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OZET

Yiiksek Lisans

ENTOMOPATOJEN NEMATOD Heterorhabditis bacteriophora HBH HiBRIT
IRKININ IN VIVO VE IN VITRO URETIM SONRASI UREME POTANSIYELI VE
ETKINLIK FARKLILIKLARININ ARASTIRILMASI

Gizem OZBUDAK

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

Entomopatojen nematod (EPN) Heterorhabditis bacteriophora HBH 1rki, simbiyotik
bakteri olan Photorhabdus ile mutualist bir iliski i¢indedir. Bu mutualist iliski, EPN’
lerin tarimsal agidan bazi zararlilara karsi, kimyasal insektisitlere alternatif olarak
kullanilmasina olanak saglamaktadir. EPN’ ler in vivo ve in vitro olmak iizere iki ayri
yontem ile iretilmektedir. In vivo iretim, genellikle laboratuvar g¢alismalarinda az
miktarda {iretilmis olan nematod kiiltiirlerinin devamlilig1 ve muhafazasi i¢in kullanilan
canli materyal lizerinde bir yontemdir. Fakat bu yontem EPN’ lerin ticari amagla kitlesel
iiretiminde yeterli olmamaktadir. Kitlesel iiretim amaciyla, yapay besiyeri kullanilarak
in vitro yontemiyle EPN fiiretimi yapilmaktadir.

In vivo iretim ile elde edilen infektif juveniller (1J), iireme potansiyelini tespit etmek
amaciyla Galleria mellonella larvalarina karsi uygulanmistir. Bu larvalar disekte
edildiginde H. bacteriophora HBH irkina ait hermafrodit birey sayisinin (140) 4. giinde
maksimum seviyede oldugu ve en diisik hermafrodit birey sayisinin (95,8) 3. giinde
elde edildigi tespit edilmistir. In vitro iiretim ile elde edilen H. bacteriophora HBH 1rki,
G. mellonella larvalarina kars1 uygulandiginda ise en yiiksek hermafrodit sayis1 (86) 6.
ve 7. giin tespit edilirken, en diisiik hermafrodit sayist (47,5) 4. giin tespit edilmistir.
Ayrica, H. bacteriophora HBH ki EPN” lerin etkinliginin belirlenmesi amaciyla G.
mellonella larvalar1 kullanilmigtir. Bu uygulamada 10 1J/larva dozunda, in vivo iiretim
sonucu elde edilen H. bacteriophora HBH 1rkinin G. Mellonella iizerinde 6liim orani
%3100 olurken, in vitro iiretim sonucu G. mellonella 6liim oran1 %85,6 olmustur. Ozetle,
bu tez galismasi in vivo ve in vitro tiretim yontemleri EPN’ lerin etkinlik ve iireme
potansiyellerini 6nemli 6l¢iide degistirebilecegi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: In vivo iiretim, In vitro tretim, Entomopatojen nematod |,
Heterorhabditis bacteriophora HBH.

2021, vii + 68 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION ON COMPARISON OF REPRODUCTIVE POTENTIALS AND
EFFICACIES OF THE ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE Heterorhabditis
bacteriophora HBH HYBRID STRAIN AFTER IN VIVO AND IN VITRO
PRODUCTIONS

Gizem OZBUDAK

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

Supervisor: Prof. Dr. Ismail Alper SUSURLUK

The strain Heterorhabditis bacteriophora HBH, an entomopathogenic nematode (EPN),
is with the symbiotic bacterium Photorhabdus. This mutualistic relationship allows
EPNs to be used as an alternative to chemical insecticides against some agricultural
pests. EPNs are produced by two different methods, in vivo and in vitro. In vivo
production is a method on living material used for the maintenance and preservation of
nematode cultures that are usually produced in small quantities in laboratory studies.
However, this method is not sufficient for mass production of EPNs for commercial
purposes. For mass production, EPN is produced by in vitro method using artificial
media.

Infective juveniles of Heterorhabditis bacteriophora HBH obtained by in vivo
production were applied against Galleria mellonella larvae to determine their
reproductive potential. When these larvae were dissected, it was determined that the
number of hermaphrodite individuals belonging to the H. bacteriophora HBH strain
was at the maximum level (140) on the 4th day and the lowest number (95,8) of
hermaphrodite individuals was obtained on the 3rd day. When H. bacteriophora HBH
strain obtained by in vitro production was applied against G. mellonella larvae, the
highest hermaphrodite number (86) was detected on the 6th and 7th day, while the
lowest number of hermaphrodites (47.5) was determined on the 4th day. In addition, G.
mellonella larvae were used to determine the effectiveness of H. bacteriophora HBH
strain EPNSs. In this application, at a dose of 10 1J/larvae, the mortality rate of H.
bacteriophora HBH strain obtained as a result of in vivo production on G. mellonella
was 100%, while the mortality rate of G. mellonella as a result of in vitro production
was 85.6%. In summary, at the end of this thesis, it has been determined that in vivo and
in vitro production methods can significantly change the efficacy and reproductive
potential of EPNSs.

Key words: In vivo, In vitro, Entomopathogenic nematodes, Heterorhabditis
bacteriophora HBH.
2021, vii + 68 pages.
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Simgeler Aciklama

g Gram

kg Kilogram

I Litre

m Metre

m? Metrekare

m? Metrekiip
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1J Infektif Jiivenil

J3 Ucgiincii dénem larva

Ja Dordiincii donem larva

spp. Species (¢ogul)

NBTA Nutrient bromothymol blue agar

YS Yeast extract and salt

WOUTS Nutrient lipid agar
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1. GIRIS

Tarimsal miicadele, ekonomik agidan 6nemli bitkilerin zararh, hastalik ve yabanci otlar
dolayistyla ekonomik dlgiitler kapsaminda korunarak, iiriin kalitesinin ve veriminin
yiikseltilmesidir (Delen ve ark. 2005). Kimyasal ila¢ kullanimmin dogurdugu
problemlerden dolay1 arastirmacilar etkili ve gilivenilir bir savasim yontemi arayisi
igerisine  girmislerdir. Dolayisiyla doga dostu olmasi ile etkisi uzun siire
gozlemlenebilen bir miicadele yoOntemi olan biyolojik miicadele ©n planda
tutulmaktadir. Biyolojik miicadele, zararlilarin popiilasyonlarini diisiirmek i¢in kimyasal
maddeler yerine popiilasyonlarin1  diistirecek diger canlilarin  kullanilmasiyla
gerceklesen bir miicadele yoOntemidir. Biyolojik miicadelede, zararli yogunlugu
ekonomik zarar diizeyinin altinda tutulmakta, boylece sdz konusu zararlilarin dogal
diismanlarinin dogada siirekliliginin saglanmasi hedef alinmaktadir. Dogal yasamda yer
alan canli etkenlerden biri olan dogal diismanlarin, insan faktoriiniin destegi ile hastalik
ve zararlilarin olumsuz etkilerini azaltmak i¢in uygulanan tiim girisimlerdir (Toros ve

Maden 1991).

Bu yararli organizmalarin ¢evre ve insan sagligina karsi olumsuz etkisinin olmamast,
dogal dengeyi bozmamasi en Onemli 6zelliklerindendir. Ayrica yararli organizmalarin
kimyasallara dayaniklilik sorunlarini ortadan kaldirmasi ve etkinliginin siirekli olmasi
biyolojik miicadelenin 6zellikleri arasinda biiyiik bir avantaj sagladigini gostermektedir
(Onciier 1995). Biyolojik miicadelede 6nemli olan EPN, ilk kez 1923 yilinda
bulunmustur. 1970° lerin sonundan giinimiize kadar tarimsal zararlilara karsi artig
gostererek uygulanmistir (Nickle 1984, Gaugler ve Han 2002a, Kaya ve ark. 2006). Bu
nematodlarin ticari liretim diizeyinde iiretilmesi igin in Vitro tiretim ortami sartlarindaki
ireme yetenekleri dikkate alinarak gelistirilmistir. Boylece ticari liretim diizeyine uygun

tiretim yapilmistir (Klein 1990, Ehlers 2001).

EPN’ ler, Nemata subesi, Secernentea sinifi, Rhabditida takiminin Heterorhabditidae ve
Steinernematidae familyalarina bagli, biyolojisinin %90’ indan fazlasini toprakta
geciren, biyolojilerinin devami i¢in konukg¢u bir bocege ihtiyag duyan obligat

endoparazit canlilardir. Mikroskobik Olcililerde olan EPN’ lerin boylar1 tiire gore



degismekle birlikte ortalama 500-1000 pm arasindadir (Nguyen ve Smart 1995). EPN’
ler, biyolojik ajanlar arasinda aktif ve etkili bir bi¢imde kullanilan gruplardan biridir
(Gaugler 2002a). EPN’ ler biyolojik miicadele i¢erisinde biiyiik bir 6neme sahiptirler ve
Ozellikle toprak alt1 zararlilarma karst kullanilmaktadirlar. EPN’ ler toprak alti
zararlilara karsi pestisitlerden %40-50 oraninda daha etkili olmaktadir (Ehlers ve
Peters 1995, Sulistyanto ve Ehlers 1996). Toprak iistiinde zarar yapan, ancak belirli bir
hayat donemini toprakta ya da aga¢ kabuklarinin altinda gegiren Cydia pomonella L.
(Lepidoptera: Tortricidae), C. splendana Hiibner, 1799 (Lepidoptera: Tortricidae),
Ceratitis capitata Wiedemann, 1824 (Diptera: Tephritidae), Rhagoletis cerasi L.
(Diptera: Tephritidae), Tripsler (Thysanoptera Haliday 1836), Hoplocampa spp. L.
(Hymenoptera: Tenthredinidae), Curculio elephas Gyllenhal, 1836 (Coleoptera:
Curculionidae) ve C. nucum L. (Coleoptera: Curculionidae) gibi ekonomik ag¢idan

onemli zararhlara karsi etkin olarak kullanilabilmektedir (Peters 1996).

Diinya genelinde bir¢ok bolge ve iklimde yasayabildikleri saptanan EPN’ lerin (Griffin
ve ark. 1990, Poinar 1990, Hominick ve ark. 1996, Hominick 2002), genis konuk¢u
araligina sahip oldugu ve hedef alinmayan diger organizmalara olumsuz etkisinin
olmadig1 goriilmistiir (Peters 1996, Lacey ve ark. 2015). Ayrica aktif bir sekilde
konuke¢u arama yeteneklerinin oldugu gézlemlenmistir (Lewis ve ark. 1992, Grewal ve
ark. 1994). Bir¢ok tarim alet ve makinasi ile rahatlikla uygulanabilir oldugu
bilinmektedir (Georgis 1990, Koppenhofer 2000, Wright ve ark. 2005). Birgok pestisit
ile uyumlulugu ve acik alanlarda uygulama igin in vitro sivi kiiltiirde kitle olarak
tiretilebilmeleri, EPN’ lerin pestisitlere iyi bir alternatif oldugunu goéstermistir (Rovesti
ve ark. 1988, De Nardo ve Grewal 2003, Garcia del Pino ve Jové 2005, Ulu ve ark.
2016, Ehlers ve ark. 1998, Ehlers 2001, Gaugler ve ark. 2002b, El-Sadawy 2011).
Boylece EPN’ ler daha cazip hale gelmistir. EPN’ ler, diger tiim nematodlarda oldugu
gibi yumurta, dort adet jlivenil ve ergin olmak iizere ii¢ farkli doneme sahiptir. EPN’
lerin konukgu disinda yasayan en énemli evresi olan ve li¢lincii donem jiivenillerin 6zel
formu olan infektif jiivenilleri (1)), toprak altinda aylarca aktif sekilde konukcularini
arayabilme ve beslenmeden yasayabilme 6zelligine sahiptirler (Glazer 2002). Ancak 3.
donem larva (1J) evresinde konuk¢udan ayrilmaktadirlar. Biyolojik dénemlerini bocek

viicudu iginde tamamlamaktadir. Bunun sonucunda bdcegin 6liimiine neden olmaktadir.



Steinernematidler sindirim sistemlerinde 6zel bir kese iginde bulunan bakterilerle
simbiyotik bir iliski i¢inde yasamaktadirlar. Fakat Heterorhabditler de sindirim
sisteminde daginik halde durmaktadir. Bu bakteriler gram (-) tipte olup Photorhabdus
ve Xenorhabdus cinslerine baglh tiirlerdir (Boemare ve ark. 1993). Her EPN cinsi
kendine 6zgii bir bakteri tiiriiyle bu iliskiyi stirdiirmektedir (Piitz ve ark. 1990). Uygun
cevre sartlar1 altinda Heterorhabditis bacteriophora HBH tiiriiniin 1J” lerinin toprakta
22 ay boyunca etkinlik saglayabildigi tespit edilmistir (Susurluk ve Ehlers 2008).
Heterorhabitidler ile Steinernematidlerin hayat dongiileri olduk¢a benzer olmasina
ragmen aralarinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. En 6nemlisi; Steinernema spp. tiirii
erginlerinin biitiin jenerasyonlarda ayri eseyli olmasina ragmen Heterorhabditis spp.
tirti erginlerinin konukgu igerisinde ilk jenerasyonda hermafrodit bireylerden
olugsmasidir. Heterorhabditidae familyasinda ise ilk doliindeki bireyler hermafrodittir.
Bunu takip eden dollerde ise hem hermafrodit hem de ayri1 eseylere rastlanir (Lewis ve
Clarke 2012).

Heterorhabditis tiirlerinde goriilen hermafrodit bireylerde disi ve erkek iireme sistemi
bir bireyde bulunur. Hermafodit bireyler; EPN’ lerin tireme kapasiteleri agisindan dnem
teskil etmektedirler. Bunun nedeni olarak; hermafrodit bireylerle diger nematodlardaki
eseyli Ureme karsilastirildiginda hermafrodit bireylerde liremenin daha fazla oldugu
goriilmektedir. Uremenin hizli olmasi da biyolojik ajanin kullanilmasi ve iiretilmesinde

onemli paya sahiptir.

1J, bocege penetre olduktan sonra deri degistirerek 4. jiivenil donemine gegisi
gozlemlenir. Nematod bakteriyi agiz veya aniis agikligi ile zararli hemolimfine salimini
saglamaktadir (Poinar ve ark. 1977). EPN’ ler ile simbiyotik bakteriler arasinda
mutualistik bir yasam gézlenmektedir. Bunun sonucunda septisemi bir diger tabiri kan
zehirlenmesi nedeni ile 48 saat siire igerisinde zararliy1 6ldiirebilmektedirler (Kaya ve
Gaugler 1993, Smart 1995, Unlii ve Ozer 2003, Sahin ve ark. 2018, Gozel ve Gozel
2019, Sahin ve Gozel 2019).



Zioni ve ark. 1992

Sekil 1.1. Entomopatojen nematod Heterorhabditis bacteriophora'nin farkli gelisim
evrelerinin mikroskobik goriintiileri A) Yumurtalar. B) J1 evresi. C) Jz evresi. D) J3
evresi. E) Infektif juvenil. F) 1Js evresi. G) Hermafrodit (ok gelismemis vulvay:
gosterir). H) Olgunlasmis hermafrodit (ok ¢ikintili vulvayr gosterir). I) Erkek birey (ok,
spikulay1 gosterir).

Giinlimiiz ¢alismalarinda biyolojik miicadele kapsaminda bazi iilkelerde EPN’ lerin
(Rhabditida: Steinernematidae, Heterorhabditidae) ticari preparatlari iiretilmekte ve
zararli boceklere karsi etkin bi¢imde kullanilmaktadir (Grewal ve ark. 2005). Baz1 EPN’
lerin konukguya spesifik olmalari, yararli olan canlilara ve dogaya zarar vermemeleri
acisindan bakildiginda biyolojik miicadelede kullanilan EPN’ leri insektisitlerden farkli

kilan 6nemli dzelliklerindendir. (Smart 1995).



EPN’ lerin iretiminde iki farkli yontem kullanilmaktadir. Bunlar in vivo ve in vitro
tiretim yontemleridir (Friedman 1990, Lunau ve ark. 1993, Gaugler ve Han 2002b,
Shapiro-Ilan ve Gaugler 2002). Laboratuvar ¢alismalari, ufak boyutta arazi denemeleri
ve sera gibi ¢alismalar icin in vivo yontem kullanilirken, ticari boyutta iiretim ve genis
alana kurulmus uygulamalar igin ise in vitro yontem kullanilmaktadir. Genellikle in vivo
yontem de canli materyal olarak G. mellonella larvasi kullanilmaktadir. Ciinki
laboratuvar kosullarinda yetistirilmesi zor olmayan, aynm1 zamanda EPN’ lere karsi
duyarl olan larva, bu iiretim i¢inde ideal konukg¢u olmaktadir (Kaya ve Gaugler 1993).
In vivo iiretimdeki en Onemli ve hassas asama ise EPN’ lerin uygulanmasi igin
belirlenen dozdur (Zervos ve ark. 1991, Boff ve ark. 2000). EPN uygulanmis larvanin,
H. bacteriophora bakterisi ile enfeksiyon denemesi sonucu koyu kirmizi renkte
gozlemlenmesi en karakteristik semptomudur (Woodring ve Kaya 1988). Biyolojik
miicadelede dogal etmenin kullanilabilmesi i¢in gerekli en 6nemli etkenlerden biri olan
tiretim maliyetidir. In vivo ortamda EPN’ lerin kitlece iiretilmesi in vitro iiretime gore
uzun siiregli bir iglem olmakla birlikte elde edilen EPN sayist da in vitro diretim
sonucundan azdir. (Fridman ve ark. 1990, Ehlers 1996, 2001, Gaugler ve Han 2002b).
Cogunlukla hayvansal kaynakli olan besin maddeleri, saf su ve agar ile hazirlanan bu
kat1 ortamlar sivi ortamlara kiyasla daha kullanigh, risksiz oldugu saptanmistir. Bu
yiizden kati ortam tercih edilmektedir. In vitro sivi iiretim ise erlenmeyer veya
biyoreaktorde yapilmaktadir. In vitro sivi iiretim siireci riskli olmakla birlikte daha fazla
emek ve is isteyen, ancak liretim kapasitesi yoniinden yiiksek sonuglar veren iiretim
metodudur. EPN’ ler kat1 ortamda genellikle agarin iist yiizeyinde ¢ogalip tirerken, sivi
ortamlarda ise biitiin sivida ireme gozlemlenmektedir. Kati in vitro ortaminin yiizeyi
siurlt bir seviyeye kadar arttirilabilecegi i¢in liretim kapasitesi de bu yiizden sinirhidir.
Stvi ortam in vitro tiretimde ise 250 ml’ lik hacmi olan erlenden 100 tonluk olan
biyoreaktorlere kadar ¢ok segenegi bulunmaktadir. Yillarca ticari amagla in vivo tiretim
kullanilmasina ragmen giiniimiizde ise ticari amagla {iretimin biiyiik orandaki boliimiinii
in vitro sivi ortam yontemi ile biyoreaktorlerde yapilmaktadir (Ehlers 1996 ve Ulu
2018).

Biyolojik miicadelede bir ajaninin kitle {iretimini ticari bir sekilde yapilabilmesi 6nemli

bir ozellik olarak 6n plana g¢ikmasma karsi, {iretim esnasindaki teknolojinin ve



maliyetlerin fazlalig1 sebebiyle iiretilmis olan iiriin fiyat1 pahali olmaktadir. Bu iirliniin
bu sebeplerden dolay1 c¢ift¢i tarafindan kullanilma ve tercih edilme ihtimali
azalmaktadir. EPN’ lerin bu yapay ortamlardaki iiretiminin tarihi géz Oniine alinip
incelendiginde ise yillar boyunca ¢ok fazla gelisme kat ettigi goézlenmektedir
(Chavarria-Hernandez ve ark. 2011, El-Sadawy 2011). Bu gozlemlenen gelismelerin
biiyiikk ¢ogunlugu tiretimi arttirmak ve iiretimdeki maliyetlerini diisiirmek veya tiretim
sonucunda elde edilmis olan iiriiniin kalitesini artirmak gibi amaglara hizmet etmektedir.
EPN’ ler ile alakali ¢alismalar ¢ok uzun yillardir yapilmasina karsin, fizyolojileri,
ekolojileri, biyolojileri, davraniglart hususunda tam anlamiyla anlasilamayan birtakim
noktalar saptanmaktadir. Bu sebeple ¢ok fazla canli, cansiz etmenlerin EPN’ lerin
tizerinde olusturdugu etki konusunda ¢alismalar devam etmekte ve arastirilmaktadir. Bu
arastirmalardan bazilari, kitlesel tiretimi yapilmis olan yapay ortamlarin ve lretimleri
esnasindaki bir takim ¢evresel etkenlerin tretime karst olan bazi etkilerinin

incelenmesidir (Hirao ve Ehlers 2009).

Her canli kendilerine spesifik olan baz1 genetik o6zellikleri biinyelerinde
barindirmaktadirlar. Uzun yillar boyunca yasadiklari bolgelerin kosullarina uyum
saglamak i¢in gesitli adaptasyonlar gelistirmislerdir (Ulu ve Susurluk 2014). EPN’ ler
bahsedilen bu o6zellikleri nedeniyle biyolojik miicadelede oldukga etkin bigimde
kullanilmaktadir. Ancak 45 giinlilk saklanabilmesi agisindan dezavantaj olarak
belirtilmektedir. EPN’ lerin iiretimlerinin kalitesinin korunabilmesi igin bazi
metabolizma kaynakli hareketlerinin yavaglatilmas1 gerekmektedir. Bu durum, EPN’
lerin 10 °C’ den diisiik sicakliklarda depolanmasi gerektigini gostermektedir. Ozellikle
bir yerden bagka bir yere tasinmalar1 sirasinda EPN’ lerin uygun olmayan sicaklik veya
yiiksek sicakliklara maruz kalmalar1 durumunda raf omrii daha da azaltmaktadir
(Strauch ve ark. 2000). Ek olarak H. bacteriophora’ nin ise uygulanilan zararlilara karsi
etkinligi ¢ogunlukla 10°C ila 35°C sicaklik degerlerinin arasinda olmakla siirlidir

(Grewal ve ark. 1994).

Bu calismada, Bursa Uludag Univeresitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Nematoloji laboratuvarinda iiretilmis olan EPN distiin irk H. bacteriophora HBH hibrit

irkinin in vivo ve in vitro kat1 ortam tretimleri sonucu etkinlik ve iireme potansiyeli



acisindan incelenmesi ve karsilastirilmasi arastirilmigtir. In vivo ve in vitro yontemleri
ile tretilen EPN’ ler uygulanan belirli dozlardaki 1J sayis1 ve 1J° lerin G. mellonella
tizerindeki etkinlik parametreleri kullanilarak incelenmistir. Ayrica in vivo ve in vitro
kat1 {iretim sonucu olusan hermafrodit saymmi yapilarak tireme potansiyelleri

hesaplanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Etkinlik Kaynak Arastirmasi

Salem ve ark. (2008), sicakligin 3. donem olan 1J’ lerin iiremesi ve etkinligi kapsaminda
yaptiklar1 arastirmada Heterorhabditis irkindaki bireylerin etkinlik agisindan daha iyi
bir oran verdigi sicaklik degeri 20°C -30 °C arasinda iken 15°C ve 35 °C sicakliklarda

ise etkinlik agisindan diisiik oranlar verdigi gézlemlenmistir.

Susurluk ve ark. (2009), ¢im teke bocegi, Dorcadion pseudopreissi Breuning, 1962
(Coleptera: Cerambycidae)’ ye karsi olarak H. bacteriophora ile olan etkinligini
aragtirmak icin laboratuvar sartlarinda yaptiklar1 calisma iizerinde zararliya yonelik
belirlenen 50, 100 ve 150 1)/larva dozlarinda 25 °C’ de H. bacteriophora uygulanarak
nematodun zararlilara karst olan etkinligini arastirmislardir. Elde edilen veriler
dogrultusunda, sirasi ile tim doz uygulamalarindaki elde edilen etkinlik degerlerindeki

veriler sirasi ile %55, %65 ve %85 oranlarinda oldugunu saptamislardir.

Salame ve ark. (2010), tarim acisinda zararli olan toprak kaynakli boceklere yonelik
etkin miicadele imkan1 saglamasi sebebi ile Israil’ deki baz1 bolgelerinden izole edilmis
olan EPN irklar1 ve bunlarin c¢evresel kaynakli stres olusturan faktorlere karsi
dayanikliliklarina, toprak igerisindeki hareket kabiliyetlerini ve enfeksiyon
kapasitelerini incelemislerdir. Arastirmada ulasilmak istenen hedef ise biitiin kriterler
acisindan en 1yl olan 1rki secerek biyolojik miicadele kosullarina adapte olmasini
saglamaktir. Bu sebeple, topraktan izole edilmis olan ve denemede kullanilan irklara
puanlama yapilmistir. Bu puanlama ile elde edilen sonuglara bakildiginda en yiiksek
olan iki puan (+4 ve +3) Steinernema feltiae izolatlari tarafindan alinmigken,
Heterorhabditis spp. irki izolatlarda ise en yiiksek belirlenen puan ise 2 olarak
belirlenmistir. Ancak denemeye alinmis olan bu irklar, ticari agidan kullanilmakta olan

irklardan ¢ogu kritere gére daha olumlu performans ¢ikardigi gézlemlenmistir.

Kaya ve ark. (1987) Steinernema feltiae, domates tohumu igeriginde olan aljinat

matrisin i¢ine kapsiillenmistir. Sterilizasyon islemi gormiis olan veya sterilize



edilmemis olan topraga tohum ile nematod igeren bir kapsiilin eklenmesiyle,
nematodlar Galleria mellonella larvalarini enfekte etmek amaciyla kagmislardir. Her bir
kapsiile 274 adet nematodu igeren bu kapsiillerdeki tohumlarin sterilizayon islemi
gormemis topraga eckiminden 1 hafta sonrasinda G. mellonella larvalarinin 6lim
oranlarinin %90 seviyesinde oldugu saptanmistir. G. mellonella larvalarinin 6lim
oranlarinin ekiminden sonra 2,4 ve 8 hafta siireci sona sirasiyla 27%, 23% ve 0%
oldugu gozlemlenmistir. Sterilizasyon islemi gérmiis olan topraktaki G. mellonella
larvalarmin 6liim oran1 %96 olarak saptanmis ve 1 hafta siire icerisinde sterilizasyon
islemi gérmemis olan topraklardan belirgin bir farklilik gostermezken, sterilizasyon
islemi uygulanmis olan topraktaki G. mellonella 6liim orani ise, 2 haftada (%81) ve 4
haftada (%51) sterilizasyon islemi uygulanmamis olan topraktaki oranlardan belirgin
sekilde yiiksek rakamlarda seyrettigi saptanmustir. Yalnizca EPN’ lerde bulunan
kapsiiller uygulandiginda, G. mellonella larvalar1 mortalitesinde gézlemlenen ekimden
1 hafta sonrasinda steril olan toprakta %71 oraninda ve ekimden de 2, 4 ve 8 hafta
sonrasinda ardi ardina %58, %33 ve %12 oraninda olarak saptanmistir. Sterilizasyon
islemi gerceklestirilmemis olan toprakta, yalmizca kapsiillenmis olan nematodlarin
uygulandiginda G. mellonella larvalarinin orani 1,2,4 ve 8 hafta sonrasinda ardi ardina

%8, %30, %21, %28 oranlar1 olarak saptanmistir.

Shapiro-Ilan ve ark. (2005), yeni bulunmus olan EPN irki H. mexicana (MX4)’ nin
potansiyelini incelemek sebebiyle farkli EPN tiirlerinde etkinlik ve c¢evre kosullarina
toleranslilik, konak¢t arama yeteneklerinin karsilagtirmali  agisindan deneme

yapmuislardir.

Imren ve ark. (2014), Yerel bugday 1slahi programlarinda arastirilmakta olan kist
nematoduna karsilik olarak dayamikli hat, dayamikli g¢esitlerin gelistirilebilmesi
acisindan Oncelikle dayaniklilik genlerinin bu {ilkedeki kist nematodunun tiirlerine
ayrica popiilasyonlarina yonelik etkinliklerinin incelenmesi gerekmektedir. Cre
genlerinin bu etkinlikleri incelenen kist nematodlarin tiiriine, patotipine gore bazi
degiskenlikler gosterebilmektedirler. Bu calismalar dogrultusunda dayamiklilik geni

olarak belirtilen Crel’in ililkemizde tahil kist nematodu tiirlerine, patotiplerine yonelik



etkinliklerinin benzer olmadig1 ¢ogunlukla nematoda istinaden yiiksek etkinlik

gosterdigi gozlenmektedir.

Alabourd ve ark. (2019), Galleria mellonella’ nin diretimi sonucu elde edilen
kiiltirlerinin siirekliligiyle M. pardalina ile EPN’ lerin bir etkinlik denemelerinde
uygulamak i¢in belirli sayidaki EPN larvalarimi kitle {iretim ile elde edilmistir. Bu
etkinlik denemeleri i¢in ¢ap1 2 cm ve 12 kuyucuklu olan plakalarda 2 tekerriirlii olacak
sekilde yiiriitiilmiistiir. Platelerdeki her yuva (2x2 cm) 4 cm?® %10 nemli olan steril
kumlar ile doldurulmustur. Tiim kuyucuklara birer M. pardalina pupast eklenmistir.
Ardindan tiim kuyucuklardaki pupalarin iistiine G. mellonella larvalar ile elde edilmis
maksimum 2-3 giinliik olan EPN infektif juvenilleri 50 ve 100 1Js/pupa dozunda 100 pl
saf suyla birlikte uygulanmigtir. M. pardalina pupalari bulunan kontrol kuyucuklarina
da yalnizca 100 pl saf su eklenmistir, EPN konulmamistir. EPN uygulamasinin ardindan
kuyucuklu plate’ lerin kapaklari igerisindeki nemin korunmasi igin kapatilmistir.
25+1°C’ deki iklim odalarinda ve karanlikta hareketsiz olarak, yatay bir sekilde
saklanmigtir. EPN uygulamalarinin ardindan platelerde bulunan M. Pardalina’ nin
pupalari bir binokiiler mikroskop (Leica DM 1000) ile 7. Giliniin ardindan birer birer
incelenmistir. Yapilan bu kontrollerin ardindan M. Pardalina’ nin pupalari iizerinden
EPN c¢ikis1 olup olmadigi gozlemlenmis ve ¢ikis olanlar kaydedilmistir. White trap
metodunda EPN’ nin gelismesi ile ¢ikisinin gozlenmesi sonucu M. pardalina
pupalarinin 6lii seklinde belirtilmistir. White trap metodu ile EPN’ lerin geligsmesi ya da
EPN’ lerin ¢ikist goézlemlenemeyen M. pardalina pupalari ise oli  seklinde
degerlendirmeye alinmamistir. Bu pupalar lizerinden elde edilmis olan nematodlarin
teyit edilmesi i¢in bireyler bir daha G. mellonella larvalarinin tizerine uygulanarak EPN
olduklar1 veya olmadiklarint dogrulanmistir. Elde edilen ve ¢alismada aktif kullanilan
EPN tiirlerinden olan 6zellikle de H. bacteriophora’ nin etkisi Tephritidae familyasina

ait tlirlerde etkili oldugu saptanmustir.

Gozel ve ark. (2020), siine erginlerinde EPN’ lerin etkinliginin incelenmesi esasli bir
arastirmadir. Bu etkinliklerin saptanmasi i¢in kurulan denemeler 12 kuyucuklu
plakalarda laboratuvar sartlarinda olusturulmustur. Filtre kagidi kullanilarak platelerin

tabanina konulup her bir kuyucuga bir adet siine gelecek sekilde hazirlanmistir.
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Ardindan 500 ve 1000 IJs/ergin dozunda EPN 300 pl saf suya uygulanmistir.
Arastirmanin kontrol grubuna ise her ergin i¢in yalnizca 300 pl saf su mikropipet
yardimu ile eklenip, EPN eklenmemistir. Uygulamalarin ardindan hazirlanan bu plateler
aydimlatmasiz inkiibatorde 25 °C’ de saklanmistir. Oliimlerin oranlarmin hesaplanmasi
icin de 3., 5., ve 7. gilinler olmak tiizere eklenmis olan Siineler kontrole tabi
tutulmuslardir. Ergin bireylerdeki goriilen 6liimlerin EPN kaynakli oldugundan emin
olmak i¢in White trap’ lere alinmistir (White 1927). Bu kontroller sonucu EPN ¢ikisi
olan erginlerin kaydi tutulmustur. Bu bireyler oli seklinde degerlendirilmistir.
Sonuglara bakilarak c¢ikisi izlenmis olan erginlerin 6liim sebeplerinin EPN kaynakli

oldugu kesinlestirilerek dogrulanmaistir.

Sonuglara ayrintili olarak bakildiginda 7. giinde 500 IJs uygulanan S. feltiae ve H.
bacteriophora’ nin arasinda rakamsal veri bakimindan belirgin fark saptanamamuistir. S.
carpocapsae tiirii ile diger tiirlerden ise farkli olarak bulunmustur. Diger uygulamada
ise 1000 IJ dozu uygulanan tiirlerin arasinda da istatistiksel bir fark saptanamamistir. Bu
etkinlik denemeleri igerisinde EPN’ ler siineleri oldiirmiislerdir. Denemelerin 7.
gilinliniin sonuna kadar olan kontrollerde dliimlerde artis gozlenmistir. Bu c¢alismada
kontrol grubunda siine sadece saf su konmus ve siinelerin iizerindeki dogal 6liim orani
%2-6 oldugu saptanmustir. Canhilal ve ark. (2007) E. integriceps’ in erginlerine bazi
EPN tiirlerinin duyarliliginin arastirilmasma yonelik calismanin kontrolii de %2,5-5
olim oran1 saptanmigtir. Eurygaster maura L. (Heteroptera: Scutelleridae) erginlerine
iki farkli EPN tiirli ve {i¢ irkin [S. carpocapsae (Anamur irki) ve H. bacteriophora (Tur-
H1 ve TurH2 wrklar1)] da etkinliklerinin incelendigi bu ¢alismadaki 6liim oranlar ise S.
carpocapsae, Tur-H1 ve Tur-H2 nin sirasiyla %55, %69, %95°tir. Caligma igerisinde H.
bacteriophora’ nin iki ayri irkinin benzer olmayan sonuglar verdigi goriilmistiir.
(Kepenekci 2004). Yakin veriler elde edilmis bu ¢alismada H. bacteriophora ile E.

integriceps erginleri tizerinde yliksek oranda dliimlere neden oldugu izlenmistir.

Gozel ve ark. (2020), EPN’ lerin Phthorimaea operculella Zeller (Lepidoptera:
Gelechiidae) olgun larvalan tizerindeki etkinlikleri arastirilmigtir. Bu arastirmada S.
feltiae Filipjev, S. carpocapsae Weiser ve Steinernema affine Bovien, Heterorhabditis

bacteriophora Poinar secilmis olan EPN’ ler uygulanmistir. Etkinlik i¢in kurulan
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denemeler 9 cm ¢apinda plastik olan petriler ile50 infektif larva (IJ)/larva olarak 25 °C
sicaklikta tutulmustur. Bu deneme kontrolleri ise 24, 48, 72 ve 96 saatlerle yapilmustir.
Calismada izlenen metot; Patates giivesinin olgun larvalarina kars1 4 ayr1 EPN tiiriinlin
etkinliklerinin incelendigi bu ¢alismada laboratuvar sartlarinda, 9 cm capindaki plastik
Petri kaplarinda yiriitilmistiir. Petrilerin zeminine filtre kagidi ile birlikte yiizeyine
larvalarin besin ihtiyacina yonelik ise 8 cm? hacminde patates pargalari eklenmistir. Bu
petrilere son donem olan 10 tane P. operculella larvasi eklenmis ve beslenmeleri
saglanmistir. Tim petrilere her biri i¢in 1000 pl olacak sekilde saf su ile 50 1J/larva
dozunda EPN uygulanmistir. Deneme kontrolii i¢in 24, 48, 72 ve 96 saatlerde bakilmis
ve larvalarda gozlemlenen oOliimlerin kaynaginin EPN oldugunu kesinlestirebilmek
adina White trap’ lere alinmistir (White 1927). Bu kontroller sonucu EPN ¢ikis1 olan
erginlerin kaydi tutulmustur ve bu bireyler 6li seklinde degerlendirilmistir. Sonuglara
bakilarak ¢ikis1 izlenmis olan erginlerin 6liim sebeplerinin EPN kaynakli oldugu
kesinlestirilerek ~ dogrulanmugtir.  Oliim  oranlarma  bakildiginda EPN’  lerin
uygulanmalarindan sonra 1. gilinden itibaren 4. giine kadar olan siirede sirasiyla %40 -
%66,6, %83,3 - 100, %93,3 - %100 ve %96,6 - %100 oranlarinda degismistir.
Steinernema feltiae uygulamalarmin ardindan 2. giin larvalarda %100 oranda Gliim
gozlenmistir. Bu deneme igerisinde uygulanan biitiin EPN’ leri zamana goére P.

operculella larvalari iizerinde ¢ok yiiksek bir 6liim orani elde ettigi saptanmuistir.

Gilmore ve Potter (1993), Sinella caeca ve Folsomia candida tiirlerinde olan
collembolalar ile Steinernema cinsinden ii¢ ayr1 EPN tiiriiniin tiilketme kapasiteleri ve
tilketimin ardindan nematodlarin da Galleria mellonella ve Popilla japonica tiirleri
tizerindeki etkinlikleri agisindan bakildiginda etkinligin azalmasina yonelik arastirma
yapilmistir. Bu calisma 1s1ginda iki ayn tiirlin de belirtilen nematodlar1 belirgin bir
Olciide tiikettikleri saptanmistir. Collembola ve nematodlar arasinda foretik iliski

saptanmamigtir.

Asict (2010), 6 giin boyunca seyredilen S. curviseta’ nin S. carpocapsae 1J° leri ile
beslenerek tiikketme sayisina ve orani incelendiginde, hazirlanan kontrol gruplarinda
bulunan 1J sayis1 167’ dir, bir diger ortamda ise collembolalarin aktif oldugu ortamdir

ve buradaki 1J sayis1 yaklagik 17 olarak hesaplanmigtir. Dolayisiyla Sinella’ larin S.

12



carpocapsae 1J’ lerini 6 giinliikk bir siirecte yiiksek oranda bir etkinlik ile tiikettigi
gozlemlenmistir. S. polyphyllae tiiriindeki akarlar ile Folsomia candida ve Sinella
curviseta tiirii olan collembolalarinda EPN’ lerin 1J” lerinin tiketim etkinliklerinin
saptanmasi i¢in bu konuda ¢alismalar yapilmistir. Bu caligmalar neticesinde S.
polyphyllae’ nin 1J° ler iizerinde ciddi oranda etkin bir avci olmadigini ve ayrica bu iKi

collembola tiiriiniin de 1J” leri yiiksek bir oranda tiikettigini kanitlamistir.

Gozel ve ark. (2019), Topraktan elde edilmis olan EPN laboratuvar ortaminda Cydia
pomonella tizerindeki etkinlikleri incelenmistir. Dort ayri sicaklik degeri (10, 15, 20 ve
25 °C) ile yine ii¢ ayr1 uygulama yogunlugunun (100, 200 ve 400 IJs/larva) uygulandigi
bu caligma plam1 12 tekerriir sekilinde yapilmistir. Bu calismalar 7. giiniin ardindan
bitirilmistir. H. bacteriophora ve S. feltiae izolatlariyla yapilan bu ¢alismalarda 10 °C’
de, C. Pomonella’ nin larvalarindaki gézlemlenen 6lim orani dogrudan uygulama
yogunlugunun ylikselmesi ile bu oranda yiikselmistir. Fakat diisiik olan sicakliklarda ise
S. feltiae’nin C. pomonella larvalarinda gézlemlenen 6liim orani H. bacteriophora’ ya
gore daha fazla oldugu saptanmistir. Canakkale ili ve civarlarindaki elma bahgelerinden
alinan toprak numunelerinde gézlemlenen EPN’ lerin, C. pomonella larvalar iizerinde
olan etkinliklerinin incelendigi bu ¢alismada S. feltiae ve H. bacteriophora izolatlarinin
elma i¢ kurdu larvalari {izerindeki 6liim oranlari kendi aralarinda farkli sonuglar
gostermistir. Neticesinde sicaklik yiikseltildiginde, uygulanan iki tiiriin de C. pomonella

larvalarinda gozlemlenen 6liim oranini etkiledigi hatta arttirdig1 saptanmustir.

Giirel ve Gozel (2017), konake1 olarak Findik kurdu larvalar1 kullanarak hazirlanan ve
EPN’ lerin etkinligini larvalar iizerinde incelemek amaciyla Blum ve ark. (2009)’ yla
dogal yasamda yiiriitilen bu aragtirmada toprak igerisine H. bacteriophora’ nin
belirlenen 250.000 infektif larva/m? dozunda ve iki defa uygulanmigtir. Bu arastirma
sonucunda findik kurdu larvalarinda gézlenmis olan %72 6liim oran1 H. Bacteriophora’
nin etkinliginin ne kadar yiiksek degerde oldugunu belirtmektedir. Findik kurdu ile
miicadelede kullanilan EPN’ lerden H. bacteriophora’ nin bu bahgelerde de kolaylikla
uygulanabilecegini belirtmislerdir. EPN’ lerin findik kurdunda etkinligini toprak
igerisinde incelemek igin Peters ve ark. (2007), S. feltiae, H. indica ve H. bacteriophora

olacak sekilde 3 ayr tiirii denemislerdir. Findik bahgelerinde yapilan 2,2 milyon/ m?
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EPN uygulamasinda topraktaki S. feltiae, H. indica ve H. bacteriophora’ nin findik
kurdu igerisinde olusturdugu Oliim oranlarmin verileri sirastyla %41, %65 ve %75
olarak saptanmustir. H. bacteriophora’ nm iyi oranda dayaniklilik, etkinlik
sergilemesinden kaynakli findik kurdu kontrolii kapsaminda en basarili ve umut verici
olarak belirlendigi kanisina varmiglardir. Diger ¢alismalarda H. bacteriophora’nin C.
nucum larvalarinin iizerindeki gozlemlenen etkinliginin diger bazi tiirlere kars1 daha
yuksek belirlenmesi laboratuvarda yiiriitiilen findik kurdu iizerindeki ¢alisilan etkinlik
denemelerinde de bulunan sonuglara benzer oldugu goézlemlenmistir. Bu veriler C.
nucum’ un larvalarina goére EPN’ lerin etkinlik ¢alismalarinda H. bacteriophora’ nin

belirlenen en etkili tiir oldugu sonucuna ulagilmistir.

Kongu (2012), Bu ¢alismada hibridizasyonun ardindan elde edilmis olan toplamda 10
iwkin %70’ inin etkinlikleri ebeveynleri ile karsilastirildiginda daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuca yonelik Mukuka ve ark. (2010b) tarafindan yapilan bir
arastirma ile de yakinlik seyretmistir. Ek olarak etkinlik {izerine yapilan bu ¢aligmada
ebeveyn olarak kullanilmis olan erkek ve disi olan bireyler birbirinden farkli sekilde
etkiler sergilemislerdir. Yiiksek oranda etkinlik verilerine sahip olan bu hibrit irklarin
%57,1 oraninda etkinlik verilerinin disi olan bireylerin etkisi sonucu artis gosterdigi,
%42,9° unda ise erkek olan bireylerin etkisi sonucunda kaldigi saptanmistir. Tim
ebeveynler ve bu ebeveynlerin hibritlenmesi ile olusan hibrit irklarin her farkli
uygulama dozlarma da birbirinden farkli tepkiler sergiledigi gozlemlenmistir. Bu
uygulama dozu ile paralel olacak sekilde etkinlik verilerinin de yiikseldigi
gozlemlenmistir. En diisiikk olan uygulama dozunda (5 1J/larva) ise en yiiksek olan
etkinlik degerine ulasan ebeveyn irk %60 oranla H.b. 876 (Canakkale) olarak
belirlenmistir. Ayrica en yiiksek etkinlik degerine ulasan diger bir hibrit 1irksa %83,33
oranla H.b. E (H.b. 6 @ x H.b. HIZ &) olarak belirlenmistir. Ardindan tekrar aym
oranda uygulama dozuna bakildiginda en diisiik olan etkinlik degerine ulasan ebeveyn
ve hibrit irklar ise belirtilen sirastyla %13,33 oranla H.b. 17 (Kirklareli) ve %26,67
oranla H.b. B (H.b. 1138 & x H.b. 876 Q) belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
bakildiginda bu c¢alismada EPN’ ler in vitro yontemi ile iiretilmis ve hibridizasyon
yontemiyle ebeveynlerine kiyasla daha fazla {istiin etkinlik verilerine ulasan 1rklarin

elde edilmesi ile saglanmuistir.
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Hiirkan ve ark. (2019), EPN izolatlar1 olan Steinernema affine (46), Steinernema feltiae
(96) tiirlerinin Zeytin fidan tirtili Palpita unionalis (Hiibner) son evre larvalarindaki
etkinlikleri laboratuvar ortami veya saksi kosullarinda incelenmistir. Laboratuvar
ortaminda EPN’ lerin etkinliklerine bakilmasi i¢in 12° 1i plateler kullanilarak 2 ayri
uygulama dozu (25 1J/larva ve 50 1J/larva) kullanilir ve sicaklik olarak 25 °C’ de ortam
kosullar1 belirlenmistir. Platelerin alt tabanina Whatman kagidi konularak her yuvaya 1
tane son evre olan P. unionalis larvasi eklenir ardindan farkli yogunluktaki 1J dozlar
(25, 50 lJ/larva) S. affine 46 ve S. feltiae 96 izolatlar1 tizerlerine birakilmigtir. Bu
ekleme isleminin ardindan 1, 3, 5, 7 ve 9. giinlerde EPN c¢ikislar1 gbzlemlenmistir.
Diger uygulama yontemi olarak belirtilen saks1 denemesinde her saksiya tam 10 adet P.
unionalis larvasi konulmaktadir, tek bir uygulama dozu bulunmakta (40.000 1J/saks1) ve
sicaklik degeri 25 °C’ de ortam hazirlanmistir. EPN’ler tarafindan enfekte edilmis olan
son déonem P. unionalis larvalarinda saptanan 6liim oranlarina bakildiginda nematodun
tiirtine ve uygulama dozuna gore degiskenlik gostermekle birlikte 25 1J° de, S. affine ve
S. feltiae igin sirasi ile %91, %6, %83,3 elde edilmis veriler hesaplanmistir. Bu 50 1J” de
ise, %100, %91,6 oranlarinda hesaplanmistir. Saksi denemesinde saptanan O6lim
oranlarinda sirasiyla %50 ve %90 oranlarinda hesaplanmistir. Ardindan elde edilen
sonuclara bakildiginda laboratuvar ve saksi denemesinde de EPN’ lerin bu zararliy:
enfekte etme oranmnin oOnemli Olciide yiiksek seviyeleri buldugu saptanmistir.
Uygulamanin ardinda 7. gilinde bu larvalardaki hesaplanan 6lim oranlarim
belirtmislerdir. P. brassicae larvalarinda belirlenen en yiiksek oranda olim orani

(%84,3) 25 °C sicaklik kosullarinda S. feltiae (izolat 97-Bursa) olarak saptanmustir.

Odendaal ve ark. (2016), 3 ticari olarak EPN tiirtinii (S. feltiae ve H. bacteriophora Hbl
ve Hb2) ve 2 yerel EPN tiirtinii (S. jeffreyense ve S. yirgalemense), elma i¢ kurdu Cydia
pomonella’ ya karsi kullanarak teste tabi tutmusturlar. Tarla denemelerini spreyleme
olacak sekilde yapmustirlar. Bunun sonucunda da en etkili olan tiir S. jeffreyense (%67)
olarak belirlenmistir. Daha sonra ise H. bacteriophora Hb1 (%42) ve S. yirgalamense

(%41)’nin siras1 ile geldigini belirtmislerdir.
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2.2 Ureme Potansiyeli Kaynak Arastirmasi

Chkhubianishvili ve ark. (2007), yirittiikleri benzer bir ¢alismada S. feltiae ve H.
bacteriophora’ nin H. cunea’ ya karsi etkinligini arastirmiglar ve 6liim oranlarini sirasi
ile %96 ve 93 olarak belirtmislerdir. Mikaia (2008)” daki ¢alismasinda G. mellonella, H.
cunea ve Leptinotarsa decemlineata Say. (Coleoptera: Chrysomelidae) larvalari ile S.
feltiae’ nin iireme potansiyelini incelemistir. Steinernema feltiaeenfeksiyonun ardindan,
larvalardaki tireme potansiyeli oranini hesaplamak i¢in 7. gliniin ardindan L.
decemlineata, H. cunea ve G. mellonella’ da sirayla %98,4, %94,5 ve %91,8
oranlarinda verilere ulasmistir. Bu sonuglara yonelik S. feltiae’ nin tarimsal zararlilar
icin uygulanma potansiyelinin yiiksek oldugu saptanmistir. (Yamanaka ve ark. 1986,
Gorgadze ve ark. 2013).

Unli ve Ozer (2003), iireme potansiyeli ve iki EPN arasindaki rekabetin
degerlendirilmesi, Steinernema feltiae Filipjev, 1934 (Rhabditida: Steinernematidae) ve
Heterorhabditis bacteriophora, Poinar 1976 (Rhabditida: Heterorhabditidae.
Steinernema feltiae ve Heterorhabditis bacteriophora ile enfekte edilmis Galleria
mellonella (L.) larvasinda meydana gelisi, ilk nematoda maruz birakilmanin 9. giiniinde
ve en sonuncu nematoda maruz kalmanin 6. giiniinde (25 + 0,5 °C) baslamistir. Her
larvada olusan yaklasik nematod sayisi 13,829 bulunmustur. Aralik, S. Kkegeiae
enfeksiyon denemeleri igin izlenen degerler ise 4365 ile 27.510 civarlarinda oldugu
gbzlemlenmistir. Larva basina ortalama nematod sayis1 141,562 olarak hesaplanmustir.
Bu aralik ayinda ise, H. bacteriophora enfeksiyon denemesi incelendiginde rakamlar
50,905- 271,593 olarak belirtilmistir. iki ayri tiir es zamanli olarak ayni konaga ayr1 ayri
asilandiginda, H. bakteriophora, S. kegeiae' den daha yiiksek oranda oliimlere neden

olmustur.

Ulu ve ark. (2016), Steinernema sp. (EBN-1e) ve H. bacteriophora (EBN-10k) ile 11
birbirinden ayr1 fungusitin etkisi laboratuvar sartlarinda belirlenmistir. Yapilan bazi
testlerin sonucunda belirlenen deneme gruplarinda Steinernema irkinin Heterorhabditis
irkindan ¢ok daha dayanikli oldugu saptanmustir. 1J° leri canlilik oran1t EBN-1e nematod

k1 ile yapilan caligmada Chlorfluazuron uygulamasinda %35’ in altina diiserken;
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Captan, Diafenthiuron, Trimiltox forte, Methomyl, Benomyl ve Mancozeb uygulama
gruplarinda izlendiginde 1J lerin canlilig1 %90’ dan fazla oldugu saptanmistir. Bunlarin
sonucunda, H. bacteriophora (EBN10k) irkinin canlilik orani Steinernema sp. (EBN-
le)’ nin canliik oranindan daha az oldugu go6zlemlenmistir. Birbirinden farkli
fungusitlerin uygulamalarinda kullanilan EBN-le wrkinin, EBN-10k 1rkindan daha
yiiksek iireme potansiyelinde oldugu belirtilmistir. Bu calisma sonucunda 2 ayr1 irk
arasindaki konsantrasyonlarda (500 IJs ve 1000 1Js), farkli kimyasallara maruz kalma
veya maruz birakma siireleri (48 ve 96 saat) ile lireme oranlar1 agisindan 6nemli bir fark

saptanamamustir (Atwa ve ark. 2013).
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. Laboratuvarda Galleria mellonella Larvalarmin Uretimi

Bu tez kapsaminda canli materyal ve test bocegi olarak Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae)’ nin 4. donem larvalart kullanilmistir. Bunlarin halk dilindeki
isimleri petek gilivesi veya balmumu giivesi olarak bilinmektedirler. EPN’ lere karsi
hassasiyetleri a¢isindan en uygun konukgu olarak tespit edilmistir. (Bedding ve Akhurst
1975).

Bu test bocegi 30-32 °C’ de sabitlenmis ayarli inkiibatore yerlestirilen cam kavanozlar
ile yetistirilmektedirler. Cam kavanozun iizeri gozenek ¢apt 2 mm olan sik goézenekli
teller ile kaplanip kelepce ile sikistirilmistir. Cam kavanoz igerisine petek giivesi
yumurtalar1 ile bu larva besini birlikte konulmaktadir. Larva besini igerigi i¢in bal,
gliserin, kepek, misir unu, soya unu, bal, gliserin, kepek, siit tozu ve maya karisimi
kullamlmistir (Kaya ve Stock 1997). Ayrintili besin igerigi asagidaki tabloda
gosterilmektedir. (Cizelge 3.1.) Besin igerisine konan yumurtalarin agilmasi ile
baslayarak 4. donem larva evresine gelmesi yaklasik 4 hafta sonunda gozlenmektedir.
Son donem larva halini aldiklarinda larvalar besin ortamindan ayiklanip EPN’ lerin
iireme ve etkinliklerinin arastirilmasinda kullanilmistir. Bu {iretim sirkiilasyonunun
devamliligin1 saglamak i¢in bir miktar larva ayrilarak pupa olusumu ardindan ergin
birey olusumu ve sonrasinda yumurta birakilmasi saglanarak hazirlanan tellerin iizerine
kagit konularak erginin biraktig1 yumurtalar toplanir. Toplanan yumurtalar ayr1 bir besin

kavanozuna alinarak iiretimin devamliligi elde edilmektedir.
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Cizelge 3. 1. Galleria mellonella Besininin Igerigi

Bal %20
Gliserin %20
Kepek %20
Misir Unu %15
Soya Unu %10
Sut Tozu %10
Maya %5

3.2. Yem hazirlanisi

Oncelikle kepek, musir unu, soya unu ve siit tozu karistirma kabi igerisinde
karistirilmistir. Bal ve gliserin dnceden 1sitilmis hot-plate (1sitic1 200 °C) kullanilarak
tencerede kaynatilmistir. Kaynama esnasinda iizerine maya eklenmistir. Maya
eritilmistir. Koplirdiikten sonra diger mazlemeler tencereye eklenmistir. Bu malzemeler
yavas¢a eklenmistir. Homojenite saglanmasi icin karistirllmistir. Ardindan hazirlanan

yem sogutulmaya birakilmustir.

Sekil 3. 1. Etiiv ile ortam sartlar1 korunarak besin igerisinde yetistirilen Galleria
mellonella larvalari
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Sekil 3. 2. Farkli Galleria mellonella donemlerinin inkiibator igerisindeki bulundugu
kavanozlar

Sekil 3. 3. Olgun larva ayiklama iglemi i¢in kavanozdaki karisimin ¢ikarilmasi islemi
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Sekil 3. 4. Etiiv ile ortam sartlar1 korunarak besin igerisinde yetistirilen Galleria
mellonella larvalar1 gortintimii

Sekil 3. 5. Yem igerisine eklenen larvalarin goriintiileri
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3.3. Calismada Kullamlan Heterorhabditis bacteriophora HBH Irka

Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boéliimii Nematoloji
laboratuvarinda retilmis ve patenti alinmis dstiin 1rk olan Heterorhabditis

bacteriophora HBH 1rki bu tez ¢alismasinda kullanilmigtir.

Heterorhabditis bacteriophora HBH 1rki nematod Kaya ve Stock (1997)" un
laboratuvar ortaminda in vivo iretim kosullarina uygun olacak sekilde yapilmistir.
Galleria mellonella tizerinde iiretilmis HbH 1rk1 1J bireyler +4 °C’ de olacak sekilde
buzdolabindaki kiiltiir kaplarinda saklanmaktadirlar. Bulasiklik ya da saprofit
mikroorganizma liremelerine engel olabilmek icin kiiltiirler Ringer soliisyonu igerisinde

saklanmistir. (Ringer1882).

Ringer Soliisyonu Icerigi

Cizelge 3. 2. Ringer Soliisyonu Igerigi

Kimyasal Madde Adi Miktar(g)
NaCl 9.00
KCl 0.42
CaCl;x2H,0 0.37
NaHCOs; 0.20
Saf su 1000

Sekil 3. 6. +4C’ de muhafaza edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH kiiltiirleri
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Sekil 3. 7. +4C’ de muhafaza edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH kiiltiirleri

HBH irki EPN” lerin etkinlik denemelerinde her bir larvaya uygulanacak 1J birey sayisi
onem teskil etmektedir. Dolayisiyla kiiltiir kaplarindaki toplam 1J sayisinin belirlenmesi
ve ardindan doz hesaplamasi yapilmistir. Doz hesaplama isleminde kiiltlir kaplarindan
10’ ar pl sivi mikropipet yardimiyla cekilmistir. Sayim kabina konulmustur. igerisine
ringer eklenerek hafifce sallayarak gozlere nematodlarin yayilmasi saglanmistir.
Ardindan stereo mikroskop altinda alinan 6rnegin sayimi yapilmistir. Bu islem bes
tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. 10 pl” deki ortalama 1J sayist belirlendikten sonra

kiiltiir kabinin tizerine not edilmistir.

Sekil 3. 8. Doz belirleme sonrasi kiiltiir kaplarinin tizerindeki bilgiler
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Sekil 3. 9. EPN’ lerin stok olarak muhafaza edildigi kiiltiir kaplari

Sekil 3. 10. Enfeksiyon denemelerinde kullanilan 24 kuyucuklu plate
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3.4. In vivo EPN Uretimi

Enfeksiyon islemi, her biri 1,5 cm cap1 olan, 2 cm derinligindeki ve toplam 24 adet
kuyucugu bulunan plateler iginde yapilmistir. Bu amag i¢in ortalama 5-6 larva gerekli
olup, her bir kuyucuga 1 adet larva konulmakta ve iizeri %10 oraninda steril Ringers
soliisyonu ile nemlendirilmis 3 cm?® steril kum ile kaplanarak ardindan {izerine yaklasik
501)/larva dozunda 1J inokiile edilerek platelerin kapagi parafilm ile kapatilmistir.
Plateler 25°C’ de 4 giin inkiibasyona birakilmistir. Dort giin sonunda plateler agilarak
larvalar steril Ringer soliisyonu ile yikanmakta, ardindan White trap diizenegine
alimmustir. White trap diizenegi i¢in ¢ap1 6 ve 9 cm olan petriler kullanilmistir. Her 9 cm
capli petrinin igerisine {iizeri filtre kagidi ile kaplanmis 6 cm c¢apli petri kapagi
yerlestirilmistir, 6 cm ¢apli petri kapaklarinin iizerine de 15 ml steril Ringer soliisyonu
eklenerek kapaklar1 kapatilmistir. 14 giin sonunda da enfekteli larvalardan ¢ikis yapip
steril Ringer soliisyonu igerisinde biriken yeni nesil 1J° ler pastor pipeti yardimiyla
200ml’ lik flasklara alinmistir. Denemelerde kullanilmak tizere 4-8 °C” de buzdolabinda

stoklanmustir.

Sekil 3. 11. Toprakta yapilan enfeksiyon denemesi
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Sekil 3. 12. Toprakta yapilan enfeksiyon denemesi

Sekil 3. 13. Uzerine 1J birakilmis parafilm ile kapatilmis toprak enfeksiyon denemesi
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Sekil 3. 14. Kiiltiire alinmis Heterorhabditis bacteriophora HBH 1irki yeni bireyleri
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3.5. In vitro EPN Uretim Asamalar

3.5.1. Simbiyont Bakteri izolasyonu

Bakteri izolasyonu isleminde, 5 adet G. mellonella’ nin son donem larvast EPN ile 100
1J/larva dozunda inokule edilmistir. Inokiilasyon islemi ‘EPN Enfeksiyon Denemesinin
Kurulmasi ve In vivo EPN Uretimi’ kisminda belirtilen plateler i¢inde yapilmistir. Bu
amagla, her kuyucuga 1 adet larva konulmakta ve {izeri %10 oraninda steril Ringer
soliisyonu ile nemlendirilmis 3 cm? steril kum ile kaplanarak iizerine belirtilen dozda 1J
inokiile edilmistir. Platelerin kapagi parafilm ile kapatilarak 25 °C’ de 1 giin
inkiibasyona birakilmistir. Belirtilen siire sonunda plateler acilarak larvalar steril Ringer
soliisyonu ile yikanmakta ve ardindan her bir larvanin yiizeyi %70' lik etil alkol ile 5 dk
stireyle sterilize edilmistir. Sterilizasyon igleminin ardindan her bir larva ventralinden
steril igne ucu ile hafifge delinerek larvanin viicut sivisi (hemolimf) agiga ¢ikarilmistir.
Agiga ¢ikan hemolimf steril bir 6ze yardimiyla alinarak NBTA agara siiriiliip 25 °C’ de
3 giin inkiibasyona birakilmstir.

3 glin sonunda koloni gelisimi goriilen agar lizerindeki bakteriden steril 6ze ile bir ya da
birka¢ koloni alinmakta ve 250 ml’ lik erlen igerisindeki 80ml steril YS sivi besin
ortamina aktartlmigtir. Steril YS sivi besin ortami 25 °C’ de 200 rpm’ e ayarlanmis
sicaklik kontrollii orbital ¢alkalayiciya yerlestirilmekte ve karanlik ortam kosullarinda 1
giin siireyle bakterilerin steril Y'S sivi besin ortaminda iiremesi saglanmistir. Steril YS
stv1 besin ortaminda iireyen bakterilerden stok olusturulmasi i¢in 1 giin sonunda orbital
calkalayicidaki bakteri kiltlirii alinarak icerisine %15 oraninda steril gliserin
eklenmistir. Karisim 1.5ml’ lik eppendorf tiiplerine aktarilarak daha sonraki asamalarda

kullanilmak tizere -20 °C’ de saklanmustir.
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3.5.2. NBTA Agar Icerigi

Cizelge 3. 3. NBTA Agar Icerigi

Kimyasal Madde Ad1 Miktar(g)
Standard-I-Nutrient Agar 37.0
Bromthymolblue 0.025

Saf Su 1000
2,3,5-Triphenyl-tetracoliumchloride 4

solution

3.5.3. YS Si1vi Besin Ortami

Cizelge 3. 4. YS S1v1 Besin Ortami

Kimyasal Madde Adi Miktar(g)
Yeast extract 5.0

NaCl 5.0
NH4H2PO. 0.5
K2HPO. 0.5
MgS0.x7H-0 0.2

Saf su 1000

3.5.4. WOUTS Agar Icerigi

Cizelge 3. 5. WOUTS Agar Icerigi

Kimyasal Madde Ad1 Miktar(g)
Bacto Nutrient Broth (Difco) 16.0
Bacto Agar (Difco) 12.0
Corn oil or sunflower oil 5.0

Saf Su 1000




Sekil 3. 15. NBTA agar iizerine ekimi yapilmig olan Photorhabdus

B |
oy Mg

Sekil 3. 16. YS sivist bakteri slispansiyonu
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Sekil 3. 17. Bakterinin Wouts agara ekimi ve 48 saat sonrasinda belirginlesen renk
degisimi
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3.5.5. Yumurta Izolasyonu Islemi

Test bocegi olarak kullanilan G. mellonella’ nin olgun larvalar1 50 adet 1J/larva dozunda
H. bacteriophora ile inokiile edilmistir. Bu islem 25 °C’ de 4 giin boyunca inkiibasyona
birakilarak enfeksiyon islemi gerceklestirilmistir. 24 Kkuyucuklu platelerin her
kuyucuguna 1 adet G. mellonella larvasi gelecek sekilde yerlestirilip tizerleri ringer
soliisyon ile %10 oraninda nemlendirilmis olan 3cm? steril kum ile kaplanmistir. Her
kuyucuga belirlenen dozda 1J gelecek sekilde mikro pipet yardimiyla nematodlar

inokiile edilmistir. Parafilm ile kapag1 kapatilmistir.

Dort gilinlin ardindan kurulmus olan IJ enfeksiyon denemesi kuyucuklu kaplari
acilmistir. Olii olarak elde edilen larvalarin yiizeyinin topraktan armmasi i¢in steril su
ile su banyosu yaptirilmistir. Ardindan igerisinde ringer soliisyonu bulunan petride
disekte edilmistirler. Yaklasik olarak 200 adet hermafrodit birey nematod ignesi
kullanilarak igerisinde Ringer soliisyonu bulunan 6 cm’ lik petrilere konulmustur.
Mikroskop yardimiyla hermafrodit bireylerin yumurtalarmin déllenip dollenmedigi

incelenmistir.

Elde edilen tiim hermafrodit bireyler pastor pipet ile petriden cam tiipe aktarilmistir.
Aktarilmis olan hermafrodit bireylerin lizerine 5 ml steril ringer soliisyonu eklenmistir.
Hermafrodit bireylerden yumurtalar1 ¢ikarabilmek icin kiiciik boyutta jilet pargalari cam
tiipiin icerisine eklenmistir. Bu cam tlip vorteks yardimi ile 1 dk kadar karistirilmstir.
Hazirlanan igerik seffafligin1 kaybetmis bir renk almigtir. Elde edilen igerigi 72 pm’ lik
til ile stiziilerek artiklardan armndirilmistir. Yumurtalarin bulundugu tiiliin altindaki sivi
kisim bagka bir tiipe alinmigtir. Bu islem hermafrodit bireylerden gerekli yumurta elde

edilene kadar tekrarlanmistir.

Steril ringer sollisyonu igerisinde duran yumurtalar cam tiipten alinarak 1.5 ml’ lik
eppendorf tiiplerine aktarilmistir. 1 dk boyunca 2000 rpm’ de santifriij edilmistir. Mikro
pipet yardimiyla santifriij sonrasinda eppendorf tiiplerin dibine c¢oken yumurtalarin
tizerindeki sivi ¢ekilmistir. Ardindan steril ringer soliisyonu eklenerek tekrar 1dk

boyunca 2000 rpm’ de santifriij edilmistir.
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Bu islem yumurtalar1 G. mellonella ve hermafrodit kalintilarindan arindirmak amaciyla
4 kez tekrarlanmigtir. Son santifriij isleminin ardindan dibe ¢6ken yumurtalarin
tizerindeki sivi, tipten alinmistir. Tiipteki yumurtalarin iizerine yiizey sterilizasyonu
saglamak icin sterilizasyon soliisyonu eklenmistir. Hazirlanan tiipler 3 dk
calkalandiktan sonra 2 dk boyunca 3000 rpm’ de santifriij edilmistir. Yumurtalarin
ylzey sterilizasyonu isleminin 7 dk’ y1 asmamasina; yumurtalarin sterilizasyon

soliisyonuna fazla maruz birakildiginda 6lmemesi i¢in 6zenle dikkat edilmistir.

Santifriij ardindan dibe ¢oken tiipteki yumurtalarin {izerinden sterilizasyon soliisyonu
pastor pipet kullanilarak alinmistir. Yumurtalarin {izerine YS sivi besin ortami
eklenerek 2 dk boyunca 3000 rpm’ de santifriij edilmistir. Son santifriij isleminden
sonra yumurtalar steril kabin igerisinde 300 pl steril Y'S sivi besin ortami1 eklenmis steril
platelere aktarilmistir. Parafilm ile petrilerin kapaklari kapatilmigtir. 25 °C’ de 48 saat
sliresince inkiibasyona birakilmistir. Beklenen siire sonucunda yumurtadan g¢ikan 1J°

lerde bulagsma olup olmadig1 gozlemlenmistir.

Sterilizasyon Soliisyonu

Cizelge 3. 6. Sterilizasyon Sollisyonu

Kimyasal Madde Adi Miktar(ml)
NaOCl 1
4MNaOH 1

Saf su 10
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Sekil 3. 18. Enfesiyon denemesinden alinmis topraklarindan arindirmak i¢in yikanmig
enfekteli Galleria mellonella larvalari

F {

Sekil 3. 20. Disekte edilmis olan larvadan toplanmig Heterorhabditis bacteriophora
HBH 1rk1 hermafrodit bireyleri
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Sekil 3. 21. Yumurta izolasyonu (A-B: Hermafrodit bireylerin yikanmasi. C: Vorteks ile
hermafrodit bireylerin par¢alanmasi. D: Yumurtalarin ependorf tiiplere alinmasi. E:
Santrifiij. F: YS ortaminin kuyucuklara eklenmesi. G: Yumurtalarin YS ortamina
aktarilmasi. H: 24 kuyucuklu kiiltiir kabinin parafilmle kapatilmasi. I: Yumurtalarin
mikroskobik goriiniimii.).
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Sekil 3. 22. In vitro sonras1 1J ¢ikislari (A: A¢ilmaya hazir olan Heterorhabditis
bacteriophora HBH yumurtalarinin, bakterili besiyerine eklenmesi. B-C: Yumurtalarin
mikroskopta incelenmesi. D: Agar iizerindeki Heterorhabditis bacteriophora HBH
bireylerinin mikroskobik goriintiisii. E: 1J” lerin petri kapagindaki mikroskobik
goriintiisii).
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3.6. Heterorhabditis bacteriophora HBH rkimin Ureme Potansiyeli

Denemeler 24 kuyulu (4x6) hiicre kiiltiirii kaplarinda (24-Well plate — kuyu ¢ap1 1,4 cm,
kuyu hacmi 3 cm?® ) kurulmus ve ti¢ tekerriirlii olacak sekilde gerceklestirilmistir. Her
bir kuyucuga 1 adet olgun larva konulmustur. Uzeri otoklavda steril edilmis %10
oraninda ringer soliisyonuyla nemlendirilmis steril kum ile kaplanmigtir. Denemelere
baslamadan 6nce, +4 °C’ de saklanan irklar buzdolabindan ¢ikartilarak oda sicakligina
adapte olmalar1 i¢in beklenmistir. Ardindan her bir kuyucuga 100 adet 1J dozunda
nematod birakilabilmesi i¢in kiiltiir kabindan 10 pl’ lik sivi mikro pipet yardimiyla
sayim kabina konulmustur. Stereo mikroskop altinda sayim yapilmistir. Her bir
kuyucuga 100 adet 1J mikro pipet yardimiyla kuyucuklarin iizerine birakilmistir. 24
kuyulu hiicre kiiltiirii kabinin kapagi parafilm bant ile kapatilmistir. 25 °C’ de etiive
yerlestirilmistir. Ureme potansiyelinin saptanmasi icin enfekte olmus olan G. mellonella
kadavralar1 disekte edilmistir. Hermafrodit birey saymmi yapilmistir. Enfeksiyon
denemesi 2., 3., 4., 5., 6., 7. glinler olmak {izere her giin 10 adet G. mellonella olacak
sekilde agilip disekte edilmistir. Diseksiyon isleminde ise sayim ignesi, petri, cam pipet
kullanilmistir. Larvanin bir ucu cimbiz ile tutularak igne ile enfekte olmus larvanin igi
yavasga petriye cikartilmistir. Uzerine ringer soliisyonu eklenerek cam pipet yardimiyla
homojenize hale getirilmistir. Ardindan hazirlanan karigim icerisinden hermafrodit
bireyler toplama ignesi ile toplanmig ayr1 bir kaba konularak saymm islemi
gerceklestirilmistir. Bu islemler 3 tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Yukarida
bahsedilen islemler, in vivo ve in vitro iiretim sonucunda elde edilen bireylerin sayimi

icin uygulanmistir.

37



Sekil 3. 23. Enfekte olan Galleria mellonella larvalarinin agilmasi (diseksiyon)

Sekil 3. 24. Hermafrodit bireylerin sayimi
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3.7. Heterorhabditis bacteriophora HBH Irkinin Etkinligi

Otoklav ile toprak sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Kuyucuklu platelere her bir
kuyucuga 1 adet larva yerlestirilerek tizeri toprak ile kapatilmistir. 1 13,2 13,3 1J, 4 1J, 5
1J, 10 1J, 25 1, 50 1J dozlarinda in vivo ve in vitro yontemi ile tretilen 1J° ler G.
mellonella’ lara uygulanmistir. 25 °C’ de enfeksiyon islemi gergeklestirilmistir. Bu
islem 5 kez tekerriir edilmistir. Her tekkerriirde 50 adet G. mellonella bireyi

kullanilmistir. Enfeksiyon denemesi kurulduktan 3 giin sonra 6lmiis olan larvalarin

sayimi1 yapilmistir.

Sekil 3. 25. Galleria mellonella larvalarinin belirli dozlarda enfeksiyon denemelerinin
kurulumu
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Sekil 3. 26. Enfekte edilen Galleria mellonella larvalarinin bulundugu kuyucuklu
kaplarin etiketlenmesi

Sekil 3. 27. Enfekte olan Galleria mellonella larvalarinin canli ve 6lii sayilarinin
belirlenmesi

3.8. istatistiksel Analizler

Heterorhabditis bacteriophora HBH 1irkinin in vivo ve in vitro tireme potansiyeli ile
etkinliginin belirlenmesinde, istatistiksel farkliliklari tespit etmek amaciyla tek yonlii
ANOVA (varyans analizi) yoOntemi kullanilmistir. Muamele ortalamalarinin
karsilastirilmasinda a = 0,05 diizeyinde LSD (Least Significant Differences) testi
uygulanmistir. Tiim analizler IMP® 11.0 yazilimi1 kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. In vivo Uretim Sonucu Elde Edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH 1rkinin

Ureme Potansiyeli

Bu calismasinda, test bocegi olarak kullanilan Galleria mellonella olgun larvalari H.
bacteriophora HBH 1irki nematod ile 100 1J dozunda enfeksiyon denemesi kurulmustur.
Bu uygulamanin ardindan 2., 3., 4., 5., 6., 7. giinler olmak {izere her giin 10’ ar adet
Galleria melonella larvasi disekte edilerek olusan hermafrodit birey sayimi yapilmistir.
H. bacteriophora HBH 1rkina ait hermafrodit birey sayisi, giinler arasinda istatistiksel
olarak onemli 6l¢iide farklilik gostermistir (F=55.1054; df=5, 176; p=<0.0001) (Sekil 4.
1).

Disekte edilen Galleria mellonella larvalarindaki H. bacteriophora HBH 1rkina ait
hermafrodit birey sayisi 4. giin istatistiksel olarak maksimum seviyede oldugu tespit
edilmistir. 3., 5., ve 6. giin elde edilen hermafrodit birey sayisi istatistiksel olarak
aynidir. Fakat 2. ve 7. giinlerdeki birey sayilarina kiyasla daha yiiksek diizeydedir.
Istatistiksel olarak en diisiik hermafrodit birey sayisi 2. giin elde edilmistir. (F=55.1054;
df=5, 176; p=<0.0001) (Sekil 4. 2.).
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Sekil 4. 1. In vivo iiretim sonucu elde edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH
bireylerin olusturdugu enfeksiyon denemesi sonucu Galleria mellonella larvasi
kadavralari igerisinden ¢ikan ve sayilan hermafrodit birey sayisi1 (F=55.1054; df=5, 176;
p=<0.0001)
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4.2. In vivo Uretim Sonucu Elde Edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Irkinin

Galleria mellonella’ ya Kars1 Etkinligi

H. bacteriophora HBH 1irki nematod ile 1 1J, 21J, 31J, 41J, 513, 101J, 251J, 50 1J
dozlarinda enfeksiyon denemesi kurulmustur. Bu uygulamanin ardindan 24 kuyucuklu
kaplar 3 giin sonra acilmistir. Igerisindeki 6lii ve canli G. mellonella larvalarmin sayimi

yapilmistir.

Uygulamadan 3 giin sonra H. bacteriophora HBH’ nin birbirinden farkli dozlar1 (1 1J,
213, 31, 413, 513, 1013, 251J, 50 1) G. mellonella larvalarina karsi 6nemli Olgiide
oldiriici etki gostermistir. Dozlar arasinda, G. mellonella larvalarina karsi etkinlik
bakimindan istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar gézlenmistir. 101J, 251J, 50 1J dozlar1
G. mellonella larvalarina karsi istatistiksel olarak en yiiksek oOldiiriicii etkiyi
gostermistir. 1013, 2513, 50 IJ dozlarmin etkinligi istatistiksel olarak birbirleri ile ayni
etkidedir. 5 1J dozunun 1 1J, 21, 31J ve 41J dozlarina kiyasla G. mellonella larvalarina
kars1 etkinligi istatistiksel olarak daha yiiksektir. 4 IJ dozu 1 1J, 21J, 31J dozlarina
kiyasla G. mellonella larvalarina kars1 etkinligi istatistiksel olarak daha yiiksektir. 2 1
ve 3 1J dozlarinin G. mellonella larvalarina karsi etkinlikleri istatistiksel olarak ayni
olup, 1 IJ dozuna kiyasla daha yiiksektir (F=85.8215; df=7, 32; p=<0.0001) (Sekil 4. 3.).
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Sekil 4. 2. In vivo iiretim sonucu elde edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH 1rki
bireylerin olusturdugu enfeksiyon denemesi sonucu uygulama dozlarina gore Galleria
mellonella larvalarinin 6liim orani (F=85.8215; df=7, 32; p=<0.0001)
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4.3. In vitro Uretim Sonucu Elde Edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH irkinin

Ureme Potansiyeli

In vivo iiretim sonucu olusan Heterorhabditis bacteriophora HBH irkinin iireme
potansiyelinin incelenmesinde uygulanan deneme ayni sekilde in vitro yontemiyle elde
edilen EPN’ ler i¢cinde kurulmustur.

H. bacteriophora HBH 1irki nematod ile 100 IJ dozunda enfeksiyon denemesi
kurulmustur. Bu uygulamanin ardindan 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8., 9. giinler olmak iizere her
giin 10’ ar adet G. mellonella larvas: disekte edilerek olusan hermafrodit birey sayimi
yapilmistir. H. bacteriophora HBH 1irkina ait hermafrodit birey sayisi, giinler arasinda
istatistiksel olarak Onemli Olgiide farklilik gostermistir (F=71.0419; df=6, 203;
p=<0.0001) (Sekil 4. 4.).

6. ve 7. glinler disekte edilen G. mellonella larvalarindaki H. bacteriophora HBH irkina
ait hermafrodit birey sayist 3.,4.,5., 8. ve 9. giinlere kiyasla istatistiksel olarak ayni
olduklar1 ve maksimum seviyede oldugu tespit edilmistir. 4., 5. ve 8. giin elde edilen
hermafrodit birey sayisi, istatistiksel olarak aynidir fakat 3. ve 9. giinlerdeki birey
sayilarma kiyasla daha yiiksek diizeydedir. Istatistiksel olarak en diisiik hermafrodit
birey sayisi 3. giin elde edilmistir (F=71.0419; df=6, 203; p=<0.0001) (Sekil 4. 5.).
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Sekil 4.3. In vitro iiretim sonucu elde edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH
bireylerin olusturdugu enfeksiyon denemesi sonucu Galleria mellonella larvasi
kadavralar igerisinden ¢ikan ve sayilan hermafrodit birey sayis1 (F=71.0419; df=6, 203;
p=<0.0001)
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4.4. In vitro Uretim Sonucu Elde Edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH Irkinin
Galleria mellonella’ ya Kars1 Etkinligi

In vivo iiretim sonucu olusan Heterorhabditis bacteriophora HBH 1rkinin etkinliginin
incelenmesinde uygulanan deneme ayni sekilde in vitro yontemiyle elde edilen EPN” ler

icinde kurulmustur.

In vivo tiretim sonucu elde edilmis olan H. bacteriophora HBH irki nematod ile 1 1J,
21J, 31J, 413, 51J, 101J, 251J, 50 1J dozlarinda enfeksiyon denemesi kurulmustur. Bu
uygulamanin ardindan 24 kuyucuklu kaplar 3 giin sonra agilmistir. Icerisindeki 6lii ve

canli Galleria mellonella larvalarinin sayim1 yapilmistir.

Uygulamadan 3 giin sonra H. bacteriophora HBH’ nin birbirinden farkli dozlar1 (1 1J,
213, 31, 413, 513, 1013, 251J, 50 1) G. mellonella larvalarina karsi 6nemli Olgiide
oldiriici etki gostermistir. Dozlar arasinda, G. mellonella larvalarina karsi etkinlik
bakimindan istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar gézlemlenmistir. 251J, 50 1J dozlar
G. mellonella larvalarina karsi istatistiksel olarak en yiliksek oOldiiriicii etkiyi
gostermistir. 2513 ve 50 I dozlarinin etkinligi istatistiksel olarak birbirleri ile ayni
etkidedir. 10 1J dozunun G. mellonella larvalarina kars: etkinligi, 1 13, 21J, 31J, 41J, 51J
dozlarma kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksektir. 5 IJ dozu G. mellonella larvalarina
kars1 etkinligi 1 13, 21J, 31J, 41J dozlarina kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksektir. 4 1
dozunun G. mellonella larvalarina karsi etkinligi 1 1J, 21J, 31 dozlarina kiyasla
istatistiksel olarak daha yiiksektir. 3 1J dozunun G. mellonella larvalarina karsi etkinligi
1 1J ve 2 1] dozlarina kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksektir. Istatistiksel olarak
bakildiginda en diisiik iireme potansiyeli 1 1J dozunda belirtilmistir (F=322.3966; df=7,
32; p=<0.0001) (Sekil 4. 4.).
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Sekil 4.4. In vitro tiretim sonucu elde edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH 1rki

bireylerin olusturdugu enfeksiyon denemesi sonucu uygulama dozlarma gore Galleria
mellonella larvalarinin 6liim oranmi (F=322.3966; df=7, 32; p=<0.0001)
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4.5. In vivo ve In vitro Uretim Sonucu Elde Edilen Heterorhabditis bacteriophora
HBH Irki EPN’ lerin Ureme Potansiyelinin Karsilastirilmasi

Uygulama boyunca gozlemlenen 3., 4., 5., 6. ve 7. giinler sonunda, disekte edilen
Galleria mellonella larvalarindan elde edilen Heterorhabditis bacteriophora HBH
irkina ait hermafrodit birey sayilart in vivo ve in vitro yontemleri ile ayr1 ayr tespit
edilmistir. In vivo ve in vitro yontemleri sonucunda elde edilen hermafrodit birey
sayilar1 arasinda istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar tespit edilmistir.

Heterorhabditis bacteriophora HBH 1wrkinin in vivo iiretim asamasinda, enfeksiyon
baslangicindan 3 giin sonra G. mellonella kadavralariin disekte edilmesiyle ortalama
95,8 adet hermafrodit birey tespit edilmistir. In vitro tiretim asamasinda ise enfeksiyon
baslangicindan 3 giin sonra hermafrodit birey tespit edilememistir. In vivo tiretimiyle, 4.
giinde G. mellonella kadavralarinin disekte edilmesiyle elde edilen ortalama 140,59 adet
olan hermafrodit birey sayisi, in vitro yontemi sonucu elde edilen ortalama 47,50 adet
olan hermafrodit birey sayisina kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek diizeydedir. /n
Vivo liretimiyle, 5. glinde G. mellonella kadavralarinin disekte edilmesiyle elde edilen
ortalama 96,97 adet olan hermafrodit birey sayisi, in vitro yontemi sonucu elde edilen
ortalama 56,30 adet olan hermafrodit birey sayisina kiyasla istatistiksel olarak daha
yiiksek diizeydedir. In vivo iiretimiyle, 6. giinde G. mellonella kadavralarmin disekte
edilmesiyle elde edilen ortalama 84,10 adet olan hermafrodit birey sayisi, in vitro
yontemi sonucu elde edilen ortalama 87,80 adet olan hermafrodit birey sayisina kiyasla
istatistiksel olarak ayni diizeydedir. In vivo iretimiyle, 7. giinde G. mellonella
kadavralarmin disekte edilmesiyle elde edilen ortalama 27,67 adet olan hermafrodit
birey sayisi, in vitro yontemi sonucu elde edilen ortalama 85,20 adet olan hermafrodit
birey sayisina kiyasla istatistiksel olarak daha diisiik diizeydedir (F=42.8084; df=9, 292;
p=<0.0001) (Sekil 4. 6.).
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Sekil 4.5. In vivo ve in vitro iiretim sonucu elde edilen Heterorhabditis bacteriophora

HBH 1rki bireylerin Galleria mellonella larvalarina karsi ireme potansiyelinin
karsilagtirilmasi grafigi (F=42.8084; df=9, 292; p=<0.0001)
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4.6. In vivo ve In vitro Uretim Sonucu Elde Edilen Heterorhabditis bacteriophora
HBH Irki EPN’ lerin Etkinliginin Karsilastirilmasi

113,213 313,413,513, 10 13, 25 1J, 50 1J dozlarinda olacak sekilde G. mellonella
larvalarina in vivo ve in vitro yontemleri sonucunda elde edilmis olan Heterorhabditis
bacteriophora HBH 1rkina ait hermafrodit birey sayilart ayr1 ayri tespit edilmistir. In
Vvivo Ve in vitro yontemleri sonucunda elde edilen hermafrodit birey sayilari arasinda

istatistiksel olarak onemli farkliliklar tespit edilmistir.

Heterorhabditis bacteriophora HBH 1kinin in vivo firetimiyle, G. mellonella
larvalarinin 50 1J dozunda nematoda maruz biraklimasi sonucunda G. mellonella
larvalarimin 6l birey sayisi, in vitro yontemi sonucu elde edilen G. mellonella
larvalarinin 6li birey sayisina kiyasla istatistiksel olarak ayni diizeydedir. Her iki tiretim
yontemiyle elde edilmis olan nematodlarin 50 1J dozunda uygulanmasi sonucunda G.
mellonella larvalarinin tamaminin enfekte oldugu gozlemlenmistir. In vivo iiretimiyle,
G. mellonella larvalarinin 25 1J dozunda nematoda maruz birakilmasi sonucunda G.
mellonella larvalarinin 6l birey sayist olan, in vitro yontemi sonucu elde edilen G.
mellonella larvalarinin 6lii birey sayisina kiyasla istatistiksel olarak ayni diizeydedir.
Her iki iiretim yontemiyle elde edilmis olan nematodlarin 25 1J dozunda uygulanmasi
sonucunda G. mellonella larvalarinin tamaminin enfekte oldugu gézlemlenmistir In vivo
tiretimiyle, G. mellonella larvalarinin 10 1J dozunda nematoda maruz biraklimasi
sonucunda G. mellonella larvalarinin ortalama 100 adet olan 6lii birey sayisi, in vitro
yontemi sonucu elde edilen G. mellonella larvalarinin ortalama 85,6 adet 6li birey
sayisina kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek diizeydedir. In vivo iretimiyle, G.
mellonella larvalarinin 5 1J dozunda nematoda maruz biraklimasi sonucunda G.
mellonella larvalariin ortalama 86,8 adet olan 6lii birey sayisi, in vitro yéntemi sonucu
elde edilen G. mellonella larvalarinin ortalama 60,8 adet olan 6lii birey sayisina kiyasla
istatistiksel olarak daha yiiksek diizeydedir. In vivo {iretimiyle, G. mellonella
larvalarnin 4 1) dozunda nematoda maruz biraklimasi sonucunda G. mellonella
larvalarinin ortalama 72,8 adet olan 6lii birey sayist, in vitro yontemi sonucu elde edilen
G. mellonella larvalarinin ortalama 36,8 adet olan 6lii birey sayisina kiyasla istatistiksel

olarak daha yiiksek diizeydedir. In vivo iiretimiyle, G. mellonella larvalarinin 3 1J
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dozunda nematoda maruz biraklimasi sonucunda G. mellonella larvalarinin ortalama
59,2 adet olan olii birey sayisi, In vitro yontemi sonucu elde edilen G. mellonella
larvalarmin ortalama 26 adet olan 6lii birey sayisina kiyasla istatistiksel olarak daha
yiiksek diizeydedir. In vivo tiretimiyle, G. mellonella larvalarinin 2 1J dozunda nematoda
maruz biraklimas: sonucunda G. mellonella larvalarinin ortalama 57,6 adet olan 6lii
birey sayisi, in vitro yontemi sonucu elde edilen G. mellonella larvalarimin ortalama 7,6
adet olan oli birey sayisina kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek diizeydedir. In vivo
tiretimi metoduyla elde edilen HBH 1rkinin, G. mellonella larvalarina kars1 1 1J dozunda
uygulanmasiyla ortalama 24 adet 6lii G. mellonella larvasi goriilmiistiir. Bunun aksine,
in vitro tiretim metoduyla elde edilen HBH 1rkinin G. mellonella larvalarina karst 1 1J
dozunda uygulanmasi sonucu G. mellonella larvalarinda o6lim goriilmemistir
(F=182.2937; df=15, 64; p=<0.0001) (Sekil 4. 7.).
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5. TARTISMA ve SONUC

EPN’ ler simbiyotik bakterileri ile, tarimsal zararlilara karsi etkin ve spesifik bir
oldiirticti etkiye sahiptir (McMullen ve Stok 2014). Bu tez ¢alismasinda Photorhabdus
bakterileri ile simbiyotik iligki kuran Heterorhabditis bacreriophora HBH 1rki
kullanilmistir. Genellikle, bazi1 bdcek takimlarinin larva donemleri (Lepidoptera,
Coleoptera, Diptera, vb.), uygun konukc¢u olarak kabul edilir. In vivo iiretimi genellikle
laboratuvarlarda, kiigiik olgekte EPN kiiltiirlerinin iiretimi ve muhafazasi amaci ile
tercih edilebilmektedir. Nematodlarin ticari olarak kitlesel tiretimi diisiiniildiiglinde bu
yontem uygun olmamaktadir. Ciinkii bu yontemde, ¢ok miktarda bdcek iiretimi
gerekmektedir. Bu sebeple zaman ve isgilik bakimindan ek maliyetler ortaya
¢ikmaktadir (McMullen ve stok2014). In vivo yontemiyle 1J tiretimi, in vitro iiretimine
kiyasla kiiltlirii daha kolay hazirlanabilen kiiciik 6lgekte uygun fiyatli bir yontem oldugu
ve yliksek kalitede EPN iiretilebildigi bilinmektedir (Shapiro, Ilan ve Gaugler 2002). 1J°
lerin in vitro yontemiyle seri tiretiminde risk, isletme yatirnm maliyeti ve bilgi ihtiyaci
daha yiiksek (Ehlers 2001) olmasina ragmen ekonomik agidan in vivo yontemine kiyasla
daha uygundur (Shapiro, llan ve Gaugler 2002). In vivo ve in vitro EPN iiretiminde,
etkinlik ve iireme potansiyeli bakimindan farkliklar goriilebilmektedir (Tangchitsomk
ve ark. 1993, Lunau ve ark. 1999, Ferreira ve ark. 2016). Bundan dolay1 bu tez
caligmasi kapsaminda, elde edilen patentli HBH hibrit irkinin in vivo ve in vitro (Kati-
agar kiltiiri) tretiminde, dis faktorler sabit tutulup iki iiretim sonucu olusan 1J” lerin
iireme potansiyeli ve etkinlikleri karsilastirilmistir. Ureme potansiyelinin belirlenmesi
icin hermafrodit birey sayilari, etkinligin belirlenmesi i¢in ise iiretim sonunda elde
edilen 1J° ler ile enfekte edilen Galleria mellonella larvalarmin 6liim oranlar tespit

edilmistir.

Preez ve ark. (2020) Giiney Afrika’ da yaptigi ¢alismasinda in vivo ve in vitro
yontemiyle iretilen EPN’ ler, Steinernema yirgalemense ve Steinernema jeffreyense
(Rhabditida: Steinernematidae), laboratuvar ortaminda Lobesia vanillana larvalarina ve
pupalarina kars1 kullanilmistir. Etkinlik bakimindan, in vitro yontemiyle iiretilmis olan
S. yirgalemense (%98), S. Jeffreyense’ den (%73) daha iyi performans gdstermistir. /n

vivo iretimde ise, etkinlik bakimindan S. yirgalemense ile S. jeffreyense arasinda
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istatistiksel agidan 6nemli bir fark bulunamamistir. Bu tez ¢alismasinda ise tek tiir EPN
irk1 (Heterorhabditis bacteriophora HBH) kullanilmistir, in vivo ve in vitro yontemi ile
tiretilen 1J” lerin (H. bacteriophora HBH) etkinlik agisindan, dozlara bagh bir sekilde
onemli farklar olusturduklar1 tespit edilmistir. 1-10 I1J/larva dozlarinda in vivo ile
tiretilmis olan 1J” lerin etkinligi, in vitro yontemine kiyasla istatistiksel olarak daha
yiiksek diizeyde olmustur. Galleria mellonella’ ya kars1 10 1J/larva dozunda, in vivo ile
tiretilmis olan 1J° ler %100 oraninda etkili olurken, in vitro ile tretilmis olan 1J° ler
%85,6 oraninda etkili olurmustur. Yine, Preez ve ark. (2020) caligmasinda iireme
potansiyelini tespit etmek amaciyla, in vivo ve in vitro yontemi ile elde edilen 1J° lerin
enfejksiyonu sonucu uygulamadan 24 giin sonra, kadavralardan ¢ikis yapan yeni birey
sayilar1 her iki yontem icin de birbirine yakin oldugu tespit edilmistir (yaklagik 850-950
IJ/larva). Ancak uygulamadan 44 giin sonra, in vitro yontemi ile elde edilen 1J” lerin
enfeksiyon denemesi sonucu kadavradan g¢ikan birey sayisi, in vivo yontemine kiyasla
daha yiiksek diizeyde oldugu goriilmiistiir. Bu c¢alismada, in vitro yontemiyle tiretim
potansiyelinin, in vivo yontemine kiyasla zamana bagli bir sekilde arttigi gériilmektedir.
Preez ve ark. (2020)’ nin yaptig1 arastirmaya benzer bir sekilde, bu tez ¢alismasinda in
Vivo Ve in vitro yontemleri ile iiretilen H. bacteriophora irki hermafrodit birey sayimi
yapilarak tireme potansiyeli arastirtlmistir. In vivo {iretim sonucu elde edilen bireyler ile
iireme potansiyeli incelendiginde; 72 saat sonra 95,8 adet hermafrodit birey elde
edilmigtir. In vitro iretim sonucu elde edilen bireyler ile iireme potansiyeli
incelendiginde; 72 saat sonra hermafrodit birey elde edilememistir. Ancak in vivo
iiretim sonucu elde edilen bireyler ile lireme potansiyeli incelendiginde;168 saat sonra
27,67 adet hermafrodit birey elde edilirken, in vitro iiretim sonucu elde edilen bireyler
ile iireme potansiyeli incelendiginde; 168 saat sonra 85,2 adet hermafrodit birey elde
edilmistir. Ozet olarak, bu tez calismasinda in vitro ydntemi ile iiretilen 1J° lerin {ireme
potansiyeli, in vivo yontemi ile iretilen 1J” lerin iireme potansiyeline kiyasla zamana
bagl bir sekilde daha etkin diizeye ulastig1 tespit edilmistir. Ayrica in vitro yontemi ile
tiretilen 1J” lerin etkinligi uygulama dozunun arttirilmasiyla, in vivo yontemi ile iiretilen
1J” lerin etkinlik diizeyine ulasabilecegi tespit edilmistir. Ayrica Preez ve ark. (2020)’ in
calismasinda, Ayn1 nematod tiirlerinin in vivo ve in vitro kiiltiirleri arasinda, enfeksiyon
kapasitesi acisindan 6nemli bir fark tespit edilmemistir. Benzer bir sekilde bu tez

caligmasinda in vivo ve in vitro yontemiyle elde edilen 1J° lerin G. mellonella larvalarina
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kars1 etkinlik oranlari, 1-10 1J/larva dozlarinda farklilik géstermesine ragmen, 25-50
IJ/larva dozlarinda istatistiksel olarak ayni diizeyde olup %100 oraninda oldugu tespit

edilmistir. Literatiirde bu tez ¢calismasini destekleyen benzer arastirmalar bulunmaktadir

(Tangchitsomk ve ark. 1993, Lunau ve ark. 1999, Ferreira ve ark. 2016).

Ferreira ve ark. (2016) etkinligi tespit etmek amaciyla G. mellonella larvalarina kars1 in
vitro ve in vivo yontemiyle iiretilmis S. yirgalemense ve H. zealandica uygulanmustir.
20 1J/larva dozunda in vivo yontemiyle iiretilen Steinernema yirgalemense’ nin G.
mellonella larvalarina karsi etkinligi yaklasik %100 iken, in vitro yontemiyle tretilen
Steinernema yirgalemense’ nin G. mellonella larvalarina kars1 etkinligi yaklasik %80
degerinde olmustur. Bu tez ¢alismasinda da benzer sonuglar 1-10 IJ/larva dozlarinda
elde edilmistir. Steyn ve ark. (2019)’ nin yaptig1 laboratuvar ¢alismasinda in vitro (Likit
ortam) ve in vivo yontemiyle iretilen 1J” lerin (S. jeffreyense) arasinda, Thaumatotibia
leucotreta larvalarina karsi etkinlik bakimindan 6nemli bir fark tespit edilememistir. T.
leucotreta larvalarinin enfekte olabilmesi i¢in 50 IJ/larva dozu kullanilmistir. Benzer
sekilde bu tez caligmasinda in vivo ve invitro yontemiyle elde edilen 1J° lerinin G.
mellonella larvalarina karsi etkinligi, 25-50 1J/larva dozlarinda istatistiksel olarak ayni
diizeyde olup %100 oranindadir. Ferreira ve ark. (2014)’ in yaptigi ¢alismada ise
Heterorhabditis zealandica tiiriine ait 1J° ler, 200 lJs/larva dozunda G. mellonella
larvalarina kargi kullanilmugstir. In vivo yontemiyle elde edilen 1J” lerin etkinlik orami
yaklasik %95 iken, in vitro yontemiyle elde edilen 1J” lerin etkinlik orani yaklagik %75
olmustuir. Bu tez ¢alismasinda ise, doz arttik¢a in vivo ve in vitro sonucu elde edilen 1J°
lerin {ireme potansiyelleri ve etkinlikleri arasindaki fark azalmistir. Bir diger ifadeyle,
10 1J/larva ve daha diisiik dozlarda istatistiksel agidan in vivo ve in vitro sonucu elde
edilen 1J° lerin iireme potansiyelleri ve etkinlikleri arasindaki fark 6nemli diizeyde
artmustir. Ancak in vivo ve in vitro iretim sonucu elde edilen 1J° lerin etkinlikleri
dozlara bagli bir sekilde farklihk gosterdigi g6z ardi edilmemelidir. Tim bu
arastirmalar, in vivo ve in vitro tiretim ile elde edilen 1J” lerin zararli konukgular tizerine
farkli diizeylerde etkinlik gosterebilecegini kanitlamaktadir. Ayrica etkinligin, sadece in
VIiVO ve invitro iiretim yOntemine bagli olmadigi goriilmektedir. Zararli konukgular

tizerine karsi gosterilen etkinlik orani, EPN tiirline ve uygulama dozlarma da bagh
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oldugu ¢esitli ¢alismalar ile tespit edilmistir (Ferreira ve ark. 2014-2016, Steyn ve ark.
2019, Prezin ve ark. 2020).

Biitiin bu ¢alismalar ele alindiginda, in vivo ve in vitro tiretim yontemleri EPN’ lerin
etkinliklerini ve tireme potansiyellerini 6nemli dlglide degistirebilecegi goriilmektedir.
Ayrica bu stiregteki doz, zaman ve tiir secimi EPN etkinligi ile lireme potansiyeli
tizerine etkili olabilecegi de goriilmektedir. Bu tez ¢alismasi, in vivo ve in vitro tiretim
yontemlerinin gelistirilmesine ve bu {iretim asamalarindaki problemlerin ¢oziimiine
katki sunmaktadir. In vivo ve in vitro iiretim yontemlerindeki eksikliklerin belirlenmesi,
tiretim isleyisinin daha ekonomik ve etkili hale getirilmesi amaciyla bu alanda ilave
calismalar yapilmalidir. EPN iiretim isleyisinde ekonomik maaliyeti diisiiriirken yiiksek
diizeyde lireme patansiyeli ve etkinlik elde etmek, biyolojik miicadele kapsaminda EPN
kullanimin1 daha yaygin ve uygulanabilir hale getirecektir. Boylece cevreye zararli,

birgok kimyasalin sik kullaniminin 6niine gecilmesine katki sunacaktir.
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