts 1’ in

daha kullanilabilir olabilecegini gostermistir.
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Yoo ve ark. (2000), H. bacteriophora ve simbiyont bakterisi Photorhabdus luminescens
cesitli lipid kaynaklar1 iceren ortamlarda kiiltiirlemislerdir. Domuz, kanola, aspir, zeytin,
susam ve hindistan cevizi yaglar1 bakteri ve nematod iiretiminde en uygun lipid
kaynagimi belirlemek i¢in test edilmistir. Bir doymamis veya tiimii doymamis yag
asitleri (6rn: kanola, zeytin ve aspir) agisindan zengin olan lipid kaynaklari, doymus yag
asitleri bakimindan (yani domuz yag1 ve hindistan cevizi yagi) zengin lipidlerden ¢ok
daha fazla nematod f{irettigi belirtilmistir. Domuz yagi ve hindistan cevizi yagi
doymamis yag asitleri bakimindan zengin lipidlerden daha diisilk nematod verimine
neden olmuslardir. Susam yaginin ise tiim diger lipidlerden daha az bakteri ve nematod
tirettigi ve lipid icermeyen kontrolden farkli olmadig belirtilmistir. Kisacast doymamis
olan lipid kaynaklarinin tekli doymamis yag asitleri bakimindan daha zengin oldugu ve
bunlarin en i1yi nematod gelisimini sagladigi belirtilmistir. Tekli doymamis yag
asitlerinden (> % 60) bol miktarda bulunan kanola yagi ve kanola zeytinyag:
bilesiminin en iyi nematod gelisimini sagladigi belirtilmistir. Bu tez g¢alismasinda
kullanilan iki doymamis yag olan ay¢ice8i ve kanola yaginin nematod iiretiminde en

yiiksek verimle benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Gil ve ark. (2002), entomopatojen nematod Heterorhabditis bacteriophora’ nin in vitro
stv1 kiiltiirde verimini arttirmak icin glikoz, fruktoz, maltoz ve siikroz iceren alternatif
karbon kaynaklarin1 test etmislerdir. Kanola yagi tek karbon kaynagi olarak
uygulandiginda 2,38 x 10° en yiiksek verimle karbonhidratlara kiyasla nematod kiiltiirii
icin en iyi karbon kaynag: oldugu belirtilmistir. Karbonhidratlar arasinda glikozun en
yiikksek verimi sagladigi, fruktoz ve siikrozun ise en diisiik nematod verimine neden
oldugu belirtilmistir. Bakteriyel hiicre yogunlugu da 6nemli 6lgiide iyilesmis ve ml’de
6,3 mg’ dan 8,3 mg olmustur. Ilging bir sekilde karbon kaynagi icermeyen deney %
61,1 ile iyilesme gosterdigi belirtilmistir. Bu sonuglar glikozun bakteriler i¢in {istiin bir
karbon kaynagi oldugunu kanola yaginin ise nematodlar i¢in uygun bir karbon kaynagi
oldugunu gostermistir. Bu tez c¢alismasinda da benzer sonuglar elde edilmis olup
iceriginde kanola yagi bulunan (G. Wouts 1 ve G. Wouts 3) kati1 ortamlar ile istatistiksel
acidan en 1iyi verim elde edilen ortam (G. Wouts 2) arasinda ¢ok farklilik

gbzlenmemistir. Bununla birlikte iceriginde glikoz bulunan (G.Wouts 1, G. Wouts 2 ve
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G. Wouts 3) ortamlardan daha fazla verim elde edilmisken iceriginde glikoz

bulunmayan kontrol grubundan (Wouts) daha az verim elde edilmistir.

Somwong ve Petcharat (2012), bu calismada entomopatojen nematod Steinernema
carpocapsae (Weiser) (Rhabditida: Steinernematidae) ve simbiyotik bakterisi
Xenorhabdus nematophila iiretiminde dort farkli kiiltiir ortam1 ({i¢ suni ortam bir in vivo
ortam) denemislerdir. In vivo iiretimde Spodoptera litura’ nin son dénem larvalari
kullanilmistir. K&pek mamasi ve ipekbocegi pupasi ile tamamlanmis besiyerilerde toz
haline getirilmis balik ortamina gore lipid iceriginin daha fazla olmasina bagli olarak
daha fazla nematod ¢ogalmasi goriildiigii belirtilmistir. Bu tez calismasinda her bir kat1
ortam (Wouts, G. Wouts 1, G. Wouts 2 ve G. Wouts 3) i¢in ayn1 miktarda lipid
kullanilmis olup (5 g/l) lipid oranina gore degil lipid kaynagina gore degerlendirme
yapilmugtir.

Indriyanti ve Muharromah (2016), yapmis olduklar1 arastirma, maya, kopek mamasi,
soya fasulyesi tozu, tavuk karacigeri ve yumurta sarisi igeren karisik ortam kullanilarak
EPN iiretimi hakkinda bilgi vermeyi amaglamistir. Bu aragtirmada yedi ¢esit ortam
bilesimi test edilmistir. Sonug¢ olarak EPN’ lerin tiim ortamlarda gelisebilecegi ancak
icerisinde yumurta sarisi bulunan ortamlarin diger ortamlara kiyasla daha iyi nematod
gelisimi gosterdigi dile getirilmistir. Ozellikle EPN”’ nin en yiiksek miktar1 28164 1J/ml
ile yumurta saris1 ve soya fasulyesi tozu igeren ortamdan elde edildigi belirtilmistir.
Benzer sonuglar bu tez calismasinda olusturulan kati ortamlarda da EPN’ lerin
gelisebilecegini gostermistir. Ancak igeriginde yeast extract (maya 0zii) bulunmayan
kontrol grubu (Wouts) ortaminda diger ortamlardan (G. Woutsl, G.Wouts 2 ve
G.Wouts 3) daha diisiik IJ verim elde edilmistir.

Ramakuwela ve ark. (2016), yapmis oldugu bu ¢alismada Steinernema innovation’ nin
in vitro seri iiretimi i¢in farkli inokulum tipleri alt1 adet kat1 ylizey ortami hazirlanarak
degerlendirilmistir. Ayrica maliyet analizi yapilarak tahmini satis fiyati hesaplanmistir.
Daha sonra bu hesaplama piyasadaki ticari EPN dirlinlerinin maliyeti ile
karsilagtirilmistir. 1J° lerin en yiiksek verimi (781,678+221 1J/5 g ortam) igeriginde

Musca domestica larva pliresi ve kanola yagi bulunan ortamdan elde edilmistir. En
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yiiksek konsantrasyonda yeast extract ve en diisilk konsantrasyonda soya unu bulunan
ortam ise inokulum konsantrasyonundan bagimsiz olarak {i¢ deneyde de diisiik bir
nematod verimine neden olmustur. Ayrica ortama bir maya proteini kaynagi olarak
Marmite® eklendiginde iiretimin distiigi belirtilmistir. Marmite®’ nin yiiksek tuz
icerigi (100 g basina 11) verim iizerinde olumsuz bir etkiye neden oldugu
distiniilmektedir. Sonug olarak kati kiiltiir sistemi ile iiretilen S. innovationi igin tahmini
perakende fiyat1 (50 milyon 1J basina R243.27 olup) E ~ Nema, BASF sirketi, Koppert,
Biobest ve Natural Insect Control tarafindan satilan diger Steinernema tiir iirtinlerinden
daha diisiik oldugu bildirilmistir. Bu tez calismasinda da benzer olarak en yiiksek 1J
verimi igeriginde ayci¢egi yagi bulunan ortam G.Wouts 2 ortamindan sonra igeriginde 5
g/l kanola yaginin bulundugu ortam G. Wouts 1 ortami olmustur. En diisiik verimin en
yiiksek konsantrasyonda yeast extract (maya 0zii) ve en diisiik konsantrasyonda soya
unu igeren ortam olmasi bu tez ¢alismasiyla farklilik gostermistir. Ortama Marmite®’
nin (100 g basina 1 I) eklenmesi bu tez ¢alismasindaki tuz igerigiyle kiyaslandiginda (4
g/l NaCl, 0,35 g KCl ve 0,3 g CaCl,) olduk¢a fazla tuz igerdigi goriilmiistiir.

Seenivasan (2017), Hindistan’ in Tamil Nadu bolgesindeki farkli pamuk tarlalarindan
toprak Ornekleri alarak daha once Coimbatore’ de bulunan TNAU Nematoloji
Departmaninda izole edilen iki EPN ki KKMHI1 (H. bacteriophora) ve APKS2 (S.
carpocapsae)’ nin in vitro kitle iiretimi i¢in on ii¢ farkli bitki ve hayvan proteinli ortam
test etmistir. Bu c¢alismanin sonuclan H. bacteriophora irki KKMH1’ in modifiye
Wouts ortami veya nutrient agar ortami 1 tizerinde S. carpocapsae k1 APKS2’ nin de
modifiye edilmis kopek biskiivisi ortami veya nutrient agar ortam1 1 iizerinde kitlesel
liretiminin yapilabilecegini tavsiye etmistir ve bu irklarin pamuktaki bocek zararlilart AH.
armigera, E. vitella ve S. litura’ya kars1 potensiyel biyo pestisit olarak tesvik edilecegi
konusunda umut verici bir ¢alisma oldugu belirtilmistir. Buradaki ¢alismadan farkli
olarak yapilmis olan bu tez ¢alismasinda H. bacteriophora irki Hb. H’ nin en diisiik
verimi Wouts ortamindan elde edilmistir oysa burada H. bacteriophora irki KKMHI1
icin en yiiksek verimlerden biri modifiye edilmis Wouts ortamina sigir ekstraktinin

eklenmesiyle elde edilmistir.

45



Ciftciler uygun ve diisiik maliyetli teknoloji ile yetistirilen EPN cinsine ihtiyag
duymaktadirlar. Yetistirme teknolojisi bilesenlerinden biri EPN’ lerin yetistirildigi
ortamidir. Bu nedenle erisilebilir ve uygun fiyatli bir talebi karsilamak i¢in ortam
formilii degisikligi gerekmektedir. Bu tez c¢alismasinda ortam formiiliinde bir
degisiklige gidilerek Heterorhabditis  bacteriophora ve simbiyont bakterisi
Photorhabdus spp. in vitro kati iiretimini arttirmaya ve maliyeti azaltmaya yonelik
olarak glikoz, kanola yag1 ve sodyum kloriir igeren dort farkli in vitro kati iiretim ortami
denenmistir. i¢eriginde her ii¢iiniin bulundugu ortam olan G. Wouts 1 en yiiksek verime
sahip G.Wouts 2 (G.wouts 1’ den farkli olarak aycicegi yag1 icermektedir) ortamiyla
kiyaslandiginda verim agisindan ¢ok da farkli sonuglar vermemistir maliyet acisindan
baktigimizda ise G.Wouts 1 ortam1 daha diisiik maliyetli olmas1 nedeniyle G.Wouts 2
ortamina gore daha c¢ok tercih edilebilir. Bunun yani sira igeriginde glikoz, kanola yagi
ve sodyum kloriir icermeyen kontrol grubunda ise en diisiik IJ verimi elde edilmistir. Bu
calismada gelistirilen liretim sistemi petri tabakalar1 kullanilarak nispeten ucuz bir
iiretim ortam1 ve basit kati1 kiiltiir biiylitme kosullar1 kullanilarak biiyiik olgekli sivi
fermentasyon ekipmanina yatinm yapmaya gerek kalmadan EPN iiriinlerini iiretmek

icin rekabetci bir teknoloji sunmaktadir.
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