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Yiksek Lisans
OZET

CESITLI TOPRAK ORNEKLERINDEN ENTOMOPATOJEN NEMATODLARIN
IZOLASYONU, TANIMLANMASI VE PATOJENITELERININ ARASTIRILMASI

Cihan GOKCE

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist
Biyoloji Anabilimdali

Danisman: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2010, 86 Sayfa, 16 Sayfa Ek
Entomopatojen nematodlar (EPN), tiim diinyada zararli boceklere karsi yaygin olarak
kullanilan mikrobiyal miicadele etmenlerinden bir tanesidir. Ayni cografik bolgede
bulunan zararli boceklerle miicadelede, yerel izolatlarin uyumu ve taginmasinin birgok
onemli avantajlar1 vardir.

Bu calismada, Tirkiye’de findik dikim alanlarinin ve ormanlarin biiyiik bir kismini
barindiran Dogu Karadeniz Bolgesi, Trabzon yoresi, Degirmendere ve Altindere
havzalarindan entomopatojen nematod izolasyonu ile tiir ¢esitliligi belirlenmesi amaglandi.
Bu amagla 98 toprak drneginden 8 tane entomopatojen nematod izolasyonu gergeklestirildi
(%8,3). Yapilan morfolojik ve morfometrik ¢aligmalara gore, Steinernema cinsine ait
oldugu tespit edildi. ITS boélgelerinin dizi analizleri esas alinarak tiim nematodlarin tiir
tanimlamalar1 yapildi. Yapilan caligmalar sonucunda izole edilen nematodlarin,
Steinernema carpocapsae, S. feltiae, Steinernema sp. ve S. kraussei tiirlerine ait olduklar
goriildii. Calismaya gore S. feltiae 'nin bolgede izole edilen en yaygin nematod tiirii oldugu
tespit edildi. S. kraussei tiirii ise Tiirkiye’den izole edilen ilk tiir 6zelligi tasimaktadir.
Steinernema sp. ise iilkemiz i¢in yeni olabilecek bir nematod tiriidiir.

Biyotest ¢aligmalari sonucunda nematod izolatlariin, 10 giin icerisinde Agrotis

segetum bocegi lizerinde %100 insektisidal etkiye sahip oldugu gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Entomopatojen nematodlar, Steinernema, Biyolojik miicadele.
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Master Thesis

SUMMARY

ISOLATION, IDENTIFICATION AND INVESTIGATION OF THE PATHOGENICITY
OF ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES FROM VARIOUS SOIL SAMPLES.

Cihan GOKCE

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2010, 86 Pages, 16 Pages Appendix

Entomopathogenic nematodes (EPNs) are extensively used as microbial control
agents against the nocuous insects in all over the world. Utilization of the local
entomopathogenic isolates for controlling the pests found within the same geographical
area has several advantageous including transportation and adaptation.

In the current study, we have conducted a survey to isolate EPNs from a distinct
region, Degirmendere Valley and Altindere National Park of Trabzon vicinity in East
Black Sea Region of Turkey, where mainly covered by hazelnut plantation areas and
forest. Out of 98 soil samples collected from the region, eight were positive for EPNs
(8,3%). According to the morphological and morphometric studies, it was determined that
all of the samples were in Steinernema genus. The pure cultures of all nematodes were
further identified based on ITS region sequence analysis. The samples were identified as
Steinernema carpocapsae, Steinernema feltiae, Steinernema sp. and Steinernema kraussei.
Among these isolates, S. feltiae is the most frequently distributed species in the region. S.
kraussei is recorded for the first time from Turkey.

Bioassay results indicate that isolated nematodes have 100% infectivity within 10
days against Agrotis segetum. Therefore it has a high potential to use as microbial

pesticide.

Key Words: Entomopathogenic nematodes, Steinernema, Biological Control.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Zararli boceklerin tarimsal {iretimde, bir¢ok engelleyici rolii vardir. Bu kapsamda
zararli boceklerle miicadelede tiim diinyada insektisit kullanimi yayginlasmistir. Bu
kimyasallarin yaygin kullanimi ¢evrede geri doniisii olmayan yikimlara ve savagilan
boceklerde direng olusumuna neden olmustur (Immaraju ve ark., 1992; Nagarkatti ve ark.,
2002; Onstad ve ark., 2002). Boceklerde direng olusmasi, bu boceklere karsi daha fazla
kimyasal kullanimimi veya daha fazla toksik madde gelisimini gergeklestirmistir. Bu
kimyasal maddelerin molekiil yapisinin ve etkisinin dogada bozulmadan uzun yillar
kalmast ve bunun sonucunda canlilarda kalict yikimlara neden olmalasi zamanla
kullanimlarinin azaltilmas: sonucunu dogurmustur. Ayrica bu maddeler zararli bocekleri
oldiirmekle birlikte hedef disi bircok yararli bocek ve predatdr bocek gruplarmi da
etkilemektedir (Delbeke ve ark., 1997). Bu olumsuz etkilere kars1 zararli boceklerle
miicadele kapsaminda kimyasal ilaglarin yerine, c¢evre dostu, gilivenilir maddeler
gelistirmek kagimnilmaz hale gelmistir. Tim diinyada zararli boceklerle miicadele
kapsaminda alternatif bir yol olan biyolojik miicadele yontemine hizli gegis yapilmaktadir.

Biyolojik miicadele, zararli bdcek populasyonlarini dolayisiyla bdceklerin
zararlarii azaltmak icin canli organizmalardan faydalanilarak yapilan ekonomik giivenilir
ve etkin bir miicadele yontemidir. Biyolojik miicadelede mikroorganizmalarin
kullanilmasina mikrobiyal miicadele ad1 verilir (Waterhouse ve Norris, 1987).

Tabiatta boceklerin hastalanmasina ve onlarin dliimiine neden olan pek ¢ok viriis,
bakteri, protozoan, fungus ve nematod tiirii mevcuttur (Lipa, 1975). Bu mikroorganizmalar
boceklerde hastalik olusturduklari i¢in entomopatojen olarak adlandirilir. Tabiatta bulunan
entomopatojenler, bocek populasyonlarinin dagiliminda biiyiik 6neme sahiptir. Bunlarin
mikrobiyal miicadele etmeni olarak, fiyat ve etkinlik bakimindan kimyasal insektisitlere
gore daha kullanishh olmasi yaninda ekosistemdeki biyolojik ¢esitliligin stirdiiriilmesi,
zararh tiirlere ait dogal diismanlarin korunmasi, besinler iizerinde kalinti birakmamasi,
hedeflenmemis diger organizmalar ve insanlar agisindan giivenli olmasi gibi diger birgok

tistlinliikleri de vardir (Lacey, 2001).



Bu yararli gruplar arasinda kendine iist siralarda yer bulan entomopatojen
nematodlarin son yillarda 6nemli canlilar oldugu ve biyolojik miicadele programlar
kapsaminda kullanimlarinin yararl oldugu gosterilmistir. (Gaugler, 2002; Grewal ve ark.,
2005).

Boceklerde parazit olarak yasayan ve genelde Oliimlerine neden olan birgok
nematod tlirli bulunmaktadir. Giinlimiize kadar yapilan ¢alismalarda 30’u askin nematod
familyasina ait tiirlerin, boceklerle iligkili oldugu belirtilmistir (Poinar, 1990; Kaya ve
Stock, 1997).

Diinyada, ekonomik dneme sahip zararlilar1 kontrol altina alabilecek entomopatojen
nematod tiirlerini izolasyonuna yonelik ¢ok sayida ¢alisma yiiriitiilmektedir (Hominick,
2002). Entomopatojen nematodlarla ilgili laboratuar ortaminda ve dogal kosullarda yapilan
calismalar, bunlarin 6nemli biyolojik miicadele etmeni olduklarini ve ciddi kayiplara neden
olan bir¢ok zararliy1 kolaylikla baski altina alip, bunlarin miicadelesinde basarili bir sekilde
kullanilabilecekleri gergegini ortaya ¢ikarmistir (Kaya, 1985; Klein, 1990; Wouts, 1991;
Georgis ve Manweiler, 1994; Shapiro-Ilan ve ark., 2002).

Farkli habitatlardan elde edilen toprakta bulunan boceklerde obligat parazit olarak
yasayan ve onemli bir¢ok zararliy1 baski altina alabilecek yiiksek potansiyele sahip bazi
entomopatojen nematod tiirleri; olduk¢a genis bir konukc¢u dagilimina, ¢ok cesitli lireme
sekline, konukguyu enfekte edebilme oOzelligine ve canli kalabilme yetenegine sahiptir
(Bedding ve ark., 1983; Kaya, 1985; Bedding, 1990). Entomopatojen nematodlarin enfekte
ettigi konukcgularinda farkli etkiler goriilebilir. Bunlar; sterilizasyonun bozulmasi, 6émiir
uzunlugunda azalma, yumurta birakma sayisinda azalma, ucus aktivitesinde azalma,
gelisimin gecikmesi ya da diger davranissal, fizyolojik ve morfolojik bozukluklar seklinde
olabilir. Siddetli enfeksiyonlarda ise konuk¢uda hizli bir 6lim goriliir (Koppenhofer,
2000).

Gilinlimiizdeki calismalar, zararli boceklerin biyolojik miicadelerinde kullanilma
potansiyeli tagimalari bakimindan 8 familya {izerinde yogunlagmistir. Bunlar;
Mermithidae, Tetradonematidae, Allantonematidae, Aphelenchoididae, Neotylenchidae,
Sphaerulariidae, Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalaridir (Kaya ve Stock,
1997; Stock, 2005). Ozellikle, Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalari,
entomopatojen nematod olarak isimlendirilir ve =zararli boceklerin mikrobiyal

miicadelesinde en sik kullanilan gruplardir (Liu, 2000). Su an i¢in altmistan fazla iilkede,



yiizlerce laboratuarda entomopatojen nematodlar ve birlikte yasadiklar1 simbiyotik
bakteriler lizerine ¢alismalar siirdiiriilmektedir (Burnell ve Stock, 2000).

Giiniimiizde Steinernema cinsine ait 40, Heterorhabditis cinsine ait ise 10 nematod
tiiri bulunmaktadir. Ancak, diinyanin pek c¢ok iilkesinde yeni nematod tiir ve izolatlarim
bulmaya yonelik g¢alismalar hizla devam etmektedir. Son 30 yilda entomopatojen
nematodlar {izerinde yapilan ¢aligmalar daha c¢ok sistematik konular {izerinde
yogunlasmistir. Son 10 - 15 yillik bir siiredeyse bu nematodlarin kitlesel iiretimleri ve ticari
formiilasyonlar1 yapilarak alan uygulamalarina baglanmistir (Adams ve ark., 2006). Bugiin
ise entomopatojen nematodlar ticari olarak iiretilen bir {irlin haline gelmis olup seralarda,
orman arazilerinde, findik bahg¢elerinde, mantar iiretim alanlarinda, ¢ilek tarlalarinda, seker
pancar1 bahgelerinde, ¢im ekili alanlarda ve golf sahalarinda, meyve ve sebze bahgelerinde,
turuncgiller yetistirme alanlarinda kullanilabilecegi yapilan arastirmalarla gosterilmistir.

Tiirkiye, diinyada bulundugu konumundan dolayr iliman bir iklime sahip oldugu
icin tarim yetistiriciligi konusunda diger diinya iilkeleri arasinda ilk siralarda yer alir.
Tiirkiye’de bulunan tarim alanlari, Avrupa’da bulunan toplam tarim alanlarinin %20 sini
olusturmaktadir (Eraktan, 2001). Tarimin bu kadar yaygin olmasi ve bu alanlarin bir¢ok
zararlinin etkisi altinda olmasi, lilkemizde de yeni entomopatojenlerin bulunmasi ve
gelistirilmesi zorunlulugunu dogurmustur. Tiim bu ihtiyaglara ragmen, Tiirkiye’de yeteri
kadar ¢alisma yapilmamstir. Ozellikle diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de entomopatojen
olarak nematodlarin kullanilmasi c¢alismalarina yeni baslanmis ve bu konuda ¢ok az
aragtirmalar yapilmistir. Ulkemizin cografik konumu gz oniinde bulunduruldugunda
yapilacak aragtirmalarla, birgok yeni entomopatojen nematod tiirii bulunmasi veya bu
topraklara uygun patojen tespit edilmesiyle biyolojik miicadele calismalarina katki
saglanacaktir. Ozellikle Dogu Karadeniz Bélgesi gibi iklim kosullarmin yumusak gegtigi
bir bolgedeki caligmalarla bu katki daha fazla olacaktir.

1.2. Entomopatojen Nematodlar (EPN)

Steiner, 1923 yilinda Almanya’da testere sinegini Neodiprion sp. (Hymenoptera:
Diprionidae) enfekte eden ilk entomopatojen nematod tiirii Steinernema Kkraussei
(Aplectana kraussei)‘yi tanimlamistir. Glaser ise 1931 yilinda Amerika’da Popilla

japonica’y: (Coleoptera: Scarabaeidae) enfekte eden bir entomopatojen nematod tiirii olan



Steinernema glaseri (Neoplectana glaseri)‘yi kesfetmistir. Glaser ayn1 zamanda in vitro
kosullarda nematodlarin kiiltiivasyonunu yapan ve entomopatojen nematodu bu bocek
tiirtine kars1 arazide test eden ilk arastirict olmustur (Stock, 2005).

S. glaseri’nin kesfedilmesi ve 20. yilizyilin baslarinda biyolojik miicadele etmeni
olarak gelistirilmesinden sonra entomopatojen nematodlar iizerine yapilan arastirmalar,
zararli boceklerin miicadelesinde kimyasal pestisitlerin daha fazla kabul gérmesinden
dolay1 etkin hale gelememistir. Arastirmalarin ¢ogu yeni tlirlerin tanimlanmasi, hayat
dongiileri ve diger biyolojik 6zellikleri iizerinde yogunlagsmistir (Stock, 2005).

EPN’lerin besin arama davraniglarinin, ekolojik rollerinin ve iireme davranislarinin
aciklanmasinda oldugu kadar simbiyotik bakterileriyle olan iligkilerinin, virulans
mekanizmalarmin ve bakteriyel metabolitlerinin anlasilmasinda da bir takim gelismeler
saglanmigtir. Bu agidan bakildiginda entomopatojen nematodlarin simbiyotik bakterileri
lizerine yapilan ¢alismalar merkezi bir rol iistlenmistir. Ornegin; genetik calismalar, bu
karmasik iliskide rol oynayan diizenleyici sistem ve faktorlerin 6nemine 151k tutmustur.
Bugiin Heterorhabditis bacteriophora’nin simbiyontu olan Photorhabdus luminescens’ in
tiim genom haritas1 hazirlanmistir (Duchaud ve ark., 2003).

EPN’ler, cevresel yonden giivenilir olmalari, laboratuarda ¢ok miktarda
tiretilebilmeleri ve stveart piiskiirtme yontemiyle veya sulama sistemiyle kolayca
uygulanabilir olmalar1 sayesinde miikemmel bir miicadele etmeni 6zelligindedirler (Liu ve
ark., 2000). Ayrica pestisitlerin ¢oguna kars1 duyarliliklarinin az olmasi, konak
araliklariin genis olmasi, yiiksek derecede patojeniteleri, memelilerde toksik etki
gostermemeleri ve ekonomik yonden kitlesel iretimlerinin uygunlugu gilinlimiizde
biyolojik miicadele etmeni olarak kullanimlarma hiz verilmistir (Somasekhar ve ark.,
2002).

EPN’lerin sahip oldugu bazi 6zellikler onlar1 biyolojik miicadelede kullanilan diger
organizmalardan (viriis, bakteri, fungus ve mikrosporidia gibi mikroorganizmalar ile bocek
parasitoidleri ve predatorleri) ayirmaktadir. Entomopatojen nematodlarin biyolojik
miicadelede kullanilmasinin faydasinin ve riskinin degerlendirilmesinde asagidaki
ozelliklerin dikkate alinmasi gerekir:

1. EPN’ler, giinlimiize kadar bilinen zararli bir etkisi olmadig1 i¢in yillardir
biyolojik miicadelede kullanilmaktadir.

2. EPN’ler, kimyasal pestisitlere kiyasla cevreyi daha az tehdit etmektedir.

Gilintimiizde toprakta kullanilan genis spektrumlu pestisitlerin yerine ge¢mislerdir.



3. Infektif juvenil ad1 verilen dayamkli yasam evrelerinden biri olan dénemde,
konaklarini aktif olarak arayabilme 6zelligindedir.

4. Kullanimlar1 i¢in pek ¢ok iilkede onay alinmasina gerek yoktur.

5. Kimyasal insektisitlerin kisithh oldugu veya yasaklandig1 zararlilara karsi
kullanilabilirler.

6. Diinyanin pek ¢ok yerinde topraktan elde edilebilirler.

7. EPN’lerin konak araliklari, laboratuarda elde edilen sonuglarin aksine dogada
sturhidir.

8. Duyarli konagin etkili bir sekilde kontrolii i¢in entomopatojen nematodlarin
infektif veya dauer juvenillerinin biiylik miktarlarda (> 109 ha-1) uygulanmas1 gerekir.

9. “Inundative (Peryodik salmimin gerceklestirildigi korunma.)” salinimdan sonra
entomopatojen nematod populasyonlari, dogal yogunluklariyla kiyaslanabilir seviyede hizli
bir sekilde azalma gosterir.

10. Uygulamadan sonra entomopatojen nematodlarin yayilimlari azdir. (Ehlers ve
Hokkanen, 1996)

EPN’ler ile sahip olduklar1 simbiyotik bakterilerin insanlar da dahil olmak iizere
sicakkanli hayvanlarda giivenilir oldugu bilinmektedir (Ehlers ve Hokkanen, 1996). Ancak,
Avustralya’da bir ¢iftginin elindeki yaradan Heterorhabditis’lerle mutualistik yasayan

Photorhabdus asymbiotica bakterisi izole edilmistir (Gerrard ve ark., 2004).

1.2.1. Entomopatojen Nematodlarin Sistematigi ve Morfolojisi

Nematodlar, diger ad1 ile segmentsiz yuvarlak solucanlar, sayica diinya iizerinde en
fazla bulunan ¢ok hiicreli omurgasiz canli grubudur. Nematodlarin bdcekleri {izerinde
Oliime sebep olan gruplar1 ise entomopatojen nematod olarak adlandirilir ve sistematikte
bocekler lizerinde patojen olan sadece iki familya mevcuttur. Bunlar Steinernematidae ve
Heterorhabditidae familyalaridir. Bu familyalarin tiim iiylerinin bdcekleri 6ldiriict etkisi
vardir ve mikrobiyal miicadelede sik¢a kullanilmaktadir. EPN’lerin bireyleri diger
nematodlarda oldugu gibi morfolojik farkliliklar gostermektedir. Disi birey, erkek bireye
nazaran gelismis ve daha biiyeiiktiir. Erkek bireylerde c¢iftlesme organi olarak spikiil
bulunur. Heterorhabtidae familyasinin erkek {iyerinde spikiile yardimci olarak bursa adi

verilen yapilar bulunur (Sekil 1).



Entomopatojen nematodlarin sistematigi De Ley ve Blaxter (2002)’e gore verilmistir.
Phylum: Nematoda
Class: Chromadorea
Ordo: Rhabditida
Sub-ordo: Tylenchina
Infra-ordo: Panagrolaimomorpha
Super-familya: Strongyloidoidea
Familya: Steinernematidae
Genus: Steinernema
Genus: Neosteinernema
Sub-ordo: Rhabditina
Infra-ordo: Rhabditomorpha
Super-familya: Strongyloidea
Familya: Heterorhabditidae
Genus: Heterorhabditis

Genus: Heterorhabditidoides

\V
Spermatosit Ovarylum

Aniis  Rektum _Zy5ds 4

Rektal Bezler

Sekil 1. Entomopatojen nematodlarin morfolojik yapilart (URL-1,
2011).



1.2.1.1. Steinernematidae

Bu familyanin sistematik durumu zaman iginde degisiklik gOstermistir.
Entomopatojen nematodlarin izolasyonu ilk kez Steiner (1923) tarafindan yapilmis ve
bulunan tiir Aplectana cinsi i¢inde A. kraussei olarak isimlendirilmistir. Travassos (1927)
bu cinsi Steinernema olarak tekrar isimlendirmistir. Steiner (1929) iki yil sonra yeni bir
cins ve tiir tanimlamis ve Steinernema kraussei’ye ¢ok benzeyen bu tiiri Neoaplectana
glaseri olarak isimlendirmistir. Filipjev (1934) Steinernema ve Neoaplectana cinslerini
Steinernematinae alt familyasina yerlestirmistir. Chitwood ve Chitwood (1937) bu alt
familyay1, familya seviyesine ylikseltmis ve Steinernematidae olarak isimlendirmistir.
Wouts ve arkadaslart 1982 yilinda iki tiirii inceleyerek (Steinernema kraussei ve
Neoaplectana glaseri) Neoaplectana cinsinin Steinernema’nin sinonimi olduguna karar
vermis ve bu iki cinsi Steinernema adi altinda birlestirmistir. Nguyen ve Smart (1994)
Neosteinernema cinsini tanimlamis ve bu cinsi Steinernematidae familyasina eklemistir.
Glinlimiizde bu familya Steinernema ve Neosteinernema olmak {izere iki cins igerir.
Steinernema cinsi i¢inde yer alan 63 tiir ve izole edildikleri tilkeler Tablo 1°de verilmistir.

Neosteinernema cinsi N. longicurvicauda isimli tek tiirle temsil edilir.



Tablo 1. Steinernema cinsi i¢inde yer alan tiirler

Tiir ismi Izolasyon kaynagi  Lokalite Referans
S. abbasi Toprak Umman Elawad ve ark., 1997
S. aciari Toprak Cin Qiu ve ark., 2005a
S. affine Bibionidae Danimarka Bovien, 1937
S. akhursti Toprak Cin Qiu ve ark., 2005b
S. anatoliense Toprak Tiirkiye Hazir ve ark., 2003
S. arenarium ;jl'ltj)girsk, Anomola Rusya Artyukhovsky, 1967
S. apuliae Toprak Italya Triggiani ve ark., 2004
S. ashiuense Toprak Japonya Phan ve ark., 2006a
S. australe Toprak Sili Edgington ve ark. 2009
S. backnense Toprak Vietnam Phan ve ark., 2006b
S. beddingi Toprak Cin Qui ve ark., 2005¢
S. bicornutum Toprak Yugoslavya fgésshmlova ve ark.,
S. boemarei Toprak Fransa Lee ve ark., 2009
S. brazilense Toprak Brezilya Nguyen ve ark. 2010
S. carpocapsae Cydia pomonella Cek Cumhuriyeti  Weiser, 1955
S. caudatum Toprak Cin Xu ve ark., 1991
S. ceratohorum Toprak Cin Jian ve ark., 1997
S. cholashanense  Toprak Cin Nguyen, 2008
S. colombiense Toprak Kolombiya Iz_gggz-Nunez ve ark.,
S. costaricense Toprak Kosta Rika ;JC;E)b?e'LOHO veark,
S. cubanum Toprak Kiiba Mracek ve ark., 1994
S. cumgarense Toprak Vietnam Phan ve ark., 2006b
. . Diaprepes Nguyen ve Duncan,
S. diaprepesi abbreviatus ABD 2002
S. eapokense Toprak Vietnam Phan ve ark., 2006b
S. feltiae Bibionidae Danimarka Filipjev, 1934
S. glaseri Popillia japonica ABD Steiner, 1929
S. guangdongense  Toprak Cin Qiu ve ark., 2004
S. hebeiense Toprak Cin Chen ve ark., 2006
S.hermaphroditum  Toprak Endonezya Stock ve ark., 2004
e Spiridonov ve ark.,
S. jollieti Toprak ABD 2004
S. ichnusae Toprak Italya Tarasco ve ark., 2008
S. intermedium Toprak ABD Poinar, 1985
S. karii Toprak Kenya Waturu ve ark., 1997
S. khoisanae Toprak Gliney Afrika Nguyen ve ark., 2006a
S. kraussei Cephaleia agabeyetis Almanya Steiner, 1923
S. kushidai Anomala cuprea Japonya Mamiya, 1988
S. leizhouense Toprak Cin Nguyen ve ark., 2006b




Tablo 1’in devami

Tiir ismi Izolasyon kaynag Lokalite Referans
S. litorale Toprak Japonya Yoshida, 2004
S. loci Toprak Vietnam Phan ve ark., 2001
S. longicaudum Toprak Cin Shen ve Wang, 1991
S. monticolum Toprak Giiney Kore Stock ve ark., 1997
S. neocurtillis Neocurtll_la ABD Nguyen ve Smart, 1992
hexadactilla
S. oregonense Toprak ABD Liu ve Berry, 1996a
S. pakistanense Toprak Pakistan Shahina ve ark., 2001
S. puertoricense Toprak Porto Riko i&é)grzan ve Figueroa,
S. puntauvense Toprak Kostarika ;J(;’E)k)?e-LOI’IO ve ark.,
S. rarum Toprak Arjantin Doucet, 1986
S. riobrave Helicoverpa zea USA Cabanillas ve ark., 1994
S. ritteri Toprak Arjantin Doucet ve ark., 1990
S. robustispiculum  Toprak Vietnam Phan ve ark., 2005
S. sangi Toprak Vietnam Phan ve ark., 2001
S. sasonense Toprak Vietnam Phan ve ark., 2006b
S. scapterisci Scapteriscus vicinus ~ Uruguay Nguyen ve ark1990
S. scarabaei Anomala orientalis ABD 28%%1( ve Koppenhofer,
S. siamkayai Toprak Taylve Stock ve ark., 1998
S. sichuanense Toprak Cin Mracek ve ark., 2006
S. silvaticum Toprak Almanya Sturhan ve ark., 2005
S. schliemanni Osmoderma ceremita Rusya Spiridonov ve ark. 2010
S. tami Toprak Vietnam Luc ve ark., 2000
S. texanum Toprak ABD Nguyen ve ark., 2007
S. thanhi Toprak Vietnam Phan ve ark., 2001
S. thermophilum Toprak Hindistan Ganguly ve Singh, 2001
S. xueshanense Toprak Cin Mracek ve ark., 2009
S. websteri Toprak Cin Cutler ve Stock, 2003
S. weiseri Toprak Cek Cumhuriyeti  Mracek ve ark., 2003
S. yimgalemense Toprak Etiyopya Nguyen ve ark., 2004a

1.2.1.1.1. Steinernema Cinsinin Morfolojik Ozellikleri

Disiler, biiyiiktiir ve boylar1 tiirden tlire degisir. Kutikula diizglin veya halkalidir.

Lateral ¢izgiler yoktur. Bosaltim ac¢ikligi belirgindir, genellikle sinir halkasinin

anterioriinde yer alir. Kafa yuvarlak, kiit veya nadiren bodur sekilli olabilir. Alti dudak
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ihtiva eder ve her bir dudak bir labial papillayla veya labial papillalarin hemen yanina
yerlesmis papilla benzeri yapilarla ¢evrelenmistir. Dort tane sefalik papillaya sahiptir.
Amphidler kiiciiktiir. Stoma ige ¢okiik, kiigiik ve genistir. Farinks, silindirik bir prokorpus,
hafifce siskin metakorpus, nispeten dar bir isthmus ve kapakli ve genis basal balbtan
olusmustur. Isthmus sinir halkasi ile ¢evrelenmistir. Ureme sistemi didelfik, amfidelfik ve
geriye dogru esnektir. Vulva viicudun ortasina yerlesmistir ve ¢ogu durumda epitigma
mevcuttur. Disiler ovipar veya ovovivipar olabilir. Ovovivipar durumlarda juveniller disi
viicudunu terk etmeden once infektif evreye kadar gelisir. Kuyruk, bazen anal genislikten
uzun olabilir. Bazi tiirlerde fazmidler bulunabilir (Poinar, 1975; Adams ve Nguyen, 2002).
Erkekler, disilere nazaran daha kiigiiktiir. Anterior bolgede alt1 labial papilla, dort
sefalik papilla ve genelde bir perioral disk bulunur. Farinks disilerinkine benzerdir. Testis
tektir ve geriye dogru esnektir. Spikiil ¢iftlesmis ve ayridir. Gubernakulum bazi tiirlerde
spikiil kadar uzun olabilir. Bursa yoktur. Kuyruk nispeten yuvarlak veya parmaksi sekilli
olabilir. Bazi tlirlerde mukron bulunur. Bir tane tek ve 7-10 tanesi prekloakal olmak tizere
10-14 genital papilla bulunabilir (Sekil 2) (Poinar, 1975; Adams ve Nguyen, 2002).
Infektif juvenillerde (iigiincii evre infektif juvenil = 1Js) stoma ice ¢okiikdiir. Viicut
incedir ve bazi durumlarda ikinci evre juvenil evreden kalma kutikula kilifi tasiyabilir.
Viicudun lateralinde 6zel ciftler olusturabilen c¢izgiler bulunur ve salgt kesesi belirgindir.
Kuyruk, konoid veya filiformdur. Fazmidler kuyrugun ortasina yerlesmistir ve bazen

kolaylikla goriilemeyebilir (Sekil 3) (Adams ve Nguyen, 2002).
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N

Steinernema ssp.’nin bazi morfolojik yapilarinin taramali elektron
mikroskobu goriintiileri. A-D ilk jenerasyon disi: A, Besin aciklig1 ve
lebial&cephalic ¢ikintilar. B ve C, vulva. D, Epiptigma. E, kuyruk. F-
H ilk jenerasyon erkek: F, kuyruk. G, prekloak, adkloak, postkloak. H,
kuyruk ve tutunma organi mucro. [-M tgilincli jenerasyon infektif
jivenil. I, salg1 agikligi. J, simbiyotik bakteriler. K ve L, 5 ve 8 ¢izgili
yanal alan deseni. M, kuyruga ait hiyalin kilif.
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100 ym D, F-H
50um E,J
100 um |
50 um K-M

Sekil 3. Steinernema cinsinin morfolojik yapilarinin sematik goériinimleri. A, E, J:
Infektif juvenil. A: Genel goriiniisii; E: Farinks bolgesi; J: Kuyruk bolgesi;
B, I, K-M: Erkek. B: Genel goriiniis; I: Kuyruk bolgesi; K-M: Spikiil ve
Gubernakulum; C, D, F, G, H: Disi. C: Genel goriiniis; D: Farinks bolgesi;
F: Vulva bolgesi; G, H: Kuyruk bolgesi (Phan ve ark., 2006a).

1.2.1.2. Heterorhabditidae

Bu familya, Poinar (1975) tarafindan Giiney Avustralya’da Heliothis punctigera
(Noctuidae, Lepidoptera) pupasini enfekte eden Heterorhabditis bacteriophora’nin
tanimlanmasiyla olusturulmustur. Familya i¢inde Heterorhabditis ve Heterorhabditidoides
olmak tizere iki cins yer almaktadir. Heterorhabditis cinsi biri tartismali olmak tizere 17 tiir
icerir (Tablo 2). Heterorhabditidoides cinsi ise 2008 yilinda tanimlanmistir ve H.

chongmingensis olarak isimlendirilen tek tiirle temsil edilir (Zhang ve ark., 2008).
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Tablo 2. Heterorhabditis cinsi iginde yer alan tiirler

Tiir ismi Izolasyon kaynag Lokalite Referans
H. amazonensis Toprak Brezilya Vealo ve ark., 2006
H. bacteriophora  Heliothis punctigera  Avustralya Poinar, 1975
H. baujardi Toprak Vietnam Phan ve ark., 2003
H. brevicaudis Toprak Cin Liu, 1994
H. downesi Toprak frlvea Stock ve ark., 2002
H. gerrardi Toprak Avusturalya Plichta ve ark., 2009
H. floridensis Toprak ABD Nguyen ve ark., 2006¢
H. georgiana Toprak ABD Nguyen ve ark., 2008
H. indica Smrpophgga Hindistan Poinar ve ark., 1992

excerptalis

H. marelata Toprak ABD Liu ve Berry, 1996b
H. megidis Popillia japonica ABD Poinar ve ark., 1987
H. mexicana Toprak Meksika Nguyen ve ark., 2004b
H. poinari” Toprak Giircistan Kakulia ve Makaia, 1997
H. safricana Toprak Giliney Afrika Malan ve ark., 2008
H. sonorensis Diceroprocta ornea Meksika Stock ve ark., 2009
H. taysearae Toprak Misir fgg?seldean ve ark,
H. zealveica Heteronychus arator  Yeni Zelvea Poinar, 1990

* Orjiinal tanimlamay1 gosteren ¢alismadaki eksiklikler nedeniyle sistematik pozisyonu
tartismalidir.

1.2.1.2.1. Heterorhabditis Cinsinin Morfolojik Ozellikleri

Infektif juveniller konak bdcege girdikten sonra hermafroditik disilere gelisirler. Bu
disilerde kafa hafifce yuvarlaklasmistir. Iyi gelismis alt1 konikal dudak ihtiva eder ve her
bir dudagin yakininda bir terminal papilla bulunur. Amfidal agikliklar kiigiiktiir. Stoma
genis fakat kiigiiktiir. Stomanin alt bolgesi farinksle kaplanmistir. Farinkste metakorpus
bulunmaz, isthmus incedir, basal balb genislemis ve kapak indirgenmistir. Sinir halkasi
isthmusun ortasinda bulunur. Bosaltim acikligi, genellikle farinksin alt tabani hizasinda
bulunur. Vulva yarik sekillidir ve viicudun ortasinda bulunur ve eliptik bir halkayla
cevrelenmistir. Ovotestis amfidelfiktir ve geriye dogru esnektir. Kuyruk noktalanmis
sekillidir ve anal genislik uzundur. Post-anal kabariklik genellikle mevcuttur (Adams ve
Nguyen, 2002).
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Amfimiktik disiler, hermafroditik disilere benzerdir fakat genellikle daha kiigiiktiir.
Labial papillalar belirgindir. Ureme sistemi amfidelfiktir. Vulva ciftlesme igin islevselken,

yumurta deposition i¢in islevsel degildir (Adams ve Nguyen, 2002).

Sekil 4. Heterorhabditis megidis’in bazi morfolojik yapilarinin 151k mikroskobu
goriintiileri. A: Spikiil ve Gubernakulum; B: Bursa; C: Disi birey i¢indeki
yumurtalar, D: Vulva; E, F: Infektif juvenilin anterior bdlgesi (Y1lmaz ve ark.,
2008).

Erkeklerde, hafifce viicudun ventraline kivrilmis olan spikiil, ¢ift ve ayridir. Spikiiliin
bas kismi laminasindan kisadir. Gubernakulum genellikle spikiil uzunlugunun yarisi
kadardir. Bursa on ¢ift genital papilla igerir ve bursanin yapisi tim tiirlerde benzerdir
(Adams ve Nguyen, 2002).

Infektif juveniller, genellikle ikinci evre juvenil evreden kalma kutikula kilifi tasir.
Kafada, belirgin dorsal disler mevcuttur. Agiz ve aniis kapalidir. Stoma, paralel duvarl
kapali bir bolme gibi goriiniir. Farinks ve bagirsak indirgenmistir. Bosaltim agikligi, sinir
halkasindan daha asagida yer alir. Simbiyotik bakteriler, bagirsak i¢cinde bulunur. Kuyruk,
noktalanmis sekillidir. Infektif juvenillerin morfolojik karakterleri tiir ayrimi igin yeterli
degildir (Adams ve Nguyen, 2002).
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Sekil 5. Heterorhabditis ssp.‘e ait taramali elektron mikroskobu
goriintiileri. A, Birinci jenerasyon disinin dudaklari, labial
papillalar ve amphidler; B, Vulva; C, ikinci jenerasyonun
diginin kafasi; D, Bursa; E, Spikiil; F, Gubernakulum; G-I,
Infektif juvenillin anterior bolgesi ve annulasyon; Bar A= 5
um, B= 8,6 um, C= 6 um, D= 20 um, E= 15 um, F= 8,6 um,
G= 18,6 um, H= 10 um, I= 3,8 um (Adams ve Nguyen, 2002)

1.2.2. Entomopatojen Nematodlarin Biyolojisi ve Hayat Dongiisii

EPN’ler (Heterorhabditidae ve Steinernematidae), enfekte edebildikleri bocek tiir
sayis1 oldukca fazla olan, oldiiriicli endoparazitlerdir (Forst ve Nealson, 1996; Boemare,
2002; Campbell ve ark., 2003). Bu parazitler, Enterobacteriaceae familyasina ait
bakterilerle mutualistik bir iligkiye sahiptirler. Steinernematidler, Xenorhabdus cinsine ait
bakterilerle; Heterorhabditidler ise Photorhabdus cinsi bakterilerle mutualistik iliski

icindedirler. Ugiincii evre infektif juveniller (IJs) beslenmeyen ve serbest yasayan tek
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evredir (Adams ve Nguyen, 2002; Stuart ve ark., 2006). Bunlar gelisimleri durmus, bécek
kadavras1 disindaki ekstrem kosullara karsi uzun siire hayatta kalabilmeye yoOnelik
morfolojik ve fizyolojik yonden adaptasyon gosteren “dauer” juvenillerdir (Brown ve ark.,
2002).

Toprakta yasayan infektif juveniller konak bocege agiz, aniis ve spirakulum gibi
viicut acikliklarindan giris yapar. Konaga giristen sonra tlire 6zgii simbiyotik bakteriler
infektif juvenillerden bocek hemoséliine salinir (Bornstein-Frost ve ark., 2005). Bu
bakteriler tirettikleri endo ve ekzotoksinler sayesinde konak bocegi dldiiriirler. Nematodun
konak igerisine girmesini takiben konagin Oliimii, konagin biyiikliigiine, sicaklifa ve
nematod tiirline bagli olarak 48-72 saat igerisinde gerceklesir (Kaya ve Stock, 1997; Walsh
ve Webster, 2003).

Nematodlar daha sonra konak igerisinde iireyen kendi simbiyotik bakterileri ve bu
bakterilerin nematod i¢in uygun hale getirdigi konak dokusu iizerinden beslenerek
dordiincii evre juvenillere (J4) doniisiirler. J4’ler beslenip geliserek ilk jenerasyon disi ve
erkek bireyleri meydana getirirler. Ciftlesmeden sonra birinci evre juvenilleri (J1)
olusturacak olan yumurtalarin gelisimi saglanir. Nematodlarin yumurtadan ¢ikmasi diginin
viicudu igerisinde gerceklesir. Bu durumda disi nematodun igerisi juveniller ile dolar. Bu
evreye “Endotokia matricida” denir. Bu terim ilk kez Seurat (1914) tarafindan
kullanilmistir.  Yumurtadan ¢ikan nematodlar annenin dokularin1  besin olarak
kullveiklarindan dogum bu nematodlarda annenin oliimiiyle sonuglanir. Nematodlarin
gelismemis evrelerinin boceklerinki ile karigmamasi i¢in larva yerine juvenil terimi
kullanilir. Her bir juvenil evresinden sonra deri degisimi gerceklestirilerek sirasiyla J2, J3
ve J4 evrelerine doniisiirler. J4 evresindeki juveniller ikinci jenerasyon disi ve erkek
bireyleri meydana getirir. Disi ve erkek bireylerin ¢iftlesmesinden sonra olusan yumurtalar
aynm sekilde J1 ve J2 evrelerini olusturur. Nematodlarin iiremesi kadavradaki besin
kaynaklariin tiikenmesine kadar devam eder. Nematodlar genellikle kadavra igerisinde iki
ya da ii¢ jenerasyon gecirmektedir. Eger besin kaynagi sinirliysa, birinci nesiller tarafindan
J3 evresi olusturulunca dongii durur (kisa hayat dongiisii).

Kadavradaki kaynaklar bittiginde J2 evresindeki juveniller beslenmeye son verip
bir vezikiil veya kese i¢ine bakterilerini toplaylp infektif evreye doniisiirler.
Heterorhabditidler 1J evresinde hala J2 evresinde sahip olduklar: kiitikulayr barindirirlar.
Infektif juveniller, yeni bir konak bulmak icin kadavrayr terk ederler, beslenmeden

toprakta aylarca hayatta kalabilirler (Kaya ve Gaugler, 1993; Adams ve Nguyen, 2002).
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Steinernema’larin  aksine Heterorhabditis’lerde ilk jenerasyonda disi-erkek
farklilagsmasi goriilmez. Olusan tiim ergin bireyler hermafrodit disidir. Hermafrodit
disilerden olusan yumurtalarin juvenillere gelisimi disi birey icinde gergeklesir.
Heterorhabditis’lerin ikinci jenerasyonunda disi ve erkek bireylerle birlikte ilk
jenerasyondaki gibi hermafrodit bireyler de meydana gelir. Raifer ve Glazer (2000)
yaptiklar1 ¢aligmada bunlarin oranlarmmin  besin miktarina gore degistigini tespit
etmigleridir. Yani esey belirlenmesi ¢evresel faktorlere gére olmaktadir. Besin kalitesi ve
miktar1 azaldik¢a hermafroditlerin orani artmakta ve bunu disiler daha sonra da erkekler
izlemektedir. Oysa iyi bir besin ortaminda cinsiyet oranlar1 hemen hemen aynidir. ikinci
jenerasyondan IJ evresine ulasan nematodlar bocek kadavrasmi terk eder. Bu IJ’ler
Steinernema’lardaki gibi J2 evresinden kalma kutikulayr bir kilif gibi tagirlar. Bu kilif
Heterorhabditidleri kuraklik, don ve fungal patojenlere kars1 korur (Timper ve Kaya, 1989;
Campbell ve Gaugler, 1991; Wharton ve Surrey, 1994). Tablo 3. te Heterorhabditis ve

Steinernema nin ayirt edici 6zellikleri gosterilmistir.

Tablo 3. Heterorhabditis ve Steinernema nin ayirt edici 6zellikleri

Fenotipik ozellik Heterorhabditis Steinernema

[lk jenerasyon ergin Hermafrodit Disi ve erkek ayr1 birey

Bakteriyal lokasyon Bagirsagin son 2/3’1 Bagirsak vezikiillerinin i¢i

Filogenetik iligki Rhabditidae ve Stongylida  tongvloididae ve

Panagrolamidae

Faz Il bakterilerini koruma Yok Var
Kutikular dislere, sinir Kutikular disler yok, sinir

infektif jiivenil 5zelligi halka§1 asagisinda s.alg.l halk51. yukarisinda salgl ‘
kesesi ve lateral 2 ¢izgiye kesesi ve lateral 6-8 cizgiye
sahip. sahip.

Ik ienerasvon disi ézellisi Bursa var. 9 ¢ift bursadan Bursa yok. 10-11 g¢ifte ek

] Y ? £ olusan genital papillae olarak 1 tek genital papillae

Entomopatojen nematodlarin hayat dongiilerinin siiresi, bulunduklar1 sicaklik
derecesine ¢ok bagimlidir (Koppenhofer, 2000). Oda sicakliginda 5-7 giin igerisinde hayat
dongiilerini tamamlarlar. Konak icerisinde 1-3 jenerasyon gegirirler (Burnell ve Stock,
2000). Jenerasyon sayist ve olusacak yeni nesil nematod sayist bulunduklari konaga ve

ortamin sicaklik derecesine baglidir (Finnegan ve ark., 1999; Koppenhéofer ve Kaya, 1999).
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Enfekte ettikleri konakta besinin tilkenmeye baslamasi iizerine 3. evre 1J’ler incelmis
konak kiitikiiliinii parcalayarak disari ¢ikar ve yeni konak aramaya baslarlar (Kaya ve
Gaugler, 1993). Bu beslenmeyen evre toprak icerisinde uygun bir konak buluncaya kadar
aylarca canliligini siirdiirebilir (Burnell ve Stock, 2000).

EPN’ler enfeksiyonu farkli isaretlerden taninabilir. Konagin 6liimiinden kisa siire
sonra kadavra yumusamaya ve rengi degismeye baslar. Galleria mellonella (L.)
(Lepidoptera: Pyralidae) larvalar1 g6z oOniine alindiginda nematod tiiriine baglh olarak
Steinernematidler tarafindan enfekte edilen larvalar kahverenginin tonlari, toprak rengi ve
siyah renk alabilirler. Oysa Heterorhabditler tarafindan enfekte edilen larvalar kirmizi,
turuncu, mor, sar1 ve bazen de yesil renk alabilmektedirler (Sekil 6.). Kadavrada olusan
renk simbiyotik bakteri nedeniyledir. Heterorhabditlerle enfekte olan larvalar zamanla daha
az yumusaklasirlar. Enfekte olan larvalarin kutikulasi ince ve igeriyi gosteren bir yapida
olursa nematodlar disaridan bakildiginda kolaylikla goriilebilirler. Entomopatojen
nematodlarla enfekte olan kadavralar kokusmazlar ve parcalveiklari zaman dahi kotii bir
koku ortaya cikmaz. Enfekte olan larvalarin dokulart normal yapilarini yitirir ve
yumusarlar ancak asla sivi hale donmezler. Heterorhabditlerle enfekte olan kadavralarda

viicut igerigi sakizimsi bir hal alir (Koppenhofer, 2000).

KTU - 2009

Sekil 6. Entomopatojen nematodla enfekte olmus tarafindan
enfekte olmus Galleria mellonella larvasi. A:
Heterorhabditis sp., B: Steinernema sp. tarafindan
enfekte olmus larva.
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1.2.3. Entomopatojen Nematodlarin Cografik Yayihis1

Entomopatojen nematodlarin Antraktika kitas1 hari¢ tiim ekosistemlerde bulundugu
bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda Steinernematidler’in tiir sayisinin fazla olmasindan
dolay1r Heterorhabditidler’e kiyasla daha yaygin olduklari goriilmiistiir. Bu yeni tiirlerin
Diinya iizerindeki yayilist sadece bir iilke ile sinirli gériinmesine karsin, yeni survey
caligmalarinin yapilmasi bu tiirlerin yayilisi hakkinda daha iyi fikir sahibi olmamizi
saglayacaktir. Steinernema cinsi iginde S. carpocapsae ve S. feltiae genis bir cografi
yayilisa sahipken, diger tiirlerin yayilisinin kita veya iilke seviyesinde sinirli oldugu goze
carpmaktadir (Burnell ve Stock, 2000). H. bacteriophora en yaygin Heterorhabditid
tirtidiir ve biitiin kitalardan izole edilmistir. H. megidis ve H. indica diger yaygin tiirlerdir.
Ancak, H. megidis daha soguk iklime sahip bolgelerden siklikla izole edilmisken, H.
indica’nin yayilisinin tropik ve sub-tropik bolgelerle sinirli oldugu goriilmektedir.

Diinya iizerinde yapilan birgok survey ¢alismasi, entomopatojen nematodlarin farkl
cografik alanlardaki elde edilme oranlarinda 6nemli farkliliklar bulundugunu géstermistir.
Ornegin iilkemizde yapilan bir ¢alismada, Hazir ve arkadaslari (2003b) bu oram % 2 olarak
tespit etmiglerdir. Bu tiim diinyada yapilan g¢aligmalar arasinda elde edilen en diisiik
oranlardan birisidir. Genellikle entomopatojen nematod elde etme oranlari ortalama olarak
%8-30 arasinda degismektedir (Griffin ve ark., 1999; Griffin ve ark.,2000; Stock ve ark.,
1999).

1.2.4. Entomopatojen Nematodlarin Ekolojisi

Entomopatojen nematodlarla basarili bir sekilde zararlilarla miicadele yapabilmek
icin nematodlari, zararlinin biyolojisini ve ekolojik verileri birlikte degerlendirmek gerekir.
Bu yaklasim nematodlarin konak se¢imi, konaga tutunmasi ve konagi tanimasi gibi infekte

etme yonteminin anlagilmasini gerektirir.
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1.2.4.1 Entomopatojen Nematodlar1 Etkiyen Abiyotik ve Biyotik Faktorler

1.2.4.1.1 Abiyotik Faktorler

Entomopatojen nematodlarin varligini pek ¢ok abiyotik faktor etkilemektedir.

Abiyotik faktorler arasinda iklim, toprak pH’s1, topragin yapisi ve toprak sinifi gibi
dogal faktorler ile insan aktivitesi sonucu meydana gelen fiziksel veya kimyasal etkiler
sayilabilir. Entomopatojen nematodlar iizerinde abiyotik faktorlerin etkilerine ydnelik
basitlestirilmis laboratuar kosullarinda ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu ¢aligmalarda
diger abiyotik ve biyotik faktorlerin etkilesimlerini azaltmak icin toprak veya yapay
substratlar kullanilmistir (Glazer, 2002). Bununla birlikte, dogada kompleks etkilesimler
yaygindir ve basit laboratuar calismalarindan ekosisteme yonelik sonuca ulasmak bazi
problemler yaratir (Stuart ve ark., 2006).

Toprak por boslugu, tipi, nem ve topragin havalanmasi nematodun hareketiyle
enerji tiikketimini etkileyen etmenlerdir. Killi tinl1 ve killi toprak kii¢iikk por bosluguna,
yiiksek miktarda nem potansiyeline (% 18 ve 28) sahip oldugu i¢in nematodlara az
miktarda havalanmig bir ortam yaratir. Bu nedenle de depo ettikleri karbonhidratlar1 etkili
bir sekilde kullanamazlar. Bunun aksine kumlu ve kumlu tinli topraklar biiyiikk por
bosluguna ve diisiik miktarda nem potansiyeline (% 10 ve 12) sahip oldugundan
nematodlar i¢in havalanma agisindan daha iyi bir ortam olusturur. Iyi havalanmis bir
ortamda depoladiklar1 lipidleri daha etkili bir sekilde kullanip hayatta kalma siirelerini
boylece arttirmig olurlar (Kung ve Gaugler, 1990).

Nem, toprakta yasayan nematodlar: etkileyen en 6nemli abiyotik faktordiir. Karada
yasayan nematodlar hareket edebilmek i¢in yeterli kalinlikta ve devamlilikta su filmine
ihtiya¢ duyarlar (Kung ve ark., 1991).

EPN’lerin diisiik nem diizeyinde azalan virulanslar1 yagisla veya sulama
yapilmasiyla arttirilabilir (Grant ve Villani, 2003).

Toprak pH’s1 entomopatojen nematodlar: etkilemekle birlikte nematodlar genis bir
araliktaki pH degerlerine kars1 tolerans gosterebilmektedir (Stuart ve ark., 2006). pH= 10
oldugunda Steinernematidler’in hayatta kalig oraninin azaldigini ancak pH araliginin 4-8
oldugu durumda herhangi bir farkliligin goériilmedigi bilinmektedir (Kung ve Gaugler
1990).
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Nematodlar aerobik organizmalar olduklar1 i¢in diisiik oksijen diizeyi hayatta kalig
stirelerini azaltmaktadir. Killi, suya doymus veya yiiksek miktarda organik madde iceren
topraklarda oksijen sinirlayici bir faktordiir. Cogu serbest yasayan nematod tiiriinde oksijen
konsantrasyonunun azalmasi dormansiyi indiiklemektedir ancak bu durum heniiz
Steinernematid ve Heterorhabditidlerde gozlenmemistir (Glazer, 2002).

Entomopatojen nematodlar ve konak bocekleri poikilotermal organizmalardir. Bu
nedenle ortam sicakligi son derece onemlidir ve her iki organizmayr da etkilemektedir
(Gouge ve ark., 1999). Sicaklik, entomopatojen nematodlarin enfektivite, tireme, gelisme
(Grewal ve ark., 1993; Jagdale ve Gordon, 1998; Jagdale ve ark., 2005), solunum, hayatta
kalis, dagilim ve konak bulma davranisi gibi biyolojik faaliyetleri iizerinde etki
gostermektedir (Griffin,1993).

Entomopatojen nematodlarin hareketliligi ve enfektiviteleri, sahip olduklar
simbiyotik bakterilerin de konagin Oliimiinde etkili olmasi nedeniyle, tiim sicaklik
araliklarinda ayn1 degildir (Chen ve ark., 2003). Belirli bir sicaklikta konak 6liimiiniin az
olmasi veya hi¢ gerceklesmemesi hem nematodun hem de bakterisinin sicaklifa karsi
duyarliligini gosterir ve hangisinin daha duyarli oldugu nematodun konaga girisi ile bakteri
virulansini test eden deneyler yapilarak belirlenebilir (Griffin,1993).

Pek ¢ok entomopatojen nematod tiirii i¢in optimum sicaklik kosullart 5°C-15°C
arasinda oldugu kaydedilmis; 37°C’nin {izerindeki sicakliklarda ise genellikle olim
gozlenmistir (Koppenhofer ve Kaya, 1999; Hazir, 2002; Stuart ve ark., 2006).

UV isinlart ¢ogu nematod tiirii i¢in zararlidir ve letal etki gostermektedir. Kisa
dalga boyundaki (366 nm) UV ismlarma birkag dakika maruz kalan Steinernema
carpocapsae’nin once enfektivitesinde azalma daha sonra da 6liimii gozlenmistir. Giines
1s1gma yakin bir dalga boyu olan 302 nm UV’ye maruz kalan H. bacteriophora’nin iireme
kapasitesi ve virulansinda azalma S. carpocapsae’ye kiyasla daha kisa siirede
gerceklesmistir (Barbercheck ve Duncan, 2004). Entomopatojen nematodlarin UV’ye
dogrudan maruz kalmamalar1 ic¢in toprak yiizeyine uygulamalari, sabah ve aksamlari,
yeterli miktarda su ile birlikte verilerek yapilmalidir (Hazir, 2002; Shapiro- llan ve ark.,
2006).

Dauer juvenillerin ve kadavra icinde bulunan diger evrelerin hipertonik kosullarda
da diizenleyici bir ozellige sahip olduklar1 diisiiniilmektedir. Yapilan calismalarda, dauer
juveniller tarafindan gergeklestirilen hipotonik diizenlemenin tiir i¢i ve tiirler arasinda

farklilik gosterdigi gozlenmistir. Boyle bir degisikligin gozlenmesinin nedeni de
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yasadiklar1 dogal toprak ortaminin farkli olmasindan kaynaklandig: bildirilmistir (Wright,
2004). Yiiksek konsantrasyonlardaki NaCl, KCI ve CaCly’in S. glaseri tiiriiniin toprak
siitunu boyunca hareket yetenegini, konagina yerlesip enfekte etmesini engelledigi
goriilmiistiir (Thurston ve ark., 1994). CaCl, ve KCI’iin H. bacteriophora’nin hayatta
kalisi, enfeksiyonu ve toprak siitunu boyunca hareketi ilizerinde herhangi bir etkisi
goriilmemistir. Ancak bu tuzlarin asir1 derecede olmayan konsantrasyonlari H.
bacteriophora’nin virulansini arttirmaktadir. NaCl’{in yiiksek miktardaki konsantrasyonlari
ise tiim bu parametreleri olumsuz yonde etkilemektedir (Stuart ve ark., 2006).

Kimyasal pestisitler ile giibrenin entomopatojen nematodlar iizerinde pozitif, ndtral
veya negatif etkileri oldugu saptanmistir. Cogu giibre tavsiye edilen dlgiide kullanildiginda
entomopatojen nematodlarin etkinligi tizerine ¢ok az miktarda etki etmektedir. Bununla
birlikte taze ve yiiksek miktarda kimyasal giibre kullanimi entomopatojen nematodlarin
hayatta kalig siireleri ve etkinliginde zarar vericidir. Dodine, methomyl (karbamat) ve
parathion (organofosfat) gibi bazi kimyasal pestisitler entomopatojen nematodlar {izerinde
toksik etki gosterir. Chlorpyrifos ve endosulfanin (organoklorin) entomopatojen
nematodlarla birarada bulunabilecegi, tefluthrin ve imidicloprid gibi pestisitlerinse zararl
popiilasyonunun baskilanmasinda entomopatojen nematodlarla birlikte sinerjistik bir etki

gosterdigi bildirilmistir (Shapiro- llan ve ark., 2006).

1.2.4.1.2 Biyotik Faktorler

Toprak yasamiin cok sayidaki bileseni, toprak icersinde bulunan rekabetci,
predatdr, parazit, patojen, konak olan ve olmayan 6zellikteki organizmalar entomopatojen
nematodlarin yogunlugunu ve dagilimin etkilemektedir (Stuart ve ark., 2006, Kaya, 2002).

Entomopatojen nematodlarin varligint ve devamliligimi etkileyen primer biyotik
faktor, uygun konaklarin bulunmasidir (Mracek ve ark., 1999). Konaklar bol olarak
bulunuyorsa, predator, parazit ve patojenler populasyonu diizenleyebilmektedir. Toprakta
funguslar,  bakteriler, protozoanlar, nematodlar, akarlar, kollembolalar ve
mikroarthropodlarin yaygin olarak bulunmasi ve bu organizmalarin laboratuar kosullarinda
entomopatojenler lizerinde yiiksek orvea predasyon (av-avci iligkisi) gostermesi, dogada bu
organizmalarin entomopatojen nematodlar iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olduklarini

kanitlamaktadir (Stuart ve ark., 2006).
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Bocek kadavrasiyla EPN’ler, cesitli les yiyicilerin predasyonuna ugramaktadir
(Stuart ve ark., 2006). Bununla birlikte, bazen konak kadavrasinin kimi karinca tiirleri
tizerinde uzaklastiric1 bir etki olusturup, entomopatojen nematod gelisimine koruyucu bir
olanak sagladig1 bulunmustur (Zhou ve ark., 2002). Gliniimiizde bu etkinin sinirl1 sayidaki
karinca ve entomopatojen nematod tiiriinde olustugu bilinmektedir (Kaya, 2002).

Davranigsal farkliliklarin ve ¢evresel faktorlerdeki cesitliligin belirgin bir nis
ayrimina ve rekabetten kaginmaya imkan tanimasi, entomopatojen nematod tiirlerinin bir
arada var olabilecegini gosterir. Laboratuarda ve serada yapilan calismalar, konak bulma
davranigindaki farkliliklarin entomopatojen nematod tiirleri arasindaki rekabeti azaltacagi
ve bir arada var olmay1 saglayacagi yoniindedir (Koppenhofer ve Kaya, 1996).

Bir bocek hem EPN’ler hem de diger mikrobiyal bocek patojenleri tarafindan besin
kaynag1 olarak kullanilabilir. Entomopatojen nematodlar belirli bir viriisle enfekte olmus
bocekleri enfekte edebilmektedir ancak kadavranin integiimentleri (viicut ortiisti) kirillgan
olacagindan infektif juvenil liretimi azalacaktir. Steinernema carpocapsae ve Bacillus
thuringiensis konagi birlikte enfekte edip Tlreyebilmektedir. Fakat, bu durumda
entomopatojen nematodlarin gelisiminde anormallikler gozlenmis, infektif juvenillerin
boylarinin daha kiigiik ve besin rezervlerinin daha az oldugu goriilmiistiir (Stuart ve ark.,
2006). Bununla birlikte, entomopatojen nematod ve B. thuringiensis’in sinerjistik bir etki
gostererek Scarabaeidac familyasina ait larvalarin mortalitesini arttirdigi bilinmektedir
(Koppenhofer ve ark.,1999).

Entomopatojen nematodlar belirli bitki paraziti nematodlarla da negatif bir
etkilesim i¢indedirler. Bu etkilesim, bitkiye zarar veren bitki paraziti nematod
populasyonunun azaltilmasi seklindedir (Lewis ve ark., 2002; Somasekhar ve ark., 2002).
Bitki paraziti nematodlarin tarim zararlist olmalarindan 6tiirii entomopatojen nematodlarin
topraktaki nematod kommiinitesi lizerinde faydali bir etkisi vardir (Stuart ve ark., 2006).
Bitki paraziti nematodlar ve entomopatojen nematodlar arasindaki antagonizm, nematod /
bakteri kompleksinin toprakta yasayan ve hedef olmayan diger omurgasizlara ve
mikrobiyal kommiiniteye kars1 da giivenilir olacag: diislincesini kuvvetlendirmektedir (De

Nardo ve ark., 2006).
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1.3. Entomopatojen Nematodlarla Simbiyotik Olarak Yasayan Bakteriler

1.3.1. Entomopatojen Nematodlarla Simbiyotik Bakterilerilerin Iliskisi

Orta Paleozoik donemde (yaklasik olarak 300 milyon yi1l 6nce) Heterorhabditidae
ve Steinernematidae familyalariin birbirinden bagimsiz olarak gram olumsuz enterik
bakterilerle mutualistik iligki gdstermeye basladigi diisiiniilmektedir (Poinar, 1993).
Bakteri nematod kompleksinin bir sonucu olarak zararli boceklere karsi bu sekilde etkili
bir biyolojik miicadele materyali olusmustur. Bu da son 15 yildir sistematik ¢aligmalarin
neden bu grup iizerinde odaklandigini iyi bir sekilde agiklamaktadir (Adams ve ark., 2006).
Bu birliktelikten her iki organizma da birbirine ihtiyag duymaktadir. Nematodun bakteriye
ihtiyag¢ duymasinin nedenleri; konak bodcegin humoral ve hiicresel savunma
mekanizmasinin iistesinden gelmek, bocek kadavrasimi bazi mikroorganizmalara ve
cliriik¢iil beslenen boceklere karsi korumak, gelisim ve lireme i¢in uygun bir substrat
olusturmaktir. Bakteri ise bocek hemosoliine girebilmek ve konak bocegin viicudu disinda
canli kalabilmek icin nematodu bir vektor olarak kullanir. Nematod simbiyotik
bakterisinden yoksun oldugunda genellikle ya bocegi oOldiirememekte ya da olim
gerceklestiginde iyi gelisip, lireyememektedir (Ciche ve ark., 2006).

Taksonomik calismalar, her bir entomopatojen nematod tiirliniin 6zel bir bakteriyle
iliskili oldugunu ancak, ayni bakteri tiiriiniin birden fazla nematod tiiriiyle iliskili
olabilecegini gostermistir (Boemare, 2002). Dogada nematodlar bocek kadavrasinin i¢inde
kendi simbiyotik bakterileriyle birlikte monoksenik bir ortamda gelisip tirerler (Adams ve
ark., 2006). Nematod ve simbiyotik bakterisi arasindaki monoksenik iliski nematodun
konak ic¢inde iiremesi esnasinda bakterisinin {iretmis oldugu antimikrobiyal bilesikler
sebebiyledir. Uretilen bu bilesiklerin bocek kadavrasinda diger bakteri tiirlerinin geligimini
engellemeye yonelik oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte pek ¢ok nematod tiiriiniin
simbiyotik olmayan bakterilerle de iliski kurdugu goriilmiistiir (Gouge ve Snyder, 2006).
Gerritsen ve arkadaslarina gore (1998), nematodlar alternatif bir simbiyont da
kullanabilmekte ancak virulansinda azalma olmaktadir. Diger bakteriler, nematodlarla
kosullara bagl bir iliski meydana getirebilirler. Ancak, nematodun simbiyotik bakterisi
patojenite, lireme ve gelisme i¢in her zaman daha etkin ortak olmaktadir. Simdiye kadar
tanimlanan simbiyotik bakteriler ve iliskili olduklar1 entomopatojen nematod tiirleri Tablo

4’te verilmistir.



Tablo 4. Simbiyotik bakterilerin taksonomik durumu ve iliskili olduklari1 EPN tiirleri

Simbiyotik Bakteri Tiirii

Iliski Oldugu EPN Tiirleri*

P.

U DT TITITXXXXXXXXXXXXXXXXXX X X

. beddingii
. bovienii

. budapestensis
. cabanillasii

. doucetiae

. ehlersii

. griffiniae

. hominickii
indica

innexi

. japonica

. koppenhoeferi
kozodoii

. mauleonii

. miraniensis

. nematophila
poinarii
romanii

. stockiae

. szentirmaii

. luminescens subsp. luminescens
. luminescens subsp. akhurstii

. luminescens subsp. laumondii

. luminescens subsp. kayaii

. luminescens subsp. thracensis

. temperata

temperata subsp. temperata

DL ;L ;L OLOO;mLo;mo;omo,w oo ;o

. longicaudum

. affine, S. feltiae, S. intermedium,
. krausseli, S. weiseri

. bicornutum, S. ceratophorum
. riobrave

. diaprepesi

. longicaudum

. hermaphroditum

. karii, S. monticulum

. thermophilum, S. abbasi

. scapterisci

. kushidai

. scarabaei

. arenarium, S. apuliae

Steinernema sp.
Steinernema sp.

S. carpocapsae

S. glaseri, S. cubanum
S. puertoricense

S. siamkayai

S. rarum

H. bacteriophora

H.
H
H
H
H
H

indica

. bacteriophora

. bacteriophora

. bacteriophora

. zealveica, H. bacteriophora,
. megidis

H.

megidis

* Referanslar: Akhurst, 1983; Boemare ve Akhurst, 1988; Boemare ve ark., 1993; Brunel
ve ark., 1997; Fischer-Le Saux ve ark., 1998, 1999; Hazir ve ark., 2004; Sicard ve ark.,
2004; Lengyel ve ark., 2005; Adams ve ark., 2006; Somvanshi ve ark., 2006.

1.3.2. Entomopatojen Nematod-Bakteri Kompleksinin Hayat Dongiisii

Nematod juvenilleri dogal a¢ikliklardan konaga girer veya konak tarafindan yenilir.

Konak dogal yollardan Olene ve saprofitik bakteriler tarafindan isgal edilene kadar
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nematodlar durgun halde bekler. Daha sonra nematod, saprofitik bakteriler tarafindan
cliriitiilen konak kadavrasiyla beslenerek gelisimini ve ¢ogalmasini saglar. Hayvanlarda
parazitlik olusturmak {izere 6zellesmis bdylesi bir simbiyotik iliski, sadece entomopatojen
nematodlara 6zeldir (Sekil 8) (Burnell ve Stock, 2000).  Steinernema cinsi nematodlar
Xenorhabdus cinsi bakterilerle (Thomas ve Poinar, 1979), Heterorhabditis cinsi
nematodlar Photorhabdus cinsi bakterilerle (Boemore ve ark., 1993) simbiyotik olarak
iliskilidir. Xenorhabdus bakterileri, Steinernematidlerin 1J’lerinin anterior bdlgesindeki
ozel bir vezikiil icinde yer alirken, Photorhabdus bakterileri Heterorhabditidlerin 1J’lerinin
bagirsagiin anteriore gore 1/3’liik kisminda yogun olmak iizere bagirsaga yayilmis

durumdadir (Sekil 7) (Forst ve ark., 1997).

Sekil 7. Simbiyotik bakterilerin nematod viicudundaki lokalizasyonu. A:
Xenorhabdus nematophila’nin S. carpocapsae’nin 1J’inin 6zel bir
vezikiilii i¢indeki lokalizasyonu, B: Photorhabdus luminescens’in
H. bacteriophora’nin bagirsaginin iist boliimiindeki lokalizasyonu
(Ciche ve ark., 2006).
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Nematodlar, konak bocegin hemoseline dogal acikliktan
(agiz, aniis, spirakl veya kutikula) girer. l

B

Nematod toksinler, Faz | ve Faz Il

Nematodlar konagin yakinina bakterileri salar
lokalize olur. l
I Fazll
Nematodlar konak arar. L
Bdcek icinde
l Fazl
Beslenemeyen nematodlar konak 1
bécegi terk eder.

Faz | bakterileri antibiyotik, toksin
\ ve diger metabolitleri iiretir.

—

Faz | ve Faz Il bakterileri jiivenil . - -
— Nematodun cogalmasi — Bocek Oliir
nematodlar iginde kolonize olur. ee

Sekil 8. Entomopatojen nematod-simbiyotik bakteri hayat dongiisiiniin sematik gosterimi
(Owuama, 2001).

Foretik iliski, bir organizmanin yeni bir besin ortamina ve habitata ulastiklarinda
konukgusunu terk etmesi olayima denir. Infektif juveniller toprakta serbest halde yasarken,
simbiyotik olarak iliskili olduklar1 bakterilerle foretik iliskilidir. Bu foretik iligki sirasinda
nematod bagirsagindaki bakteriler, dis cevreden korunurlar ve nematod bakteriyi baska bir
konaga tagimak icin bir vektor gibi gorev yapar (Ciche ve ark., 2006). IJ’ler konagin viicut
bosluguna ulasabilmek i¢in ince kiitikiilii, dokular1 ve mukus sivis1 gibi dogal bariyerleri
geemek zorundadir. Bunlari yapabilmek i¢in nematodlar fiziki giic kullanirlar. Ornegin,
viicutlarim1 ince kiitikiilden iceriye iterler ya da Heterorhabditis’lerde oldugu gibi
agizlarinda terminal olarak yerlesmis digler ile bunu gerceklestirebilirler (Koppenhofer,
2000). infektif juveniller proteolitik salgilar ile doku igerisinde kendilerine yol agabilirler
(Peters ve Ehlers, 1997).

Boceklerin immiin sistemi humoral ve hiicresel faktorlerin integrasyonu ile olusur.

Nematodlar1 elimine etmek i¢in ise kapsiil icerisine alma davranis1 gosterirler. Bunu
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melanizasyon izler. Ancak, nematodlar da bu savunma sistemine karsi kendilerini
koruyacak oOzellikler gelistirmislerdir. Buna enkapsiilasyon adi verilmektedir. Bu durum
tam bilinmemekle birlikte, nematod kutikuliiniin yap1 ve kimyasiyla ilgili olabilecegi
distiniilmektedir (Koppenhofer, 2000). S. glaseri, Popillia japonica larvasinda taninip
kapsiil igerisine alinmasina ragmen, bu kapsiiliin i¢cinden kacip kurtulabilmektedir (Wang
ve ark., 1995). Bir baska calismada ise Heterorhabditis infektif juvenillerinin penetrasyon
esnasinda J2 kiitikiiliinii geride birakarak Tipula oleracea larvalarinda kapsiil igine
alinmaktan kurtulduklar1 tespit edilmistir (Peters ve Ehlers, 1997).

[J’ler simbiyotik bakterileri enfeksiyonun ilk yarim saati ile ilk 5 saati arasinda
konak hemoseline salarlar (Ciche ve Ensign, 2003). Simbiyotik bakteriler hemosele
salindiginda konak immiin sistemi tarafindan fagosite edilebilir, cecropin gibi
antimikrobiyal peptitler tarafindan yaralanabilir veya graniilositler tarafindan nodiil i¢ine
almabilirler (Ciche ve ark., 2006). Nematod ve bakteri beraberce konagin immiin sistemini
etkisiz hale getirirler. Nematodlar bocekler tarafindan olusturulan antibakteriyal toksinleri
parcalayan maddeler de iiretirler. Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerinin bazi suslar1 gok
yiiksek viriilansa sahiptir. Oyle ki, 10°dan daha az bakteri hiicresinin, Galleria mellonella
ve Mveuca sexta gibi duyarli bocek tiirlerinin hemoseline injekte edilmesi, bu boceklerin
hizli bir sekilde 6lmesi igin yeterlidir (Poinar ve Thomas, 1967; Forst ve ark., 1997). Bu
bakteriler sivi kiiltiirlerde iretildikleri zaman, kiiltiir ortamina yiiksek viriilansa sahip
insektisidal toksinler salarlar. Bakterilerin salgilamis olduklar pargalayici enzimler, bocek
dokusunu parcalayarak nematodun gelisimi i¢in zengin bir besin ortami olusturur (Burnell
ve Stock, 2000). Simbiyotik bakteriler ayrica infekte konagi saprofitik mikroorganizmalar,
bakteriyovor nematodlar ve ayristirici bocekler gibi organizmalarin istilasindan korumak

icin antibiyotik ve antifungal bilesikler iiretirler (Boemare ve ark., 1996).
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Sekil 9. Xenorhabdus nematophilla tiirii bakterilerde Faz 1 ve Faz II evrelerinin
elektron mikroskop goriintiileri. Faz I evresinde flagellaya sahip olan
nematode Faz II flagellasin1 kaybeder.

Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri, faz-1 ve faz-II ad1 verilen farkli fenotipik
formlar olustururlar. Bunlardan faz-I, nematodlarla dogal iliskide olan formdur. Faz-I
hiicreleri faz-II hiicrelerinden daha biiyiiktiir ve oldukca farkli bir koloni morfolojisi
gosterirler (Sekil 9) (Boemore, 2002). Faz-1 formu, faz-11 formuna gére ¢ok fazla miktarda
ekzoenzim, toksin ve antibiyotik iiretirler. Faz-I bakteriler belirli boyalar1 absorblarlar ve
biiyiik yapili kristal proteinler iretirler. Fazlar arasindaki patojenite farkliligi farkl
konaklar {izerinde test edilmistir (Volgyi ve ark., 1998). Bazi ¢alismalar bunun her zaman
gecerli olmadigimi belirtse de (Ehlers ve ark., 1990; Volgyi ve ark., 1998) genel goriis faz-I
bakterilerinin in vitro nematod tiretiminde faz-1I"lere gore daha etkili olduklart yoniindedir
(Akhurst ve Boemare, 1990; Boemare ve ark., 1996; Forst ve ark., 1997). Faz-1l formu
bakterilerin bu simbiyotik iliskideki rolii agik degildir. Faz degisiminin molekiiler
mekanizmalarla yonetildigi diisiiniilmektedir (Burnell ve Stock, 2000).

Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri simdiye kadar topraktan hi¢ izole
edilememistir. Nematod olmaksizin toprak ortaminda hayatta kalamayacaklar
distiniilmektedir. Morgan ve ark. (1997) X. nematophila ve P. luminescens’nin genetik
olarak isaretlenmis suslarini steril olmayan toprak ortamina uygulamislar ve 7 giin sonra
hiicrelerin sayisinin tespit edilebilir seviyenin altina diistiiglinii belirlemislerdir. Bleakley
ve Chen (1999), P. luminescens’in besin gereksinimleri eklenmis ve steril edilmis topraga

uygulandiginda 30 giin hayatta kalabildigini gostermistir.
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Tablo 5. EPN ve simbiyotik bakteri iligskisindeki hayat dongiisii

Evre Nematodun yasam dongiisi

Bakterinin yasam dongiisii

Toprakta yasayan infektif jiivenil
nematodlar konak bocegin anal
acikligindan ve kutikulasindan
dogrudan igeri girer.

EPNler bocegin hemoselinde
Il (Erken) gelismeye baslarlar. Disi ve erkek
EPNIler olusur.

II (Geg) EPNler ¢ogalirlar.

Il Yeni infektif jliveniller gelisir.

Bakteriler EPNnin bagirsaginda
bulunur.

EPNIerde bulundan bakteriler
bocegin hemolemfine salinir. Bakteri
tarafindan viriilans faktorleri tiretilir.
Sonugta bocek Oliir.

Bakteriler durguna faza gecer.
Bakteri tarafindan antibiyotik,
ekzoenzim ve kristal proteinleri
retilir.

Bakterileri infektif jlivenillerin
bagirsaginda kolonize olurlar.

1.3.3. Simbiyotik Bakterilerin Sistematigi

Xenorhabdus ve Photorhabdus spp. bakterileri, Enterobacteriaceae familyasina ait,

hareketli, Gram negatif, fakiiltatif anaerob ve cubuk morfolojili organizmalardir.

Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri penisilin ve beta-lactam antibiyotiklerine kars1

direnglidirler. Bakteriyosin iiretirler. Nitrat1 nitrite indirgeyemezler. %G+C oranlar1 43-

44°tiir (Akhurst, 1980; Forst ve Nealson, 1996). Iki bakteri cinsi arasindaki en belirgin

farklillk P. luminescens izolatlarinin biyolojik 1sima (Biolumineskens) yapabiliyor;

Xenorhabdus’larin  yapamiyor olmasidir. Ayrica Photorhabdus’larda katalaz (+),

Xenorhabdus’lar ise katalaz (-)’dirler.

1.4. Entomopatojen Nematodlarin
Tanimlanmasi

Molekiiler Karakterizasyonu ve

Giliniimiizde Entomopatojen nematodlarin molekiiler karakterizasyonu tii¢ farkl

sekilde yapilmaktadir. Bunlar;

1. RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphisim)
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2. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
3. PCR’a dayali DNA dizi analizi

1.4.1. ITS: Internal Transcribed Spacer

PCR’a dayal1 dizi analizi yontemlerinde son yillarda se¢ilmis hedef bdlgelerin biri
ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgeleridir. Bu bolge, bakterilerde 16S ve 23S
rRNAlar1 kodlayan genler arasinda bulunan bir diziden olugsmaktadir (Alpaslan 2003).

Okaryotik organizmalar 2 tane ITS bélgesi icerirler. ITS1 18S-5.8S genleri arasinda,
ITS2 ise 5.85-28S genleri arasinda bulunur (Sekil 10).

18S Niiklear DNA 5.8 rDNA (~160) 28S Niiklear DNA
........................ ' Dz D3
ITS1 (~36 -350 bp) ITS 2 (~360-350 bp)

ITS Gen Bolgesi (~850 bp)

Sekil 10. 18S-28S niiklear ribozomal DNA (nrDNA)’in Internal Transcribed Sequence
(ITS) bolgesi (White ve ark. 1990).

Entomopatojen nematodlarin, 18S-28S niiklear ribozomal DNA bdlgelerinde bulunan
ITS bolgesini PCR ile cogaltan ilk primer 1982 de Curen ve arkadaslari tarafindan
tasarlanmistir. 1992 yilinda Vrain ve arkadaglari tarafindan ITS bdlgesini ¢ogaltan bir
baska primer tasarlanmistir. ITS bolgeleri icin kullanilan bu primerler giiniimiize kadar
bircok caligmada basarili bir sekilde kullanilmistir.

Ribozom 28S alt biriminde bulunan D2 ve D3 domainlerinin niikleotid siralari,
nematodlarin tiiriinii belirlemede kullanilmaktadir. 2000 yilinda Courtright ve arkadaslari,
D2 ve D3 bolgeleri icin tasarladiklar1 primerler yardimiyle ilk kez farkli canlilari

taksonomik olarak gruplveirmay1 basardilar.
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Tablo 6. Entomopatojen nematodlarin sahip oldugu ITS gen bolgeleri ve D2D3 gen
bolgeleri i¢in kullanilan primerler.

Primer adi Primer sirasi

Vrain ITS forward TTGATTAGGTCCCTGCCCTTT
Vrain ITS reverse TTTCACTCGCCGTTACTAAGG
Curen ITS forward GTTTCCGTAGGTGAACCTGC
Curen ITS reverse ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT
D2D3 forward ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG
D2D3 reverse TCGGAAGGAACCAGCTACTA

1.5. Tezin Amaci

Gliniimiizde 0Ozellikle zararli bocekleri miicadele altina almak icin kimyasal
insektisitlerin yerini biyolojik miicadele etmenleri almaya baslamistir. Cevre dostu bu
etmenler igerisinde entomopatojen nematodlar ¢ok Onemli bir grup olarak goze
carpmaktadir. Bu tez kapsaminda, entomopatojen nematodlarin Dogu Karadeniz Bolgesi
icerisinde yer alan Trabzon ili Degirmendere ve Altindere havzalarindan alinan toprak
orneklerinden elde edilen EPN izolatlarini tanimlamak, karakterize etmek ve bolgede zarar
yapan bazi bocek tiirleri lizerindeki insektisidal etkilerini belirlemek amaglanmistir. Bu
sayede Ozellikle bolgede zarar yapan yerel zararlilara kars1 etkili ve giivenilir bir sekilde

kullanilabilecek bir biyolojik kontrol ajaninin tespit edilmesi hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Galleria mellonella L. (Lepidoptera, Pyralidae)’nin Laboratuar Ortaminda
Beslenmesi

Topraktan entomopatojen nematodlarin izolasyonunda kullanilan en yaygin yontem,
duyarli bir konagi toprak igerisine birakarak enfekte olmasini saglamaktir. Bedding ve
Akhurst (1975), Ozellikle biiyilk mum giivesi olarak bilinen Galleria mellonella
larvalarmin son evrelerini kullanarak topraktan entomopatojen nematodlarin kolaylikla
izole edilebildigini gostermistir. Bu, son yillarda topraktan entomopatojen nematod
izolasyonunda en ¢ok kullanilan yontemdir (Steiner, 1996; Yoshida ve ark.., 1998; Mracek
ve ark., 1999; Stock ve ark., 1999; Boff ve ark., 2000).

Biiytik bal mum giivesinin laboratuar ortaminda g¢ogaltilmasi Gouge (1997)’nin
yontemi degistirilerek gerceklestirildi. Primer kiiltiir olarak larvalar, Giresun’un Canakgi
ilgesindeki aricilardan temin edildi. Bocek kiiltiirleri plastik kaplar (15 x 8,5 x 6 cm)
icerisinde 25-28 °C sicaklikta yapay besinle beslenerek olusturuldu. Yapay besin olarak,
300 gr. bugday unu, 100 ml bal, 100 ml gliserol ve 50 gr. kuru mayadan hazirlanan karigim
kullanildi. Larvalarin hazirlanan yapay besinle beslenerek pupa olmas: saglandi. iki hafta
sonra pupadan c¢ikan giivelerin kabin kenarlarina biraktiklart yumurtalar dikkatlice
toplanarak i¢inde yapay besin bulunan beslenme kaplarina transfer edildi. Besinler haftalik
olarak yenilendi. Yaklasik 30-45 giin sonunda son evreye ulasan biiyiik bal mum giivesi
larvalar1 kaplardan alindi. Kaplardan toplanan son evre larvalar, gelisimlerini durdurmak,
ag ve pupa olusturmalarin1 engellemek i¢in bir akvaryum kepgesi icinde 55-58 °C’deki su
banyosunda 10-15 saniye tutuldu. Bu islemden hemen sonra oda sicakligindaki su
icerisinde 10 saniye tutularak larvalarin 6lmesi engellendi. Hemen kullanilmayacak

larvalar icinde odun talasi bulunan kaplarda 10-15 °C’de iki hafta canli halde muhafaza

edildi.

2.2. Toprak Orneklerinin Alnmasi

Trabzon ili Degirmendere Vadisi’nden baslayarak Altindere Milli Parki ve Cami

Bogaz1 Yaylasina kadar olan c¢esitli lokalite ve yiiksekliklerden 20 Mart ve 17 Kasim 2009
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tarihleri arasinda rastgele yerlerden 98 toprak Ornegi alindi (Griffin ve ark., 2000).
Ornekler, topragin iist yiizeyi temizlendikten sonra 20 cm derinlige kadar kazilarak alindi
(Sturhan ve Liskova, 1999; Mracek and Becvar, 2000). Her 100 m*lik alan i¢inden 3-8
toprak 6rnegi olacak sekilde toplam 1 kg alindi ve iyice karistirildi (Stock ve ark., 1999).
Ornek alnan lokaliteler arasinda arazinin durumuna goére 5-10 km mesafe birakildi.
Orneklerdeki su kaybini en aza indirmek igin toprak drnekleri polietilen kaplarda sogutucu
iginde laboratuara getirildi. Toprak alinan yerdeki enlem ve boylam dereceleri, yiikseklik

ve habitat bilgileri gibi veriler kaydedildi.

2.3. Topraktan Entomopatojen Nematodlarin izolasyonu

Toprak 6rneklerinden entomopatojen nematod izolasyonunda bocek tuzak yontemi
kullanildi. Alinan 1 kg toprak ornegi iyice karistirilarak 200 gr’lik kismi kapakli plastik
kutulara (12 x 10 x 6 cm) yerlestirildi. Her bir kutuya son evre yedi Galleria mellonella
larvas1 yerlestirildi ve larvalar topragin altinda kalacak sekilde kutular ters cevrildi
(Bedding and Akhurst, 1975; Stock et al., 1999). Kutular 22-25 °C’de 10 giin etiiv iginde
inkiibe edildi. Ug giinde bir kontroller yapilarak 6lii larvalar kutulardan ¢ikarild.

Olii boceklerden, enfeksiyon 6zelligine sahip juvenil nematodlar1 izole etmek igin
White Trap yontemi kullanildi (White, 1927). Bu yontemde 55 mm ¢apinda bir petri kab1
ters cevrilerek 100 mm capindaki baska bir petri kabinin i¢ine yerlestirildi. Kiigiik petri
kabinin iizerine nemlendirilmis bir filtre kagidi konuldu ve 6li larvalar filtre kagidinin
lizerine birakildi. iki petri kab1 arasinda kalan bosluga 10 ml steril su ilave edildi ve biiyiik
petri kabinin kapagi kapatildi (Sekil 11). Yeni nesil nematodlar tireyip konag terk ettikten
sonra bu filtre kagid1 iizerinde hareket ederek biiyiik petri kabindaki suya dogru yonelir. Bu
suyun alinmasi durumunda nematodlarin sadece infektif juvenil evreleri elde edilmis olur.
Juvenil nematodlarin 6lii bocek kadavralarmi terk edip suya gecip gegmedikleri giinliik
kontrol edildi.
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Sekil 11. Enfekte boceklerden White Trap yontemiyle entemopatojen
nematodlarin izolasyonu. 1. i¢ ice ge¢mis biiyiik ve kiigiik petri
kaplari, 2. Fitre kagidinin konulmasi, 3. Saf su eklenmesi, 4.
Enfekte olmus larvalar.

2.4. Entomopatojen Nematod Izolatlarmin White Trap’dan Toplanmasi ve

Yikanmasi

Entomopatojen nematodlarin konagi terk edip suya gegmesi 10-15 giinliik bir siire
aldig1 icin suya gecen infektif juveniller bir pipet yardimiyla iki giinliik araliklarla bir hafta
boyunca toplandi. Toplanan siispansiyonlar 25 ml’lik cam beherlere alindi ve iistiine steril
distile su eklendi. Yirmi dakika boyunca nematodlarin dibe ¢okmesi i¢in beklendi ve daha
sonra iist kisimda kalan su pipet yardimiyla dikkatlice uzaklastirildi. Her seferinde behere
steril distile su eklendi ve bu islem 3-5 kez tekrar edilerek nematodlar yikandi1 (Wood-ring
ve Kaya, 1988).

2.5. Nematodlarin In vivo Uretilmesi

Elde edilen entomopatojen nematod izolatlarinin infektivite 6zelligini dogrulamak ve

izolatlar1 ¢ogaltmak i¢in Galleria mellonella larvalart bu nematodlarla enfekte edildi. Elde

edilen nematod siispansiyonlarindan ml’de 200 canli infektif juvenil olacak sekilde
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ornekler hazirlandi. Hazirlanan siispansiyondan 1’er ml alinarak dip kisminda 9 cm
Whatman # 41 filtre kagidi bulunan 9 cm’lik petrilere yayildi. Daha sonra petriye 10 adet
son evre G. mellonella larvasi eklendi. Petri kab1 kapatilarak parafilm ile sarildi ve 22
°C’de karanlikta inkiibasyona birakildi. Enfeksiyondan 5 giin sonra tipik nematod

enfeksiyonu semptomlar1 gosteren bocekler White trap’a alind1 (Stock, 1997).

2.6. Nematodlarin Depolanmasi

Nematod kiiltiirleri hiicre kiiltiir flasklar1 igersinde steril distile su iginde,
stispansiyon halinde 10-15 °C’de ve tamamen karanlik bir ortamda muhafaza edildi.
Konsantrasyon ml’de yaklasik 2000 infektif juvenil olacak ve derinlik 1 cm’yi gegmeyecek
sekilde ayarlandi. Nematod kiiltiirleri her ay in vivo olarak g¢ogaltilarak yenilendi (Wooding
ve Kaya, 1988).

2.7. Entomopatojen Nematodlarin Tiir Teshislerinin Yapilmasi

2.7.1. Morfometrik Ozelliklerin Belirlenmesi

Entomopatojen nematodlarin morfolojik ve morfometrik olarak incelenmesi i¢in
her bir izolatin erkek, disi ve infektif juvenil bireylerinden kalici preparatlar hazirlandi.
Bu amagla, nematodlar G. mellonella larvalart nematodlarla enfekte edildi.
Enfeksiyondan sonraki 4-8 giin sonra 6lii larvalar stereo mikroskop altinda diseksiyonu
yapildi. Disi ve erkek nematodlar kadavralardan toplandi ve ¢ukur cam kaplarda sicak
TAF (2 ml Triethanolamine, 7 ml % 40 lik Formalin ve 91 ml saf su) soliisyonunda
fiske edildi. TAF soliisyonu uzaklastirildiktan sonra kap igerisine Soliisyon I (99 birim:
% 4&’likk formalin, 1 birim: gliserin) konuldu ve igerisinde % 96 lik etanol olan
desikatdre konulduktan sonra sicakligi 40 °C olan ortamda bir giin bekletildi. Ikinci giin
desikatorden ¢ikarilan kaplar Soliisyon I yerine Soliisyon II (95 birim: % 96’lik etanol
ve 5 birim: gliserin) eklendi ve 40 °C sicaklikta kaplarin tigte ikisi kapali olacak sekilde
bir giin bekletildi. Bu siire boyunca her iki saatte bir azaldik¢a Soliisyon II eklendi. Giin
bitiminde Soliisyon II yerine Soliisyon III (50 birim: %96’lik etanol ve 50 birim:
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gliserin)  eklenerek igerisinde CaCl, bulunan desikatérde oda sicakliginda bir giin
boyunca bekletildi. Fikse edilen nematodlar Seinhorst (1959)’a gore gliserol igine

alinarak kalic1 preparatlar olusturuldu.

Nematodlar1 morfolojik ve morfometrik olarak tanimlamak i¢in Steinernematid
izolatlardan 20’ser birinci jenerasyon erkek ve infektif juvenil bireylerinden hazirlanan

preparatlar ¢izim tiipli ve kamerali Olympus BX50 151k mikroskobu altinda incelendi.

Toplam viicut boyu, viicut genisligi, salgi poru ve sinir halkasinin anterior
kisimdan uzakligi, 6zafagusun boyu, kuyruk uzunlugu, aniis genisligi, viicut oranlari (a,
b, ¢, ¢’, D, E), spikiil ve gubernakulum’un uzunlugu ve genisligi gibi ¢esitli morfolojik
ve morfometrik 6zellikler olgiildii. Yapilan gozlem ve Ol¢timler literatiirdeki bilgilerle
karsilagtirilarak izolatlar uygun taksonomik gruplara yerlestirildi (Stock ve Kaya 1996;
Hominick ve ark., 1997).

2.7.2. Molekiiler Ozelliklerin Belirlenmesi

2.7.2.1. DNA izolasyonu

Her izolatin sadece bir disi veya juvenil bireyinden DNA izolasyonu Joyce ve
arkadaglarina (1994) gore degistirilerek yapildi. Her izolat i¢in bir 6rnek 10 pul worm lizis
tamponu (500 mM KCI, 100 mM Tris-Cl pH 8,3, 15 mM MgCl,, 100 mM DTT, % 4,5
Tween 20, % 0,1 jelatin) i¢inde parcalandi. Hazirlanan homojenat, i¢inde 10 pl ddH,O ve 2
pl proteinaz K (600 pg/ml) bulunan Eppendorf tiiplerine eklendi. Tipler -80 °C’de 10
dakika bekletildikten sonra sirasiyla 65 °C’de 1 saat ve 95 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
Karigim 13000 g’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra DNA’nin bulundugu siipernatant
almarak -20 °C’de muhafaza edildi. Izole edilen DNA’nin saflifi ve konsantrasyonu

spektrofotometrede oSlgiildii.
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2.7.2.2. PCR ile rRNA ITS Bolgesinin Cogaltilmasi

18S ve 28S rRNA alt iiniteleri arasinda kalan ITS1, 5.8S ve ITS2 bolgelerinin PCR
ile cogaltilmasi i¢in ileri primer olarak 18S (5’-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3") ve
geri primer olarak 28S (5’-TTTCACTCGCCGTTACTAAGG-3’) kullanildi (Vrain ve ark.,
1992).

PCR reaksiyonu igin 5 pul DNA siispansiyonu, 5 ul (10X) PCR tamponu, 2 ul MgCl,
(10mM), 1 ul ANTP karisimi (her birinden 10 mM), her bir primerden 0,3 ul (500 nM), 0,4
ul Tag DNA polimeraz (5U/ul) ve dd H,O ile son hacim 50 ul’ye tamamlandi. PCR
kosullart 94 °C’de 6 dakikalik denatiirasyondan sonra 94 °C’de 1 dakika, 55 °C’de 2
dakika ve 72 °C’de 2 dakika seklinde 35 dongii tamamlandi. Son olarak 72 °C’de 10
dakika bekletilerek eksik kalan reaksiyonlarin tamamlanmasi saglandi (Phan ve ark.,
2005).

PCR reaksiyonundan sonra olusan iiriinden 5 pl alinarak, 0.5 pg/ml etidium bromiir
katkilt %1°lik agaroz jelde 90 V’de 1 saat elektroforez edildi (Phan ve ark., 2005). Geri
kalan PCR {irtinleri Promega Wizard SV Gel ve PCR Clean-Up System Kitiyle saflagtirildi.

2.7.2.3. PCR ile 28S rRNA D2/D3 Alt Unitesi’nin Cogaltilmasi

28S rRNA ig¢inde yer alan D2-D3 alt iinitelerinin PCR ile ¢ogaltilmasi i¢in ileri
primer olarak D2A (5’-ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3’) ve geri primer olarak
D3B (5’-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3’) kullanild1 (Joyce ve ark., 1994).

PCR reaksiyonu i¢in 5 pl DNA siispansiyonu, 5 pl 10x PCR tamponu, 2 pul MgCl,
(10mM), 1 ul ANTP karisimi (her birinden 10 mM), her bir primerden 0,3 pl (500 nM), 0,4
ul Tag DNA polimeraz (5U/ul) ve dd H,O ile son hacim 50 ul’ye tamamlandi. PCR
kosullar1 95 °C’de 5 dakikalik denatiirasyondan sonra 94 °C’de 30 saniye, 55 °C’de 45
saniye ve 72 °C’de 45 saniye seklinde 39 dongii tamamlandi. Son olarak 72 °C’de 8 dakika
bekletilerek eksik kalan reaksiyonlarin tamamlanmasi saglandi.

PCR reaksiyonundan sonra olusan iiriinden 5 pl alinarak, 0.5 pg/ml etidium bromiir
katkili %1°lik agaroz jelde 90 V’de 45 dakika elektroforez edildi (Phan ve ark., 2005). Geri
kalan PCR fiirtinleri Promega Wizard SV Gel ve PCR Clean-Up System kitiyle saflastirildi.
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2.7.2.4. PCR Uriinlerinin Klonlanmasi ve DNA Analizi

PCR iiriinleri pGEM-T Easy vektoriine kaynastirildiktan sonra Escherichia coli DH
10B hiicrelerine elektrotransformasyon yapildi. Klonlanan plazmitler Promega Wizard
“Minipreps DNA Purification System” kitiyle tekrar izole edilip, DNA dizi analizi i¢in
Macrogen (Kore) firmasma gonderildi. Elde edilen veriler gen bankasinda bulunan

verilerle karsilastirildi (Spiridonov ve ark., 2004).

2.7.2.5. DNA Dizi Analiz Sonuglarinin Degerlendirilmesi ve Filogenetik Analiz

DNA dizi sonuglar1 Clustal X programinda eslestirilerek baz dizileri, izolatlar arasi,
tir ici ve tiirler arasi seviyede karsilagtirildi. Eslestirilmeler GeneDoc programinda
diizenlendi. Filogenetik iliskiler PAUP 4.0 programi kullanilarak tespit edildi ve Bootstrap

agagclar olusturuldu.

2.8. Entomopatojen Nematodlarla Simbiyotik Olarak Iliskili Bakterilerin
Tanmimlanmasi

2.8.1. Simbiyotik Bakterilerin izolasyonu

Entomopatojen nematodlarla simbiyotik olarak iliskili olan bakteriler, nematodlar
tarafindan enfekte edilen G. mellonella larvalarinin hemolenfinden Poinar (1975)’a gore
izole edildi. Bes adet son evre G. mellonella larvasi, taban1 Whatman kagidi ile kaplanmis
biiyiik boy petri kaplarina yerlestirildi. Daha sonra her bir petri kabina 200 1J/ 500 nl
distile su olacak sekilde nematodlar eklendi. Petri kaplar1 parafilmle sarilarak karanlik
ortamda oda sicakliginda 72-96 saat birakilarak enfeksiyonun gerceklesmesi beklendi.
Nematodlarla enfekte olmus G. mellonella larvalarinin arka ayaklarindan steril igne ile
deldikten sonra hemolenften alinan sivilar, igcinde NBTA (Nutrient agar + %0.0025
bromthymol blue + %0.004 triphenyltetrazoliumchloride) bulunan petriler tizerine yayma
ekim yapild: ve 28 °C’de 48-72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan Faz-I bakterileri
besiyeri igindeki bromthymol mavisini absorladigi i¢in mavi renkli koloniler olusturdugu

gozlendi (Sekil 12) (Boemare ve ark., 1996). Mavi renkli koloniler dikkatlice segilerek
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TSA besiyerine ekim yapildi. Bu sekilde saflastirilan bakteriyal izolatlardan 9%20’lik
gliserol iginde stok kiiltiirler olusturuldu. Elde edilen bakteriyal izolatlar {izerinde yapilan

tiim tanimlanma c¢aligmalar1 Faz-1 bakteriler kullanilarak yapildi.

Sekil 12. Nematod ile enfekte olan larvalardan simbiyotik bakteri izolasyonu. (A)
Enfekte olmus boceklerin hemolenfinden bakteri izolasyonu. (B.1)
Bromthymol mavisini absorlayan Faz | bakterileri. (B.2) Kontrol grubu
(Staphylococcus aureus).

2.8.2. Simbiyotik Bakterilerin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Simbiyotik bakterilerin bazi biyokimyasal 6zellikleri, ¢esitli karbon kaynaklarini
kullanip kullanmadiklarina bakilarak tespit edildi. Farkli karbon kaynaklarindan
hazirlanmis besiyeri ortamina konulan bakterilerin, bu karbon kaynaklarin kullanip
kullanmadiklarina bakildi. Bunun i¢in farkli karbon kaynagi igeren Nutrient Broth
besiyerlerine ekim yapilarak 28 °C de 14-18 saat inkiibasyonu yapildi. Biiyiime sonrasinda
ihtiyac1 olanlarda farkli ayraglar kullanarak digerlerinde ise farkliliklar1 gozleyerek

sonuglar belirlendi.
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2.8.3. Simbiyotik Bakterilerin Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.8.3.1. Simbiyotik Bakterilerden DNA izolasyonu

Bakteriyal izolatlardan DNA izolasyonu yapmak i¢in TSB i¢inde gece kiiltiirleri
yapildi. Hiicreler santrifiijle ¢oktiiriildii ve besiyeri uzaklastirildi. DNA izolasyonu

Genomik DNA Izolasyon kitiyle (Promega) iiretici firma prosediiriine gore yapildi.

2.8.3.2. Simbiyotik Bakterilerin 16S rRNA Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi

Bakteriyal izolatlar1 molekiiler olarak tanimlamak i¢in 16S rRNA bdlgesinin DNA
dizisi kullanildi. Bu bolge PCR ile cogaltilmasi igin ileri primer olarak 62 5’-
ACGGGCGGTGTGTACAAG-3’ ve geri primer olarak 18F 5’-
AGAGTTTGATCITGGCTCAG-3 kullanildi. PCR reaksiyonu i¢in 5 pl DNA
stispansiyonu, 5 pl 10x PCR tamponu, 2 pul MgCl, (25 mM), 1 pl ANTP karisimi (her
birinden 10 mM), her bir primerden 0,5 ul (500 nM), 1,5 tinite Taqg DNA polimeraz ve 36
pl ddH2O karstirillarak, son hacim 50 pl’ye tamamlandi. PCR kosullart 95 °C’de 2
dakikalik denatiirasyondan sonra 40 dongii 94 °C’de 30 saniye, 55 °C’de 45 saniye ve 72
°C’de 1 dakika seklinde gergeklestirildi. PCR iriinleri %1°lik agaroz jelde 90 Voltta 45
dakika elektroforez edildi. Jel goriintiileme sistemiyle goriilen bantlar bistiiri yardimiyla
dikkatlice jelden kesilerek ¢ikartildi. Jelden kesilip alinan PCR iirtinleri “Promega Wizard
SV Gel” kitiyle saflastirildi ve DNA dizi analizi yaptirildi. DNA dizileri ¢ift yonlii olarak
okutularak gen bolgesinin tim dizisi elde edildi. DNA dizi sonuclari Chromas 14

programinda birlestirildi ve gen bankasindaki verilerle karsilastirildi.

2.9. Entomopatojen Nematodlarin Zararh Bocekler Uzerindeki Insektisidal
Etkilerinin Belirlenmesi

Entomopatojen nematod izolatlarin farkli bocek tiirleri tlizerindeki insektisidal
etkilerini belirlemek ve bunlarin biyolojik miicadelede kullanilma potansiyellerini tespit

etmek amaciyla Dogu Karadeniz Bolgesinde zarar olusturan ii¢ bocek (Agrotis segetum,
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Gryllotalpa gryllotalpa, Agriotes spp.) secildi. Bu zararli bocekler segilirken hayat

dongiilerinin en az bir evresinde toprakla iligkili olmasina dikkat edildi.

2.9.1. Entomopatojen Nematodlarmn Agrotis segetum (Denis & Schiff.)
(Lepidoptera:  Noctuidae) Uzerindeki Insektisidal Etkilerinin
Belirlenmesi

Deneylerde kullanilan Agrotis segetum (Bozkurt) larvalart bocek istilasina ugramis
tiitlin alanlar1 ve sebze bahcgelerinden toplandi ve laboratuara getirildi. Biyotest icin
kullanilan 1J nematodlar, Galleria mellonella larvalarinda in vivo olarak g¢ogaltildi ve
depolandi. Kullanilan nematod kiiltiirlerinin en fazla 3 haftalik olmasina dikkat edildi.

Entomopatojen nematod izolatlarinin bozkurt iizerindeki insektisidal etkilerini
belirlemek igin yapilan biyotest caligmalari Kaya ve Stock (1997) ve Ansari ve
arkadaglarmin (2003) yontemleri degistirilerek gergeklestirildi. Bir nematod tiirii i¢in
biyotest calismalar1 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarindan 5 tekarli ii¢ farkli sayida
nematod olacak sekilde ve bir kontrol grubu olmak {izere toplam 270 larva kullanildi. Her
bir kuyucuga (3 cm ¢apinda) 10 gr. steril edilmis dere kumu ile karistirilmis toprak
dolduruldu. Uglii grup icin her birinin igerisine 1000 1Js/300 ul, 3000 1Js/300 ul ve 5000
1Js/300 pl distile su olacak sekilde infektif juveniller eklendi. Kontrol grubu ig¢in ise her
kuyucuga sadece 300 pl distile su ilave edildi. Daha sonra her bir kuyucuga bir A. segetum
larvas1 eklendi. Bu asamada kiiltiir kaplarinin kapaklart kapatildi, buharlagmay:
engellemek i¢in Parafilmle sarildi ve 25 °C’ye ayarli etiivde karanlik ortamda 10 giin
bekletildi. Sonuglar giinliik takip edildi. Olii larvalar kaptan ¢ikartilarak Stereo mikroskop

altinda diseksiyon yapildi ve 6liimiin nematod enfeksiyonundan olup olmadig: belirlendi.

2.9.2. Entomopatojen Nematodlarmn Gryllotalpa gryllotalpa (L.) (Orth.:
Gryllotalpidae) Uzerindeki Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilan Gryllotalpa gryllotalpa (Danaburnu) erginleri Trabzon ili
Akcaabat ilgesi sebze bahgelerinden toplandi. Plastik kaplar i¢inde laboratuara getirilen G.
gryllotalpa erginleri, deneyler baslayana kadar patates ile beslendi. Biyotestlerde
kullanilacak I3 nematodlar, Galleria mellonella larvalarinda in vivo olarak ¢ogaltildi ve

depolandi. Kullanilan nematod kiiltiirlerinin en fazla 3 haftalik olmasina dikkat edildi.
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Entomopatojen nematod izolatlarinin danaburnu bdcegi iizerindeki insektisidal
etkilerini belirlemek i¢in yapilan biyotest ¢aligmalar1 Kaya ve Stock (1997) ve Ansari ve
arkadaslarina (2003) gore degistirilerek yapildi. Biyotest ¢alismalar1 ¢gap1 6 cm olan 5 tane
plastik kap icerisinde 3 tekrarli seklinde yapildi ve her bir nematod izolati1 i¢in 15 bdcek,
tic farkli sayida nematod olacak sekilde ve 15 kontrol kab1 olmak tizere toplam 135 ergin
bocek kullanildi. Her bir kaba 20 gr steril edilmis dere kumu ile karistirilmis toprak
dolduruldu. Uglii grup igin her birinin icerisine 1000 1Js/1000 pl, 3000 1Js/1000 pl ve 5000
1Js/1000 pl distile su olacak sekilde infektif juveniller eklendi. Kontrol grubu igin ise her
kuyucuga sadece 1000 pl distile su ilave edildi. Daha sonra her bir kuyucuga orta boyda
G. gryllotalpa erginleri konuldu. Bu asamada kaplarinin kapaklari kapatildi, buharlasmay1
engellemek i¢in Parafilmle sarildi 25 °C’ye ayarli etiivde karanlik ortamda 10 giin
bekletildi. Larvalarin 6liip 6lmedigi giinliik takip edildi. Olii larvalar kaptan ¢ikartilarak
Stereo mikroskop altinda diseksiyon yapildi ve 6liimiin nematod enfeksiyonundan olup

olmadigi kontrol edildi.

2.9.3. Entomopatojen Nematodlarin Agriotes spp. (Col: Elateridae) Uzerindeki
Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilan Agriotes spp. (Tel kurdu) larvalari Trabzon ilindeki sebze
bahgelerinden toprak kazilarak toplandi. Plastik kaplar igersinde laboratura getirilen
larvalar deneyler baslayincaya kadar toprak icersinde oda sicakliginda tutuldu.
Biyotestlerde kullanilacak 1J nematodlar, Galleria mellonella larvalarinda in vivo olarak
cogaltildi ve depolandi. Kullanilan nematod Kkiiltiirlerinin en fazla 3 haftalik olmasina
dikkat edildi.

Entomopatojen nematod izolatlarinin tel kurdu bocegi tizerindeki insektisidal
etkilerini belirlemek i¢in yapilan biyotest ¢aligmalar1 Kaya ve Stock (1997) ve Ansari ve
arkadaslarina (2003) gore degistirilerek yapildi. Bir nematod tiirii i¢in, biyotest ¢aligmalari
6 cm olan 3 tane plastik kap icerisinde 3 tekrarl seklinde yapildi ve her bir nematod izolati
icin 9 bocek, ti¢ farkli sayida nematod olacak sekilde ve dokuz kontrol kab1 olmak iizere
toplam 81 ergin bocek kullanildi. Her bir kuyucuga (3 cm c¢apinda) 10 gr. steril edilmis
dere kumu ile karistirilmis toprak dolduruldu. Uglii grup igin her birinin igersine 1000
1Js/300 pl, 3000 1Js/300 ul ve 5000 1Js/300 ul distile su olacak sekilde infektif juveniller
eklendi. Kontrol grubu i¢in ise her kuyucuga sadece 300 pl distile su ilave edilmistir. Daha
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sonra her bir kuyucuga bir Agriotes spp. larvasi eklendi. Bu asamada kiiltiir kaplarinin
kapaklar1 kapatildi, buharlagmay1 engellemek i¢in Parafilmle sarild1 25 °C’ye ayarl etiivde
karanlik ortamda 10 giin bekletildi. Larvalarm &liip 6lmedigi giinliik takip edildi. Olii
larvalar kaptan c¢ikartilarak Stereo mikroskop altinda diseksiyon yapildi ve Oliimiin

nematod enfeksiyonundan olup olmadigi kontrol edildi.

2.10. Farkh Sicaklik Derecelerinin Infektivite ve Nematod Gelisimi Uzerine
Etkilerinin Tespit Edilmesi

Alt1 gozlii doku kiiltiir kaplarinin her bir géziine 2 gr steril ince kum dolduruldu. Bu
cukurlardan her birinin igerisine 100 1Js/100 pl olacak sekilde infektif juveniller eklendi
(Koppenhofer ve Kaya, 1999). Her izolat i¢in 4 kiiltiir kab1 kullanildir. Bu ¢alisma igin
4°C, 10°C, 15°C, 28°C ve 37°C, 40°C’sicaklik dereceleri se¢ildi. Nematod eklenerek
hazirlanan kaplar sicaklik ayarlamasi i¢in 1 saat siireyle uygulanacak sicaklik derecelerinde
tutuldu. Bu siire sonunda kaplarin her bir goziine bir Galleria mellonella larvasi konularak
kapaklar kapatildi. Deney diizeneginin nem miktari sabit kalsin diye kiiltiir kaplari, plastik
torbalar icerisinde deney sicakliklarinda bekletildi. Kontrol grubu olarak goézeneklere
sadece 100 ul distile su konulup daha sonra her gézenege bir Galleria mellonella larvasi
eklendi. Hazirlanan bu ortamlarin kurumasini 6nlemek igin deney diizenegi plastik torbalar

igerisine yerlestirildi.



3. BULGULAR

3.1. Toprak Orneklerinin Toplanmasi ve Entomopatojen Nematodlarin
I1zolasyonu

Trabzon ili Degirmendere Vadisi ve Altindere Milli Parki’indan deniz seviyesinden
2447 m yiikseklige kadar farkli alanlardan rastgele olarak segilen 98 yerden toprak
ornekleri alindi (Sekil 13). Toplam 98 alandan Galleria tuzak yontemiyle 8 farklhi
entomopatojen nematod izolasyonu gerceklestirildi (Tablo7). Izolatlarm 6 tanesi

Degirmendere havzasindan, 2 tanesi ise Altindere Milli Parki’ndan gergeklestirildi.
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Sekil 13. Trabzon ili Degirmendere Vadisi ve Altindere Milli Parki’ndan
nematod izolasyonu i¢in alinan toprak drneklerinin yerleri.
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Alman 98 toprak Orneginin 14 tanesi ekili tarim arazisinden, 25 tanesi akarsu
yatagindan, 52 tanesi c¢ayirlik alanlardan ve 7 tanesi ormanlik alanlardan toplandi. Ekili
tarim arazisinden alinan 14 toprak 6rneginden 1 tane, akarsu yatagindan alinan 25 toprak
orneginden 3 tane, cayirlik alanlardan alman alinan 52 toprak Orneginden 4 tane
entomopatojen nematod izole edilmistir. Ayrica, ormanlik alanlardan alinan 7 tane toprak

orneginden ise entomopatojen nematod tespit edilmemistir.

Tablo 7. Entomopatojen nematodlarin izole edildigi toprak orneklerinin enlem ve boylam

bilgileri.

o Sk DS ek s
10 E ;‘g ig 89 Ekili tarim arazisi
61 I;:I ;1(9): i(l): 156 Akarsu yatagi
80 I;:I ;1(9): ;1(9): 364 Orman kenar1 ve ¢ayirlik
81 I;:I ;‘(9): 2(9),, 404 Akarsu yatagi ve ¢ayirlik
83 I]::I ;‘8:: 23,’ 384 Akarsu yatagi ve ¢ayirlik
85 X ;‘8 if 365 Cayirhik
90 I;:I;‘g: gg,’ 2219 Camibogazi yaylasi, Cayirlik
93 II:ZI ;18;’ gg,’ 2447 Camibogag ay;ii-llllfl merkezi,

*(N: kuzey enlemi, E: dogu boylamini1 ifade etmektedir)
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3.2. izole Edilen Entomopatojen Nematodlarin Tiir Teshisleri

3.2.1. Molekiiler Ozellikler

Calismalar sonucunda izole edilen entomopatojen nematodlarin genomik
DNA’larin temizligi ve par¢alanmamis oduklari Agaroz jel elektroforeziyle teyit edildi
(Sekil 14).

Sekil 14. Izole edilen entomopatojen nematodlarm genomik
DNA’larinin % 1’lik agaroz jel goriintliisi.  M:
molekiiler isareti (1 kb), iist siradaki rakamlar izolat
numaralarimi gostermektedir.

3.2.1.1. Entomopatojen Nematodlarin ITS Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

Nematodlardan saflastirilan DNA 6rneklerinden identifikasyon amaciyla rRNA ITS
dizisinin ¢ogaltilmasina yonelik PCR calismalar1 yapildi. Bu calisma ig¢in Curen ITS
Primerlerini (Frw-5’-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3’) (Rw-5’-
ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3") kullanarak rRNA ITS bolgeleri ¢ogaltildi.
Izolatlara ait DNA’lar % 1’lik agaroz jelde yaklasik 750-850 baz ¢ifti biiyiikliigiinde
oldugu belirlendi (Sekil 15).
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Beklenilen biiyiikliikte ve istenilen temizlikte oldugu belirlenen PCR f{iriinleri sonra
PGEMT-Easy klonlama vektoriine aktarildi. Niikleotid sirasinin belirlenmesi i¢in dizin
analizi yapildi. Elde edilen sonuglar degerlendirildi. Dizin analizi islemi genlerin her iki
tarafindan olmak tiizere ¢ift yonlii gerceklestirildi. Farkli noktalardan izole edilen 8

entomopatojen nematodun rRNA ITS bolgesinin DNA dizin analizi yapildi (Ek 1).
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Sekil 15. Entomopatojen nematodlarin PCR ile ¢ogaltilan rRNA ITS
bolgesinin % 1°lik agaroz jel elektroforez goriintiisii. M:
molekiiler isareti (1 kb), list siradaki rakamlar izolat
numaralarimi gostermektedir.

3.2.1.2. Entomopatojen Nematodlarin 28S rRNA D2/D3 Alt Unite Bolgeleri

Genomik DNA izolasyon kiti kullanilarak saflagtirilan genomik DNA’lar ile D2D3
Primerlerini (Frw-5’-ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3") (Rw-5’-
TCGGAAGGAACC AGCTACTA-3’) kullanarak izolatlarin 28S rRNA D2/D3 alt iinitesi
PCR ile gogaltildi. Izolatlara ait 750-850 baz ¢ifti biiyiikliigiinde DNA fragmentleri agaroz
jelde goriintiilendi (Sekil 16).
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Sekil 16. Entomopatojen nematodlarin 28S rRNA D2/D3 alt
initesinin % 1’lik agaroz jel elektroforez goriintiisii. M:
molekiiler isareti (1 kb), iist siradaki rakamlar ise izolat
numaralarini gostermektedir.

Entomopatojen nematodlarin 28S rRNA D2/D3 alt iinite bolgeleri, PCR ile
cogaltildiktan sonra pGEMT-Easy klonlama vektoriine aktarildi. Niikleotid sirasinin
belirlenmesi i¢in dizin analizi yapildi. Elde edilen sonuglar degerlendirildi. Dizin analizi
islemi genlerin her iki tarafindan olmak iizere ¢ift yonlii gerceklestirildi. Farkli noktalardan
izole edilen 8 entomopatojen nematodun 28S rRNA D2/D3 alt iinite bolgeleri DNA dizin
analizi yapildi (Ek 2).

3.2.1.3. Entomopatojen = Nematodlarin DNA  Dizi  Sonuc¢larimin
Degerlendirilmesi

Farkli noktalardan izole edilen 8 entomopatojen nematodun rRNA ITS bdlgesinin
(Ek 1) ve 28S rRNA D2/D3 alt tinite bolgelerinin (Ek 2) DNA dizin analizi sonrasinda, baz
siralart NCBI Gen Bank’taki verilerle karsilastirildi. Blast sonucuna gore 8 nematodun tiirii
tespit edildi (Tablo 8). Bu sonuglara gére 10 numarali izolatin Steinernema carpocapsae,
61, 80, 83, 85 ve 90 numarali izolatlarin Steinernema feltiae, 81 numarali izolatin ise
Steinernema kraussei oldugu belirlendi. Steinernema cinsine ait oldugu tespit edilen 93

numarali izolatin ise tiir tayini yapilamada.
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Tablo 8. izolatlarin DNA dizi analizine gére tiir tayinleri.

ITS Bolgelerine gore  D2D3 Bolgelerine gore

izolat .
numarasi Tiir ach B lik B lik
Bityiiklik 20 '€ Biiyiiklik 2o
orani orani
10 Steinernema carpocapsae 772 bp %99 826 bp %99
61 Steinernema feltiae 772 bp %99 819 bp %99
80 Steinernema feltiae 943 bp %99 880 bp %99
81 Steinernema kraussei 767 bp %99 873 bp %99
83 Steinernema feltiae 943 bp %99 822 bp %99
85 Steinernema feltiae 772 bp %99 795 bp %99
90 Steinernema feltiae 782 bp %99 869 bp %99
93 Steinernema sp. 778 bp %92 749 bp %97

3.2.2. Morfometrik Ozellikler

Caligmalar sonucunda tespit edilen entomopatojen nematodlarin infektif
juvenillerinin ve erkek bireylerinin morfolojik ve morfometrik o6lgiimleri yapildi.
Olgiimlere ait veriler Tablo 9 ve Tablo 10°da, yer almaktadir. Olgiimlere ait verilerde S.

feltiae izolatlarindan sadece birinin 6lgiileri alinmustir.
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Tablo 9. izolatlarin infektif jiivenil bireylerinin morfometrik lgiimleri.

Izolat W EP NR ES T a b ¢ D% E%
numarasi
S (10) 558 25 32 85 120 53 22 46 105 26,6 60
.carpocapsae
*nfektif 438- 20- 30- 76- 103- 46- 19- 4- 9,1- 23- 54-
jiivenil 650 30 60 99 190 61 24 48 11,2 28 66
(61) S. feltiae 849 26 62 99 136 81 33 6,2 104 455 77
*nfektif 736- 22- 53- 88- 115- 70- 29- 53- 92- 45- 69-
jiiveenil 950 29 67 112 150 92 33 6,4 12,6 51 86
8BS 989 34 66 na 132 70 29 74 14 50 94
kraussei
*nfektif 797- 30- 50- 99- 119- 63- na na na na na
jivenil 1102 36 66 111 145 86
(93) S. sp. 856 25 56 94 138 80 34 6,2 98 485 70
*nfektif
e na na na na na na na na na na na
Jiivenil
* (L: viicut uzunlugu, W: viicut genigligi, EP: anterior-bosaltim aciklig1

uzakligi, NR: anterior-sinir halkas1 uzakhigi, ES: Ozofagus uzunlugu, T: kuyruk
uzunlugu, a: L/W, b: L/ES, c: L/T, D%: EP/ES x 100, E%: EP/T x 100, *infektif
jivenil: 3. evre infektif jiivenillerin en diisiik ve en yiiksek standart 6lciitleri, na: 6l¢ii

yok).
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Tablo 10. izole edilen entomopatojen nematodlardan erkek bireylerin morfometrik

Ol¢iimleri.
izolat numarasi SL GL w D% GS MUC
(10) S. carpocapsae 63 47 101 43 0,74 Var

S. carpocapsae icin Standart

ey 58-77 39-55 77-130 27-55 0,59-0,88
Olgiiler
(61) S. feltiae 69 41 75 61 0,59 Var
S. feltiae igin Standart dlgiiler 65-77 34-47 60-90 na 0,52-0,61
(81) S. kraussei 56 35 118 52 0,62 Var
S. krausei i¢in Standart 6lgiiler 52-57 23-38 110-144 na na
(93) S. sp 70 40 72 57 0,57 Ver
e ' yok
S. sp. i¢in Standart dlgiiler na na na na na

* (SL: spikiil uzunlugu, GL: gubernakulum uzunlugu, W: viicut genisligi, D%:
EP/ES, GS: gubernakulum uzunlugu/spikiil, MUC: mukron, EP: anterior-bosaltim
aciklig1 uzakligi, ES: Ozofagus uzunlugu, na: 6l¢ii yok).

3.3. Filogenetik Analiz

DNA dizi analizleri yapilan, entomopatojen nematodlarin rRNA ITS gen bolgeleri
esas alinarak PAUP 4.0 (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) Filogenetik Agag
Programu ile tespit edilen tiirlerin birbirleri arasindaki akrabalik derecesi belirlendi (Sekil
17). . Elde edilen veriler sonucunda Steinernema feltiae tiirleri arasinda cografik
farkliliklarin oldugu tespit edildi. Steinernema kraussei tiirii ise tanimlamasini yaptigimiz
tirler arasinda uzak akraba oldugu goriildi. Steinernema carpocapsae tiiriiniin
Steinernema feltiae tiirii ile benzer 6zellik gosterdigi ve Steinernema sp. tiiriiniin ise diger

tiim izolatlardan farkli oldugu tespit edildi.
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Sekil 17. Tirt tespit edilen entomopatojen nematodlar arasindaki akrabalik
derecelerini  gosteren  filogenetik agac. Dis grup olarak

Caenorhabditis elegans alinmistir.

3.4. Entomopatojen Nematodlarla Simbiyotik Olarak iliskili Bakterilerin
Ozellikleri

3.4.1. Simbiyotik Bakterilerin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Entomopatojen nematodlarla simbiyotik yasayan bakterilerin biyokimyasal
Ozellikleri yapilan karakteristik testlerle belirlendi. Farkli karbon kaynagi igeren Nutrient
Broth besiyerine bakteriler ekim yapilarak 28 °C de 14-18 saat inkiibasyonu yapildi. Buna

gore elde edilen veriler Tablo 11°de yer almaktadir.



Tablo 11. izole edilen entomopatojen nematodlarla simbiyotik yasayan bakterilerin

biyokimyasal 6zellikleri

Bii“gltgai;’f' 10 61 80 81 83 85 90 93
Lipolysis
Tween 20 + + + + + + + +
Tween 40 + + + + + + + +
Tween 60 + - - - - - - -
Tween 80 - + - + - - - -
Karbon kaynaklarinin kullanim
D-Riboz Z+ Z+ Z+ Z+ Z+ Z+ Z+ Z+
D-Fruktoz + + + + + + + +
Inositol + Z+ Z+ - Z+ Z+ Z+ -
D-Maltoz + + + + + + + +
D-Glukoz + + + + + + + +
D-Mannoz + + + + + + + +
a-Laktoz - - - - - - - -
Sitrat - + + - + + + -
Diger biyokimyasal aktiviteler
H2S - - - - - - - -
Ure - - - - - - - -
Redli\illttsr?;onu ) Z* Z* Z+ Z+ Z+ Z+ Z+
Indol i i i i i i i )
Uretimi
Jelatin i i ) ) i ) )
Hidrolizi

(+:Pozitif, -:Negatif, Z+:Zay1f pozitif)

3.4.2. Simbiyotik Bakterilerin Molekiiler Ozellikleri

Calismalar sonucunda elde edilen entomopatojen nematodlarla simbiyotik yasayan

bakterilerden izole edilen genomik DNA’lar agaroz jel elektroforeziyle teyit edildi (Sekil

18.).
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Sekil 18. Entomopatojen nematodlarla  simbiyotik  yasayan
bakterilerden izole edilen genomik DNA’larin % 1’lik
agaroz jel goriintiisii. M: molekiiler isareti (1 kb), {ist
siradaki rakamlar izolat numaralarini gostermektedir.

Genomik DNA izolasyon Kkiti kullanilarak saflagtirilan genomik DNA’lar ile 16S
rRNA Primerlerini (Frw-5’-ACGGGCGGTGTGTACAAG-3’) (Rw-5’-
AGAGTTTGATCITGGCTCAG-3’) kullanarak simbiyotik bakterilerin 16S rRNA gen
bolgeleri PCR ile ¢ogaltildi. Bakterilere ait yaklagik 1500 baz cifti biiyiikliiglinde DNA
fragmentleri, agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 19).
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Sekil 19. Entomopatojen nematodlarla simbiyotik yasayan bakterilerde
PCR ile ¢ogaltilan 16S rRNA gen bolgesinin % 1°lik agaroz
jel elektroforez goriintiisii. M: molekiiler isareti (1 kb), iist
siradaki rakamlar ise izolat numaralarini1 gostermektedir.

Entomopatojen nematodlarla simbiyotik yasayan bakterilerin 16S rRNA gen
bolgesi, PCR ile ¢ogaltildiktan sonra Promega pGEMT-Easy klonlama vektoriine aktarildi.
Niikleotid sirasinin belirlenmesi i¢in dizin analizi yapildi. Elde edilen sonuglar
degerlendirildi. Dizin analizi islemi genlerin her iki tarafindan olmak iizere cift yonlii
gerceklestirildi. Farkli noktalardan izole edilen 8 entomopatojen nematodun simbiyotik
bakterileri 16S rRNA gen bolgesinin DNA dizin analizi tamamlandi (Ek 3).

Farkli noktalardan izole edilen 8 entomopatojen nematodun simbiyotik bakterileri
16S rRNA bolgesinin DNA dizin analizi sonrasinda, baz siralart NCBI Gen Bank’taki
verilerle karsilastirildi. Blast sonucuna gore tiirii tespit edilen bakteriler Tablo 12’de
belirtilmistir.
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Tablo 12. izole edilen entomopatojen nematodlarla simbiyotik yasayan bakterilerin rRNA
gen dizilerinin benzerlik oranlari

izolat  Simbiyotik Bakteri En tor:(fg;gj‘lir']dlilgeimato 4 Biiyiiklik Be:rzfr:l"k
10  Xenorhabdus nematophila  Steinernema carpocapsae 1467 bp %99
61 Xenorhabdus bovienii Steinernema feltiae 1370 bp %99
80 Xenorhabdus bovienii Steinernema feltiae 1474 bp %99
81 Xenorhabdus bovienii Steinernema kraussei 1484 bp %99
83 Xenorhabdus bovienii Steinernema feltiae 1511 bp %99
85 Xenorhabdus bovienii Steinernema feltiae 1498 bp %99
90 Xenorhabdus bovienii Steinernema feltiae 1559 bp %99
93 Xenorhabdus bovienii Steinernema sp. 1441 bp %99

Etkileri

(Lepidoptera: Noctuidae) Uzerindeki Insektisidal Etkileri

3.5. Entomopatojen Nematodlarin Zararh Bécekler Uzerindeki Insektisidal

3.5.1. Entomopatojen Nematodlarin Agrotis segetum (Denis & Schiff.)

Izole edilen nematodlara ait infektif jiivenillerin oram1 1000 1Js/300ul olacak

sekilde sayildiktan sonra Agrotis segetum bdceginin larvalari tizerinde yapilan insektisidal

aktivite sonuglarinda nematodlar, 10 numarali izolat igin %95,8; 80 numarali izolat igin

64,5; 81 numarali izolat i¢in 54,1; 93 numaral1 izolat i¢in 91,6; ve 61, 83, 85, 90 numaral

izolatlar i¢in %100 oranlarinda etki gostermistir (Sekil 20).

3000 1Js/300ul oranindaki infektif jiivenil ile enfekte edilen Agrotis segetum

boceginin larvalari lizerinde yapilan insektisidal aktivitesi sonuglarinda nematodlar, 81

numaral1 izolat i¢in %83,3 ve 10, 61, 80 , 83, 85, 90, 93 numaral1 izolatlar i¢in %100

oranlarinda etki gostermistir (Sekil 21).

5000 1Js/300ul oranindaki infektif jiivenil ile enfekte edilen Agrotis segetum

boceginin larvalar1 {izerinde yapilan insektisidal aktivitesi sonug¢larinda nematodlar, tiim

izolatlarda % 100 oraninda etki gostermistir (Sekil 22).
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Sekil 20. Izolatlarn 1000 1Js/300ul oraninda infektif jiivenillerinin, Agrotis
segetum (Denis & Schiff.) (Lep.: Noctuidae) tiizerindeki etkileri.
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Sekil 21. Izolatlarn 3000 1Js/300ul oraninda infektif jiivenillerinin, Agrotis
segetum (Denis & Schiff.) (Lep.: Noctuidae) iizerindeki etkileri.
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Sekil 22. Izolatlarn 5000 1Js/300ul oraninda infektif jiivenillerinin, Agrotis
segetum (Denis & Schiff.) (Lep.: Noctuidae) iizerindeki etkileri.

3.5.2. Entomopatojen Nematodlarm Gryllotalpa gryllotalpa (L.) (Orth.:
Gryllotalpidae) Uzerindeki Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Izole edilen nematodlara ait infektif jiivenillerin oran1 1000 1Js/1000ul (Tablo 16),
3000 1Js/1000ul (Tablo 17) ve 5000 DJs/1000ul olacak sekilde sayildiktan sonra
Gryllotalpa gryllotalpa bdoceginin erginleri {izerinde yapilan insektisidal aktivite

sonuglarinda tiim oranlardaki nematodlarda herhangi bir etki gozlenmemistir.

3.5.3. Entomopatojen Nematodlari Agriotes spp., (Col: Elateridae) Uzerindeki
Insektisidal Etkileri

Izole edilen nematodlara ait infektif jiivenillerin oran1 1000 1Js/300ul (Tablo 19),
3000 1Js/300ul (Tablo 20) ve 5000 1Js/300ul olacak sekilde sayildiktan sonra Agriotes spp.
boceginin larvalar1 iizerinde yapilan insektisidal aktivite sonuglarinda tiim oranlardaki

nematodlarda herhangi bir etki gézlenmemistir.



60

3.4. Farkh Sicaklik Derecelerinin Infektivite ve Nematod Gelisimi Uzerine
Etkileri

Izole edilen 8 entomopatojen nematodun infektif jiivenil evrelerinin farkli sicaklik
derecelerinin infektivite ve nematod gelisimi {izerindeki etkileri belirlendi. Sicaklik
denemelerinde izole edilen tiim infektif jiivenil nematodlar, 4 °C de Galleria mellonella
larvalarmi enfekte etmedigi belirlendi. 10 °C de ise yanlizca 81 numarali izolatin enfekte
ettigi, 15 °C, 28 °C ve 37 °C lerde ise tiim izolatlarin enfekte ettikleri belirlendi. Ayrica 37
°C 81 numarali izolat disindaki nematodlarda herhangi bir degisiklik gézlenmezken bu
nematodun infektif jiivenil boylarinda kisalma oldugu goézlendi. 40 °C de ise tiim

izolatlarin enfekte etmedigi belirlendi (Tablo 13).

Tablo 13. Farkli sicakliklarin izole edilen entomopatojen nematodlarin infektif jiivenil
evrelerinin Galleria mellonella larvalar tizerindeki enfeksiyonuna ve nematod

gelisimine etkileri.

Sicakhik 10 61 80 81 83 85 90 93
4°C EY EY EY EY EY EY EY EY
10 °C EY EY EY +/N EY EY EY EY

15°C +/N +/N +/N +/N +/N +/N +/N +/N
28 °C +/N +/N +/N +/N +/N +/N +/N +/N
37°C +/N +/N +/N +/BK +/N +/N +/N +/N
40 °C EY EY EY EY EY EY EY EY

*(+: Enfeksiyon pozitif, EY:Enfeksiyon yok, N: Normal gelisim, BK: Boyda
kisalma)



4. TARTISMA

Giliniimlizde zararli boceklerle miicadelede, kimyasal ilaglarin yerini biyolojik
miicadele materyalleri almaktadir. Bu materyaller arasinda en yaygin olanlar
entomopatojen organizmalardir. Bunlar; virlisler, bakteriler, protozoanlar, funguslar ve
nematodlardir. Bu patojenlerin, zararli bocekler iizerinde kullanimina bakildiginda,
birbirileri arasinda biiyiik farkliliklarin  oldugu goriilmektedir. Bunlar arasinda
entomopatojen nematodlarin 6zellikle hayatlarinin en az bir evresi toprakla baglantili olan
zararli bocek gruplar iizerinde etkili oldugu bilinmektedir.

Bu tez kapsaminda, Dogu Karadeniz Bolgesi Trabzon ili ¢evresinden alinan toprak
orneklerinden elde edilen EPN izolatlar1 tanimlamak ve karakterize etmek ve bolgede zarar
yapan bazi bdcek tiirleri iizerindeki insektisidal etkilerini belirlemek amacglanmistir. Bu
sayede Ozellikle bolgede zarar yapan yerel zararlilara karst etkili ve gilivenilir bir sekilde
kullanilabilecek bir biyolojik miicadele etmeni tespit edilmesi hedeflenmistir.

Entomopatojen nematodlarin, mikrobiyal miicadele kapsaminda diger patojenlere
kiyasla avantajli oldugu noktalar mevcuttur. Bu patojenlerin hareketli olmalari, konagini
aktif olarak aramalari, dar bir konak spektrumuna sahip olmalari ve uygun olmayan
kosullara kolayca uyum saglamalar1 gibi 6zellikler bu avantajlar arasindan bir kag1 olarak
siralanabilir. Bu sebepler dogrultusunda diinyada entomopatojen nematodlarin kullanimina
kars1 ilgi giin gectikge artmakta, hatta entomopatojen nematodlar aktif olarak mikrobiyal
miicadelede kullanilmaktadir.

Diinyada yaygin olarak kullanilan entomopatojen nematodlarin, adapte olmus
yasam alanlarinin bilinmesi, hangi zararli bocek gruplar iizerinde etkili oldugunun
Ogrenilmesi, bulunacak yeni tiirlerin etkilerinin tespit edilmesi ve genis alanlara ait tiir
taramasi ¢alismalariin yapilmasi énem kazanmistir. Yeni tiirlerin bulunmasi, arastirma
yapilan bolgedeki entomopatojen nematodlarin patojen Ozellikleri ve zararli bocek
gruplarinda etkinliklerinin tespit edilmesi bu 6nemlerin en temel sebebidir.

Calisma kapsaminda deniz seviyesinden baglayip, 2400 metre yiiksekligindeki
Cami Bogaz1 Yaylasina kadar olan degisik habitatlardan (Trabzon, Degirmendere Vadisi
ve Altindere Milli Parki) toprak 6rnekleri alindi (Sekil 13). Alinan toprak orneklerinden
entomopatojen nematodlar izole edildikten sonra, tanimlanmasi, karakterizasyonu ve bazi

zararli bocekler iizerindeki etkileri tespit edildi.
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Calismasi sonucunda Trabzon, Degirmendere Vadisi ve Altindere Milli Parki’ndan
alman 98 toprak Orneginden 8§ tane entemopatojen nematod izole edildi. Bdylece
orneklerde gerceklesen izolasyon sikligi %8’in iizerindedir. Bu oranin %8 tizerinde
olmasmin sebebinin alinan toprak Orneklerinin sinirli bir alan igerisinden ve cok sik
mesafelerden alinmasindan kaynaklandigi diisiiniilebilir.

Diinyanin  birgok yerinde yiiriitilen c¢esitli c¢alismalarda entomopatojen
nematodlarin ¢alisilan toprak drneklerinde bulunma oranlar1 Iskocya’da % 2,2 (Boag ve
ark., 1992), Tiirkiye’de % 2 ve % 4,72 (Hazir ve ark., 2003b; Ozer ve ark., 1995),
Portekiz’de % 3,9 (Rosa ve ark., 2000), Kore’de % 4,6 (Choo ve ark., 1995), italya’da % 5
(Ehlers ve ark., 1991), Etiyopya’da % 6,9 (Nguyen ve ark., 2004), Belgika’da % 8,47
(Miduturi ve ark., 1997), Endonezya’da % 11,7 (Griffin ve ark., 2000), Kosta Rika’da %
20,5 (Lorio ve ark., 2005), Arizona’da % 23,3 (Stock ve Gress, 2006), Amerika’da % 26,3
(Stock ve ark., 1999) olarak bulunmustur. Entomopatojen nematodlarin elde edilme
oranimin yiiksek oldugu calismalardan biri % 48,6 ile ingiltere’de (Hominick ve Briscoe,
1990), digeri ise % 53,8 ile Cek Cumhuriyeti’nde yiiriitiilmiis olan ¢aligmalardir (Mracek
ve ark., 1999).

Bu tez kapsaminda alinan 98 toprak 6rneginden izolasyonu yapilan entomopatojen
nematodlardan, 1 tanesi ekili tarim arazisinden, 3 tanesi akarsu yatagindan ve 4 tanesi
cayirlik alanlardan tespit edildi (Tablo 7). Izole edilen bu nematod tiirlerinin Steinernema
olmasi, tiim diinyada oldugu gibi (Steiner, 1996) yaptigimiz ¢alismada da bu tiirlerin deniz
seviyesinden yiikseklerde bulundugunu gostermistir.

Alinan 98 toprak Orneginin 14 tanesi ekili tarim arazisinden, 25 tanesi akarsu
yatagindan, 52 tanesi cayirlik alanlardan ve 7 tanesi ormanlik alanlardan toplandi. Ekili
tarim arazisinden alinan toprak Orneklerinden 1 tane, akarsu yatagindan alinan toprak
orneklerinden 3 tane, ¢ayirlik alanlardan alinan toprak 6rneklerinden 4 tane entomopatojen
nematod izole edildi. Ayrica ormanlik alanlardan alinan toprak Orneklerinden ise
entomopatojen nematod tespit edilmemistir. Bu sayilar nematodlarin bulunma sikli§inin
ekili tarim arazisinde %7, akarsu yataginda %12, cayirlik alanlardan alinan toprak
orneginde ise %4 oldugunu gostermistir. Yaptigimiz ¢alismada akarsu yataklarindan
alman toprak orneklerinden izole edilen entomopatojen nematod izolasyonu ekili tarim
arazisi, cayirllk ve orman alanlarina goére daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Entomopatojen nematodlarin suya bagimli canlilar oldugu disiiniildiigiinde akarsu

yataklarinda bulunma sikliklarinin yiiksek olmasinin nedenini agiklamaktadir. Ancak, bu
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tiir genel sonuclara varabilmek icin alinan toprak 6rnegi ve habitat ¢esitliliginin ¢ok daha
fazla olmas1 goz ardi edilmemelidir.

Calismada tespit edilen bazi tiirlerin iilkemizdeki ilk tespitleri 1995 yilinda
baslayan ve farkl1 bolgelerde yiiriitiilen arastirmalarla olmustur. Ulkemizde entomopatojen
nematodlarla ilgili yapilan ilk ¢alisma Ozer ve arkadaslarinin 1995 yilinda yapmis oldugu
aragtirmadir. Bu ¢alisma siiresince aldiklar1 106 toprak 6rneginin 5 tanesini pozitif olarak
tespit etmislerdir. Elde ettikleri 5 izolattan sadece Karadeniz Bolgesi’'nde Rize’de
bulduklar1 tiirti, Steinernema carpocapsae olarak tanimlamislardir. Ancak bu tiir daha
sonra Reid tarafindan Steinernema feltiae olarak tekrar tanimlanmistir (Hominick ve ark.,
1996). Diger dort Steinernema izolat1 ise sadece cins diizeyinde tanimlanmistir (Hazir ve
ark., 2003b). Tim bu calismalarin yakin zamanda olmasi, ililkemizde entomopatojen
nematod ¢alismalarinin az olmasi bu alanin gelecek vaad eden bir bilim dali oldugunu
gostermektedir.

Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde yapilan bu arastirmada, en yaygin entomopatojen
nematod tiirli, 8 pozitif 6rnegin 5’ini olusturan Steinernema feltiae tiirtidiir (Tablo 8). Bu
tiirlin, diinyada en yaygin bulunan tiirler oldugu daha 6nce yapilan calismalarda da
belirlenmistir (Hominick ve ark., 1996). Steinernema feltiae tropik bolgelerden soguk
iklimlerin hakim oldugu bolgelere kadar her yerden tespit edilmistir ama daha ¢ok soguk
iklim bolgelerine adapte olmus ve genelde kiyidan uzak kesimlerden elde edilmistir
(Wright, 1992; Hominick ve ark., 1996).

Bu arastirmada deniz seviyesinden baslayip, 2400 metre yiiksekligindeki Cami
Bogaz1 Yaylasina kadar olan degisik habitatlardan incelemelerde bulunuldu. Yapilan bu
aragtirmalar sonucunda, deniz seviyesindeki entomopatojen nematod ¢esitliliginin, yiliksek
rakima gidildik¢e arttigi gdzlenmistir. Deniz seviyesinin bulundugu alanlarin yerlesim
yerleri oldugu, bu ylizden de tiir cesitliligi i¢in yasam alanlariin kisitlanmasi, tarim
alanlarinin yerlesim yerleri i¢inde yok denecek kadar az olmasi ve gevre tahribati, bunun
sebepleri arasinda gosterilebilir. Tiim bunlarin aksine Dogu Karadeniz Bdlgesi’ndeki
zengin ekosistemin tiir ¢gesitliligi izerinde olumlu etkisi oldugu da diistiniilmelidir.

Gilintimiizde ribozomal RNA iizerindeki ITS bolgeleri karsilastirilarak tespit edilen
25.000 nematod tiiriiniin molekiiler identifikasyonlar1 yapilmistir. Ancak bilim adamlari
tanimlanmamis 20 milyon nematod tiirii daha oldugunu tahmin etmektedir (Crow 2002).

Diger okaryotik organizmalarda oldugu gibi entomopatojen nematodlarin tiirlinii

belirlemede PCR’a dayali dizi analizi yontemlerinde son yillarda secilmis hedef bolgelerin
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biri ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgeleridir. Bu bolge, bakterilerde 16S ve 23S
rRNA’lar1 kodlayan genler arasinda bulunan bir diziden olugmaktadir (Alpaslan 2003).
Ayrica 28S rRNA {izerinde bulunan D2 ve D3 bdlgelerinin dizi analizi ile de tiir teshisi
yapilmaktadir (Spiridonov, 2004).

Bu tez c¢alismasinda elde edilen 8 tane entomopatojen nematodun DNA izolasyonu
yapildiktan sonra ribozomal bolgelerde bulunan ve 18S, 5,8S ve 28S baz dizilerini igeren
ITS gen bolgeleri (Sekil 15) ile 28S baz dizisi tizerinde bulunan D2 ve D3 bolgeleri (Sekil
16) uygun primerler ile ¢ogaltildi. PCR ile gogaltilan bu gen bdélgelerinin yapilan dizi
analizleri sonucunda tespit edilen 8 tane entomopatojen nematodun Steinernema cinsine ait
oldugu belirlendi (Tablo8).

Entomopatojen nematodlarda morfometrik  6zellikler  belirlenirken  erkek
nematodlar tizerinde Ol¢iimler yapilir. Aymi tiir iginde erkek nematodlar (Tablo 10),
morfolojik ve tipik olarak degisiklik gostermezler. Ayrica morfolojik ozellikler jiivenil
nematodlar tizerinde de (Tablo 9) yapilmaktadir. Morfolojik ¢alismalar, enfeksiyondan
sonraki 4. glinden sonra yapilmalidir. Enfeksiyonun ilk giinlerinde ortamdaki jiivenillerin
gelisip, disi veya erkek bireyleri olusturmasi gerekmektedir. Bir haftalik kadavralarda
besin miktarinda azalmalar oldugundan erkek ve disi nematodlar tiirlerin devamlilig1 igin
besin olarak kendilerini feda ederler.

DNA dizi analizlerine gore belirlenen Steinernema cinsinin infektif jiivenil bireyleri
ile erkek bireylerinin morfolojik dl¢timleri yapildi. Nematodlar i¢in tipik 6zellik gosteren
viicut uzunlugu, viicut genisligi, anterior-bosaltim agiklig1 uzakligi, anterior-sinir halkasi
uzakligi, 6zofagus uzunlugu, kuyruk uzunlugu ayri1 ayr odlgiilerek belirlendi.

Teshisleri yapilan tiirler, ayn1 ve farkl tiirlerin disi ve erkek bireyleri ile ¢iftlestirme
testine alinarak dogru tanimlama yapilip yapilmadigi bir kez daha kontrol edildi. Bocek
kadavralarindan alinan her tiire ait disi bireyler, molekiiler dizi analizine gore ayn1 ve farkl
tir oldugu belirlenen erkek bireyleri ile ¢iftlestirme testine alindi. Galleria mellonella
boceginin hemoselinden alinan bir damla sivi icerisine konulan bireylerin ciftlestirme
testinde ayn tiire ait olmayanlarda erkek bireyin disi birey ile ¢iftlesmedigi gozlendi.

Tiir tanimlanmas1 ve akrabalik dereceleri belirlenen entomopatojen nematodlarla
simbiyotik yasayan bakterilerin izolasyonu yapilarak NBTA besiyerinde biiyiimeleri
saglandi. Bakteriler, niitrient agar ile hazirlanmis bu besiyeride bulunan bromothymol blue
indikator boyasini absorblarlar. Bu boya pH 7,6 iizerinde mavi, pH 6 dan asagidaki pH

larda sar1 renge doniisiir. Entomopatojen nematodlarla simbiyotik yasayan bakteriler
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Enterobacteriaceae familyasinin tiyeleridir ve bulunduklar1 ortamin pH sin1 bazik duruma
cevirirler. Bu nedenle NBTA da biiyliyen simbiyotik bakterilerin olusturduklar1 koloniler
mavi renk alir.

Saf kiiltiirleri elde edilen bakteri tiirlerinin belirlenmesi i¢in genomik DNA’larinin
izolasyonlar1 yapildi. Daha sonra DNA’lar1 lizerinde bulunan 16S rRNA gen bolgeleri, 16S
tiniversal primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi (Sekil 19). Cogaltilan 16S rRNA gen
bolgeleri, daha iyi ve giivenilir bir dizi analizi yapabilmek i¢cin Promega klonlama vektori
olan pGEMT-Easy vektoriine aktarildi. Daha sonra bu vektorii ¢ogaltmak i¢in E. coli DH
10p susuna elektrotransformasyonu gerceklestirildi. Klonlan plazmit vektorler sonra izole
edilip baz diziligleri belirlendi. Sonuglara gore tespit edilen bakterilerin bir tanesi
Xenorhabdus nematophila ve yedi tanesi ise Xenorhabdus bovienii oldugu tespit edildi
(Tablo 12). Bu bakterilerin birden fazla nematod tiirii ile iliskili oldugu bilinmektedir.
Fakat bir nematod tiiriinde sadece belirli bir tiir bulundugundan, bulunan sonuglar literatiir
ile karsilastirldi.

Tiir tayinleri yapilan 8 tane entomopatojen nematodun, Agrotis segetum (Denis &
Schiff.) (Lepidoptera: Noctuidae), Gryllotalpa gryllotalpa (L.) (Orth.: Gryllotalpidae) ve
Agriotes spp., (Col: Elateridae) tiirlerindeki ti¢ farkli bocek tizerinde etkisi farkli nematod
sayilari ile test edildi.

Calisma kapsaminda izole edilen 8 entomopatojen nematod ile yapilan testlerin
sonuglarina gére Agrotis segetum tiirli bocek tizerinde 1000 1Js/300ul infektif jiivenil ile
(Sekil 20) yapilan biyotest sonuglarinda %354,1-100 arasinda, 3000 1Js/300ul infektif
juvenil ile (Sekil 21) yapilan biyotest sonuglarinda 83,3-100 arasinda ve 5000 1Js/300ul
infektif jiivenil ile (Sekil 22) yapilan biyotest sonuglarinda ise %100 basar1 saglanmistir.

Gryllotalpa gryllotalpa tiirii bocek tizerinde 1000 1Js/1000 ul, 3000 1Js/1000 ul ve
5000 1Js/1000 pl ve Agriotes spp. tiirii bocek tizerinde 1000 1Js/300 pl, 3000 1Js/300 pl ve
5000 1Js/300 pl infektif jiivenil ile yapilan biyotestte herhangi bir enfeksiyon
ger¢eklesmemistir.

Calisma kapsaminda tiirii tespit edilen nematodlar, Lepidoptera grubu boceklerde
enfeksiyona sebep olmaktadir. Izole edilen 8 entomopatojen nematodun Lepidoptera grubu
bocekler ilizerinde etkili olmasi beklenilen bir sonuctur. Ayrica bu nematod tiirlerinin
Coleoptera grubunda etkili olmadig1 daha onceki literatiir ¢alismalarinda (Poinar, 1979;

Koppenhofer ve Fuzy, 2003) oldugu gibi bir kez daha goriilmiistir.
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Entomopatojen nematodlarin biiyiik bolimii farkli gruplardan birgok bocegi konak
olarak kullanabilme o6zelligi tasimaktadir. Steinernema carpocapsae’nin farkli ordolardan
250’nin iizerinde bocek tiiriinii enfekte ettigi bilinmektedir (Poinar, 1979). Steinernema
scarabei gibi baz1 entomopatojen nematodlar ise sadece bir tek grup iizerinde patojenite
gosterebilmektedir (Koppenhofer and Fuzy, 2003).

Steinernema kraussei ve Steinernema feltiae’nin konak dagilimina bakildiginda bu
tiirlin sadece belli bir grup iizerinde patojenite gostermeyip, farkli familyalardan
boceklerde enfeksiyon olusturdugu belirlenmistir.

Nematodlarin farkli konak bulma stratejileri vardir. Tiire 6zgii olarak nematodlarda
farkli konak arama davraniglari mevcuttur. Bazilari konaklarini aktif olarak toprak
icerisinde arayip bulur. Bu tiir nematodlar, daha ¢ok toprak igerisinde hareketsiz duran
konaklar1 bulmaya uygun bir davranis sergilerler. Bazilar1 ise dur ve bekle taktigini
kullanarak toprak igerisinde fazla hareket etmezler. Bunlar hareketli konaklarin
yakinlarindan geg¢mesini beklerler. Bu iki tip davranigin disinda her iki davranigi da
gosterebilen bir ara grup mevcuttur. Bu guruba giren nematodlar duruma gore isterlerse
konaklarini aktif olarak ararlar ya da otur ve bekle yontemini kullanirlar (Lewis et al.,
2006). Steinernema kraussei ve Steinernema feltiae grubu (1Js uzunluklar1 700 um -1000
um) “intermediate” olarak adlandirilan bu son grup igerisinde yer almaktadir. Bunlar
toprak partikiilleri lizerinde ‘“niktasyon hareketi” yapmakta ancak si¢rayamamaktadirlar.
Bu yiizden Steinernema kraussei ve Steinernema feltiae’nin daha ¢ok toprak yiizeyine
yakin yerlerde bulunan konaklar iizerinde etkili bir nematod tiirii oldugu diigiiniilmektedir.

Yapilan laboratuar denemelerinde, yiiksek iireme potansiyeli ve soguga gosterdigi
olaganiistli adaptasyonuyla Steinernema kraussei ve Steinernema feltiae iyi bir biyolojik
miicadele etmeni olabilecek potansiyel gostermektedir. Bu durum o&zellikle toprak
icerisinde larva ya da pupa seklinde ki1 gegiren bocek tiirleri iizerinde, etkin bir biyolojik
kontrol saglayacaktir. Ancak saha uygulamalarinda, toprak ekosistemindeki karmasik
abiyotik ve biyotik etkilesimler nedeniyle, farkli sonuglarin alinabilecegi unutulmamalidir.

Trabzon, Degirmendere Vadisi ve Altindere Milli Parki’ndan alinan toprak
orneklerinden izole edilen entomopatojen nematodlarin farkli sicakliklardaki infektivite
oranlar1 tespit edildi. Buna gore izole edilen entomopatojen nematodlarin infektivite
oraninin en yiiksek oldugu sicakligin 15 ile 37 °C arasinda oldugu belirlendi (Tablo 13).

Molyneux (1986), Heterorhabditis ve Steinernematid’lerin bir¢ok izolat1 ile yaptig1

calismada Steinernematid’lerin diisiik sicaklik derecelerinde konaklar1 bulup enfekte
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etmede daha aktif olduklarini ortaya koymustur. Buna paralel olarak kuzey-bati Avrupa’da
Heterorhabditis’lerin nadiren bulunusu diigiik sicakligin bu grup iizerinde smirlayict bir
faktor oldugunu gostermistir. Biitlin bu bilgiler dogrultusunda Steinernematid’lerin
Heterorhabditis’lere oranla diisiik sicakliklara daha iyi adapte oldugu ve canliliklarini
siirdiirmede daha basarili olduklar1 sdylenebilmektedir (Mracek and Webster,1993).

Pek ¢ok ¢alismada nematodlarin izole edildikleri bolgenin klimatik 6zellikleriyle bu
nematodlarin  biiyliyebildikleri uygun sicaklik araliklar1 arasinda bir korelasyon
bulundugunu gostermistir (Molyneux, 1985; Kung et al., 1991). Tiirkiye 7 farkli cografik
bolgeye sahip olup bolgeler arasinda biiyiik iklimsel farkliliklar bulunmaktadir. Tiirkiye’de
daha once yapilan aragtirmalarda Steinernema feltiae, Steinernema affine, Steinernema
carpocapsae, Steinernema anatoliense ve Heterorhabditis bacteriophora tiirleri izole
edilmistir (Ozer et al., 1995; Susurluk et al, 2001; Hazir et al., 2003, 2004). Bunlar
igerisinde Steinernema feltiae ve Steinernema affine disindakiler sicak iklime adapte olan
tirlerdir.

Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki yapilan bu arastirmada, en yaygin entomopatojen
nematod tiirlerinden 8 pozitif 6rnegin 5’ini Steinernema feltiae tiirti olusturmustur. Bu
tiriin, diinyada en yaygin bulunan tiirler oldugu daha Once yapilan c¢alismalarda da
belirlenmistir (Hominick ve ark., 1996). Steinernema feltiae tropik bolgelerden soguk
iklimlerin hakim oldugu bolgelere kadar her yerden tespit edilmistir Fakat daha ¢ok soguk
iklim bolgelerine adapte olmus ve genelde kiyidan uzak kesimlerden elde edilmistir
(Wright, 1992; Hominick ve ark., 1996). Steinernema feltiae Avrupa’da yapilmis birgok
calismada tespit edilmistir (Griffin ve ark., 1991).

Steinernema feltiae tiirii diinyadaki en yaygin entomopatojen nematod tiirii olarak
kabul edilmektedir. Bunun muhtemel nedeni, Steinernema feltiae tiiriiniin ya kitalar
ayrilmadan Once ortaya ¢ikmis bir tiir olmasi ya da etkin bir dagilim gosterebilen 6zellik
tasiyor olmasidir (Hominick ve ark., 1996). Tiirkiye’den ilk elde edilen entomopatojen
nematod tiirii de Steinernema feltiae’dir (Ozer ve ark., 1995). Daha &nce yapilan
calismalarda, Hazir ve ark (2003) tarafindan yapilan c¢alismada elde edilen 17
Steinernema’nin 10 tanesi yine Steinernema feltiae tiiriine ait bulunmus ve Tirkiye’deki en
yaygin entomopatojen nematod tiirii oldugu belirtilmistir.

Steinernema feltiae tim Avrupa’da kaydedilmis bir tiirdiir. Kuzey Avrupa’da bu tiir
genellikle en sik rastlanan tiirdiir (Griffin et al., 1991; Boag et al., 1992; Vainio et al.,
1994).
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Orta Avrupa’da ise Steinernema feltiae subdominant tiirdiir. Steinernema feltiae’nin
Alplerin eteklerinde ve Jura daglarinda dominant tiir olmasi, bu tiiriin diisiik sicakliga
adapte oldugu goriisiinii desteklemektedir (Hominick and Briscoe, 1990).

Steinernema feltiae’nin kirsal alanda daha ¢ok bulunmasi bu tiiriin dogal konaklari
olan ve bitki kokleri ile beslenen Lepidoptera larvalarinin (Noctuidae ve Hepialiidae) o
bolgelerde bulunmasi nedeniyledir (Poinar, 1990).

Steinernema feltiae kadar genis bir dagilim gostermemesine ragmen, H.
bacteriophora daha ¢ok tropik bolgelerde olmak iizere (Constatn et al., 1998), soguk
bolgelere kadar (Hominick et al., 1996) yayilim gosterebilmektedir.

Entomopatojen nematodlarin ekstrem sicakliklarda gosterdikleri enfektivite ve
ireme miktarlarindaki  farkliliklar, mutualistik olarak yasadiklar1  bakterilerin
ozelliklerinden de kaynaklanmaktadir. Ciinkii nematod-bakteri is Dbirliginde konak
oliimiinii gerceklestiren organizmanin bakteri oldugu bilinmektedir. Ozellikle diisiik
sicakliklarda enzim aktivitesi ve tireme gosterebilen bakteriler, birlikte olduklar
nematodlara bu diisiikk sicakliklarda enfektivite olusturma o6zelligi kazandirmaktadir.
Bakteriyal enzimlerin olusturulmasi ve sentezlenmesi sicaklikla dogrudan iligkilidir
(Boemare, 2002).

Calismada tiirii tespit edilen ve soguga adapte tiirler oldugu bilinen Steinernema
kraussei ve Steinernema feltiae’nin mutualistik iliski i¢inde oldugu Xenorhabdus bovienii
bakterisi 32°C’ye kadar iireyebilmektedir. Diger Xenorhabdus tiirlerinden X. nematophila
35°C; X. poinarii 40°C; X. bedingii 39 °C ve X. japonica 35 °C’ye kadar iireyebilmektedir
(Fischer- Le Saux et al., 1999; Boemare, 2002). Buradan da anlasilacagi tizere
Xenorhabdus bovienii tiirli bakteriler diger Xenorhabdus tiirlerine oranla yiiksek
sicakliklara kars1 daha az tolerans gostermektedir. Bu yiizden X. bovienii igin soguga
adapte nematodlarin simbiyontu adi1 verilmektedir (Boemare and Akhurst, 1988; Boemare,
2002).



5. SONUC

Bu c¢alisma sonucunda Trabzon, Degirmendere Vadisi ve Altindere Milli
Parki’ndan alinan toprak orneklerinden entomopatojen nematodlar izole edildikten sonra,
tanimlanmasi, karakterizasyonu ve bazi zararl bocekler tizerindeki etkileri tespit edildi.

Gergeklestirilen bu tez calismasi sonucunda Trabzon, Degirmendere Vadisi ve
Altindere Milli Parki’ndan alinan 98 toprak 6rneginden 8 tane entemopatojen nematod
izole edildi. Boylece orneklerde gergeklesen izolasyon sikligi yaklasik % 8’dir (Tablo 13).

Aliman 98 toprak 6rneginden izolasyonu yapilan entomopatojen nematodlardan, 1
tanesi ekili tarim arazisinden, 3 tanesi akarsu yatagindan ve 4 tanesi c¢ayirlik alanlardan
tespit edildi. Bu veriler nematodlarin bulunma sikhiginmn ekili tarim arazilerinde % 7,
akarsu yataginda %12 ve cayirlik alanlardan % 4 oldugunu gostermistir.

Elde edilen 8 tane entomopatojen nematodun molekiiler (Tablo 14) ve morfofolojik
Ozellikleri (Tablo 15) dikkate alinarak elde edilen sonuglara gore bu tiirlerin Steinernema
cinsine ait oldugu belirlendi.

Morfolojik, morfometrik ve molekiiler verilerin bir arada degerlendirilmesi
sonucunda elde edilen Steinernema cinsine ait nematodlarin, Steinernema carpocapsae,
Steinernema feltiae, Steinernema kraussei ve bu cinse ait yeni bir tiir oldugu diisiiniilen
Steinernema sp. oldugu tespit edildi.

Tanimlanmas: yapilan 8 tane entomopatojen nematodun aralarindaki akrabalik
derecelerini tespit etmek i¢cin PAUP 4.0 Filogenetik Agac¢ Programu ile filogenetik agac
grafigi ¢izildi. Elde edilen veriler sonucunda Steinernema feltiae tiirleri arasinda cografik
farkliliklarin oldugu tespit edildi. Steinernema kraussei tiirii ise tanimlamasini yaptigimiz
tirler arasinda uzak akraba oldugu goriildii. Steinernema carpocapsae tiiriiniin
Steinernema feltiae tiirii ile benzer 6zellik gosterdigi ve Steinernema sp. tiiriiniin ise diger
tiim izolatlardan farkli oldugu tespit edildi.

Erkek bireyler ve infektif jiiveniller izerinde yapilan morfometrik ¢alismalarda elde
edilen 6l¢iim sonuglarina gore S. kraussei tiiriiniin izole ettigimiz tiirler arasinda en biiyiik
tiir oldugu belirlendi.

Tiir tanimlanmast ve akrabalik dereceleri belirlenen entomopatojen nematodlarla
simbiyotik yasayan bakterilerin izolasyonu yapilarak NBTA besiyerinde biiyiimeleri

saglandi.
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Saf kiiltiirleri elde edilen bakterilerin tiirlerinin belirlenmesi i¢in yapilan molekiiler
caligmalarin sonucuna gore tespit edilen bakterilerin bir tanesi Xenorhabdus nematophila
ve yedi tanesi ise Xenorhabdus bovienii’dir.

Tir tammlanmas1 yapilan 8 tane entomopatojen nematodun, Agrotis segetum
(Denis & Schiff.) (Lepidoptera: Noctuidae), Gryllotalpa gryllotalpa (L.) (Orth.:
Gryllotalpidae) ve Agriotes spp., (Col: Elateridae) tiirlerindeki ti¢ farkli bocek tizerinde
etkisi farkli nematod sayilari ile test edildi.

Calisma kapsaminda izole edilen 8 entomopatojen nematodlar ile yapilan testlerin
sonuglarina gore Agrotis segetum tiirii bocek tizerinde 5000 1Js/300ul infektif jlivenil ile
yapilan biyotest deneyi ile besinci giin sonunda %100 basar1 saglanmistur.

Gryllotalpa gryllotalpa ve Agriotes spp. tiirii bocek tlizerinde 1000 1Js/1000 pl,
3000 1Js/1000 ul ve 5000 1Js/1000 pl infektif jiivenil ile yapilan biyotestte herhangi bir
enfeksiyon gerceklesmemistir.

Tim analiz ve degerlendirmeler sonucunda 61 numarali izolat olan Steinernema
feltiae’nin  Agrotis segetum bocegine karst mikrobiyal miicadele ajan1 olarak
kullanilabilecegi yapilan biyotest sonuglart ile tespit edilmistir.

Trabzon, Degirmendere Vadisi ve Altindere Milli Parki’ndan alinan toprak
orneklerinden izole edilen entomopatojen nematodlarin farkli sicakliklardaki infektivite
oranlar1 tespit edildi. Buna gore izole edilen entomopatojen nematodlarin infektivite
oraninin en yiiksek oldugu sicakligin,15 ile 37 °C arasinda oldugu tespit edildi. Bunlar
arasinda S. kraussei tiirii nematodun 37 °C de infektif jiivenillerinin boylarinda kisalma

oldugu tespit edildi.



6. ONERILER

Dogu Karadeniz ikliminin hakim oldugu Trabzon ilinde 6zellikle findik, ¢ay, tiitiin,
misir ve Kestane basta olmak iizere patates, kivi, cilek ve gesitli sebze meyve {iretimi
gerceklestirilmektedir. Birgok tarim iirlinlerinin yetistirilmesinden dolayi, bu bolgede ¢ok
sayida toprak alti zararlisi mevcuttur. Mikrobiyal miicadelede entomopatojen nematod
disindaki kullanilan diger zararli miicadele maddelerinin, konak seciciliginin az olmasi,
geride kalint1 birakmasi gibi olumsuz yonleri vardir. Entomopatojen nematodlarin konak
seciciliginin yiiksek olmasi, konagini hareketi ile aktif olarak bulmasi, geride kalinti
birakmamasi ve toprak altinda diger patojenlerin ulasamayacagi noktalara ulusabilmesi
gibi tstlinliikleri vardir.

Toprak, dogal yapisi itibariyle uygulanan insektisitlere karsi dogal bir bariyer
ozelligi tasimaktadir. Bu nedenle toprak alt1 zararlilariyla miicadele etmek oldukga zordur.
Oysa toprak dogal yasam ortamlart oldugu i¢in entomopatojen nematodlar agisindan boyle
bir bariyer s6z konusu degildir. Ayrica kimyasal insektisitlerin kullaniminin ¢evre ve insan
saglhigi acisindan ortaya ¢ikardigi olumsuz sonuglar, entomopatojen nematodlar i¢in gegerli
degildir. Bu nedenlerden dolayi elde edilen entomopatoejn nematod izolatlarinin gelecekte
bu bolgedeki zararli organizmalara karsi etkin bir mikrobiyal miicadele ajani olarak
kullanilmast miimkiin olabilecektir. Milyonlarca yillik bir siire¢ igerisinde bulundugu
cevreye uyum saglamis olan ve o bolgeye Ozgii entomopatojen nematod izolatlarinin
kullanilmas1 mikrobiyal miicadelenin bagsar1 oranini arttiracak en 6nemli unsur olacaktir.

Trabzon ilinin sahip oldugu cografik konum, arazi konumunun farkh
yiiksekliklerde olmast ve ¢ok sayida akarsu yataginin bulunmasi, bu bdlgenin
entomopatojen cesitliliginin fazla olacagini gostermektedir. Bolgede yeni tiirlerin tespit
edilebilecegi asikardir. Akarsu yataklari ile ayrilmig bir¢ok ekosistemin bulundugu
diisliniildiiginde yapilacak alan taramalarinin genisligini daraltip, cok sik toprak
orneklerinin alinmasi gerekmektedir.

Calismada elde edilen entomopatojen nematod tiirlerinin bolgedeki ekonomik
olarak Onemli olan zararlilara karsi basarili birer mikrobiyal miicadele etmeni olarak

kullanilabilme ihtimallerinin olabilecegi diistiniilmektedir.
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8. EKLER

EK 1.

TAGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAGCTAATATTTTCCTTTTTAATCAAGTTTTCG
CTGTTCGTTTCTAAGCTTTAACTTGATCTCTAACGGCTTTGAAAGGTTTCTACAGATGTT
TGGAGCAGTTGTATGAGCGTGACTGTGCTGATGAACATTGTACATTGTTATCTAAGCGTT
TCGATGTTTCTAGAATGCTTAGTGATGAGAATTAAAGAGGTCTGCTGACTCGCCATTCTT
TGATTGCTAACAAAAACGTTTTGTTTCGATAATTGTGTCACTCGTTGATGCATTTTTTAA
TTATCAAGTCTTATCGGTGGATCACTCGGTTCGTAGGTCGATGAAAAACGGGGCAAAAAC
CGTTATTTGGCGTGAATTGCAGACATATTGAGCGCTAAAATTTTGAACGCAAATGGCACT
AACAGGTTTTTATCTGTTAGTATGTTCAATTGAGGGTCTTTTGACTAGAATCTGGCAATC
GGCTGTGATTGCTTTTTCGGTAAGCTACTTTGCTTTTGTGAAGTACCTTTTCGGTATGGC
TATTTGATTGTCTAATGGATGTCTGGCTAGCTGTTTCTTTGCTAGACGTCTGCAATCATT
TGGCATTGCGTAGTGTTTGATTAATGGTTTAGCGCGTTTCTTGCTAACTGACTTTTACAC
AAGCAAGTGTAATACGTTTCTTAAAGTCAGCTCATTAATCAATGTGGTTTTCTGACTTGA
NTTTGTCGGTCAATTGTGCTATGCTCTGCTAATCTTTCGAACCTAGACTCCA

Ek 1. Sekil 1. 10 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (772 bp.)

TAGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAGCTAATATTTTCCTTTTTAATCAAGTTTTCG
CTGTTCGTTTCTAAGCTTTAACTTGATCTCTAACGGCTTTGAAAGGTTTCTACAGATGTT
TGGAGCAGTTGTATGAGCGTGACTGTGCTGATGAACATTGTACATTGTTATCTAAGCGTT
TCGATGTTTCTAGAATGCTTAGTGATGAGAATTAAAGAGGTCTGCTGACTCGCCATTCTT
TGATTGCTAACAAAAACGTTTTGTTTCGATAATTGTGTCACTCGTTGATGCATTTTTTAA
TTATCAAGTCTTATCGGTGGATCACTCGGTTCGTAGGTCGATGAAAAACGGGGCAAAAAC
CGTTATTTGGCGTGAATTGCAGACATATTGAGCGCTAAAATTTTGAACGCAAATGGCACT
AACAGGTTTTTATCTGTTAGTATGTTCAATTGAGGGTCTTTTGACTAGAATCTGGCAATC
GGCTGTGATTGCTTTTTCGGTAAGCTACTTTGCTTTTGTGAAGTACCTTTTCGGTATGGC
TATTTGATTGTCTAATGGATGTCTGGCTAGCTGTTTCTTTGCTAGACGTCTGCAATCATT
TGGCATTGCGTAGTGTTTGATTAATGGTTTAGCGCGTTTCTTGCTAACTGACTTTTACAC
AAGCAAGTGTAATACGTTTCTTAAAGTCAGCTCATTAATCAATGTGGTTTTCTGACTTGA
NTTTGTCGGTCAATTGTGCTATGCTCTGCTAATCTTTCGAACCTAGACTCCA

Ek 1. Sekil 2. 61 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (772 bp.)
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TGATTCTTTGGAACTTTGGCTTGATCTGTGAGTGTGGCTGCATGTGGGAGTGGCCTTGGT
CTGTCTCCTTGCGACACCTTGCTTGTGTAGCACCTTTGAGTGTCCGAGCATTGGTCTGGC
GGCTTTGTGCGACCGCAAGCCCTTTAATGTGGCAACAGGACTTTTTTTTTTTTTTTTTGN
GTANTGCGGAAGGATCATTATTGAGCTTATCCATTTACTTGGATTCAAATGAATCGAGCT
GAATTTTCGCTGTTCGTTTCAAAGCGTTGTATTCTCTCAACTAACGGCTATGAATGGTTT
CTATAGGTGTCTGGAGCAGTTGTATGAGCGTGACTGTGGTGATGGACATTTTGGTGGCTC
CTTAGTCGGGTCACTAGAATTAAAGAAGTCTGTTATGACTCGCCGTTCTTAAAAAACTTC
AATTAACGTTTGATCAATTTGACTGCACCAGCCGTAGGTGTACTTAAAGATTTATCAAGT
CTTGTCGGTGGATCACTCGGTTCGTAGTTCGATGAAAAACGGGGCAAAAACCGTTATTTG
GCGTGAATTGCAGACATATTGAACGCTAAAATTTTGAACGCAAATGGCACTATCAGGTTT
ATATTTGTTAGTATGTTTGGTTGAGGGTCGATTAATTCGTAACCTGCAGTCTTCTGTGAC
TGTTTTTTTGATTAGTTATTTGGTTTTTTTATCGAGTACCTTTTTGGAATGTGAATTTGA
TTGTTTAATTCGTTTCCCTAATCGAAACGAGCTATTTTTTATTTCTGTGCAATGTATTTT
TGGTGTTTCGGCGTTTTTCTTGCCGACTGATTGGTACAAACTTAACAGTTCGTATATTTT
TCAGAATTTTTCAGAGGCCCTTACAATACATCACTTGACACAACACGTATCGTTTGTCGA
GGAATTGCGCAAGAAAGAAACTTTCGTTTACGACCCCACTCCC

Ek 1. Sekil 3. 80 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (943 bp.)

GAGCTTATCCATTTACTTGGATTCAAATGAATCGAGCTGAATCTTTGCTGTTTGTTTCGA
AGCGATGTATTCTCTCAACTAACGGCTATGAAGGGTTTCTGTAGGTGTCTGGAGCAGTTG
TATGTGCGTGACTGTGGTGATGGACATTTGAGTTCTTCTGGAACTAGAATTAAAGAAGTC
TGATACGACTCGCCGTTCTTAAAAAACTTCAATTAACGTTTGAACAATTTGACTGCACCA
GCCGTAGGTGTAATTAAAGATTTATCAAGTCTTGTCGGTGGATCACTCGGTTCGTAGTTC
GATGAAAAACGGGGCAAAAACCGTTATTTGGCGTGAATTGCAGACATATTGAACGCTAAA
ATTTTGAACGCAAATGGCACTATCAGGTTTATATCTGTTAGTATGTTTGGTTGAGGGTCG
ATTAATTCGTAACTTGCAGTCCGCCGTGACTGTTCTTTCGATCAGCTACTTGATCTGCAT
TGCTGATCGAGTACCTGTTTGGTATGTAAACTTITTGATAGTCTAATTCGTTTCTTAATGT
AACGAGCTATCTTTGAATTCTGTGCGTTGTATCTTTGGTGTTTCGGCGCGTTTCTTGCCG
ACTGAATTGTACGGACGTAACAGTACGTATATGCTTCAATTTATTCAGATGCCCTAAGGT
TACATCACTCGACACAACACGTTTCGTITTGTTGAATAATTGCGCAAGAAAGAAACTTTTC
GTTTTACGACCTCAACTCAAGCAAGACTATCCGCTGACTTATAACCC

Ek 1. Sekil 4. 81 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (767 bp.)
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TGATTCTTTGGAACTTTGGCTTGATCTGTGAGTGTGGCTGCATGTGGGAGTGGCCTTGGT
CTGTCTCCTTGCGACACCTTGCTTGTGTAGCACCTTTGAGTGTCCGAGCATTGGTCTGGC
GGCTTTGTGCGACCGCAAGCCCTTTAATGTGGCAACAGGACTTTTTTTTTTTTTTTTTGN
GTANTGCGGAAGGATCATTATTGAGCTTATCCATTTACTTGGATTCAAATGAATCGAGCT
GAATTTTCGCTGTTCGTTTCAAAGCGTTGTATTCTCTCAACTAACGGCTATGAATGGTTT
CTATAGGTGTCTGGAGCAGTTGTATGAGCGTGACTGTGGTGATGGACATTTTGGTGGCTC
CTTAGTCGGGTCACTAGAATTAAAGAAGTCTGTTATGACTCGCCGTTCTTAAAAAACTTC
AATTAACGTTTGATCAATTTGACTGCACCAGCCGTAGGTGTACTTAAAGATTTATCAAGT
CTTGTCGGTGGATCACTCGGTTCGTAGTTCGATGAAAAACGGGGCAAAAACCGTTATTTG
GCGTGAATTGCAGACATATTGAACGCTAAAATTTTGAACGCAAATGGCACTATCAGGTTT
ATATTTGTTAGTATGTTTGGTTGAGGGTCGATTAATTCGTAACCTGCAGTCTTCTGTGAC
TGTTTTTTTGATTAGTTATTTGGTTTTTTTATCGAGTACCTTTTTGGAATGTGAATTTGA
TTGTTTAATTCGTTTCCCTAATCGAAACGAGCTATTTTTTATTTCTGTGCAATGTATTTT
TGGTGTTTCGGCGTTTTTCTTGCCGACTGATTGGTACAAACTTAACAGTTCGTATATTTT
TCAGAATTTTTCAGAGGCCCTTACAATACATCACTTGACACAACACGTATCGTTTGTCGA
GGAATTGCGCAAGAAAGAAACTTTCGTTTACGACCCCACTCCC

Ek 1. Sekil 5. 83 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (943 bp.)

TAGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAGCTAATATTTTCCTTTTTAATCAAGTTTTCG
CTGTTCGTTTCTAAGCTTTAACTTGATCTCTAACGGCTTTGAAAGGTTTCTACAGATGTT
TGGAGCAGTTGTATGAGCGTGACTGTGCTGATGAACATTGTACATTGTTATCTAAGCGTT
TCGATGTTTCTAGAATGCTTAGTGATGAGAATTAAAGAGGTCTGCTGACTCGCCATTCTT
TGATTGCTAACAAAAACGTTTTGTTTCGATAATTGTGTCACTCGTTGATGCATTTTTTAA
TTATCAAGTCTTATCGGTGGATCACTCGGTTCGTAGGTCGATGAAAAACGGGGCAAAAAC
CGTTATTTGGCGTGAATTGCAGACATATTGAGCGCTAAAATTTTGAACGCAAATGGCACT
AACAGGTTTTTATCTGTTAGTATGTTCAATTGAGGGTCTTTTGACTAGAATCTGGCAATC
GGCTGTGATTGCTTTTTCGGTAAGCTACTTTGCTTTTGTGAAGTACCTTTTCGGTATGGC
TATTTGATTGTCTAATGGATGTCTGGCTAGCTGTTTCTTTGCTAGACGTCTGCAATCATT
TGGCATTGCGTAGTGTTTGATTAATGGTTTAGCGCGTTTCTTGCTAACTGACTTTTACAC
AAGCAAGTGTAATACGTTTCTTAAAGTCAGCTCATTAATCAATGTGGTTTTCTGACTTGA
NTTTGTCGGTCAATTGTGCTATGCTCTGCTAATCTTTCGAACCTAGACTCCA

Ek 1. Sekil 6. 85 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (772 bp.)
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CAAGCCCTTTAATGTGGCAACAGGACTTTTTTTTTTTTTTTTTGNGTANTGCGGAAGGAT
CATTATTGAGCTTATCCATTTACTTGGATTCAAATGAATCGAGCTGAATTTTCGCTGTTC
GTTTCAAAGCGTTGTATTCTCTCAACTAACGGCTATGAATGGTTTCTATAGGTGTCTGGA
GCAGTTGTATGAGCGTGACTGTGGTGATGGACATTTTGGTGGCTCCTTAGTCGGGTCACT
AGAATTAAAGAAGTCTGTTATGACTCGCCGTTCTTAAAAAACTTCAATTAACGTTTGATC
AATTTGACTGCACCAGCCGTAGGTGTACTTAAAGATTTATCAAGTCTTGTCGGTGGATCA
CTCGGTTCGTAGTTCGATGAAAAACGGGGCAAAAACCGTTATTTGGCGTGAATTGCAGAC
ATATTGAACGCTAAAATTTTGAACGCAAATGGCACTATCAGGTTTATATTTGTTAGTATG
TTTGGTTGAGGGTCGATTAATTCGTAACCTGCAGTCTTCTGTGACTGTTTTTTTGATTAG
TTATTTGGTTTTTTTATCGAGTACCTTTTTGGAATGTGAATTTGATTGTTTAATTCGTTT
CCCTAATCGAAACGAGCTATTTTTTATTTCTGTGCAATGTATTTTTGGTGTTTCGGCGTT
TTTCTTGCCGACTGATTGGTACAAACTTAACAGTTCGTATATTTTTCAGAATTTTTCAGA
GGCCCTTACAATACATCACTTGACACAACACGTATCGTTTGTCGAGGAATTGCGCAAGAA
AG

Ek 1. Sekil 7. 90 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (782 bp.)

GAGTTGTAAAACGGAAAGTTTTTTTTCTTGGGCCATTTCCTGGACAAACGGATACGTGGT
GGTGTCAAAGGGTTGTATTGGAAGGGCCTTTGGAAAATTTTGAAAAATTATAGGAATTGA
TAAGTTTGGTCCCATTCAGTTGGCCAAGAAAAACGCCGAAACCCCAAAAAATACCTTGCC
ACAGAAATAAAAAATAGGTTGGTTTCGATTAGGAAAAGAATTAGACCATTAAATTCCCCT
TTCAAAAAGGTTCTTGATAAAAAAACCAAATAACTAATCGAAAAAACAGGTCACAGCAGA
CTGCAGGTTACGAATTAATCGACCCTCAACCAAACATAACACTGCAGGTTACGAATTAAT
CGACCCTCAACCAAACATAGGTGCCATTTGGCGTTCAAAATTTTACGCGTTCAATATGTC
TGCAATTCACGCCCAAATAACGGTTTTTGCCCCGTTTTTCATCGAACTAACGAACCGAAG
TGATCCACCGAACAAGACTTGATAAATCCTTTAAGTACACCTACGGCTGGTGCAGTCAAA
TTGATCAAACGTTAATTGAAGTTTTTTAAGAACGGCGAGTCATAACAGAACTTCTTTAAT
TCTAGTGACCCGACTAAGGAGCCACCAAAATGTCCATCACCACAGTCACGCTCATACAAC
TGCTCCAGACACCTATAGAAACCATTCATAGCCGTTAGTTGAGAGAATACAACGCTTTGA
AACGAACAGCGAAAATTCAGCTCGATTCATTTGAATCCAAGTAAATGGATAAGCTCAA

Ek 1. Sekil 8. 93 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (778 bp.)
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EK 2.

GAGGAAAGCTCAGCGTCGAAACCAAGTTGGCTAACGTTGACTTGGTGTTGTGACGTATAG
AGGCGTTCATGTGCGGTTTGTTGATAATGCGAATTTTCCTTTGACTAGGGATCCAAAGAG
GGTGCTAGACCCTTACGCATTGTTGACTTTTCGTACGCGTTCGTTTGATGGAGTAGGGTT
GTTTTGGATCGCAGCCCAAAGTAGGTGGTATACTTCATCTAAAGCTAAATACGACTACGA
ATCCGATAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGTACTTTGAAGAGAGATCTTC
AAGAGGACGTGAAACCGGTAGGGTGGAAGCAGATATAAGTTGACGAACGTGTGTCGTATT
CAGAACTACAATTTGTGGTTTCCTTTTTACGATCGATGTGGGCTGGCGTCTTTGGTTAAC
TTAGTGTCTGGCGGCAATGGTGACCCTGCGGAGGGATACTCGGTTGTCGTGCGATGCTTG
GTATGGCTAGAGGTTCGCTGGTTTTAAAGTCATCGCGTTTATCTGACCCGTCTTGAAACA
CGGACCAAGGAGTGTACCGCTTACGCGAGTCTTAGAGTGTGTCAAAACTTTGAGGCGTAA
CGAAAGTAAATGTGGATTTATTCACTGACTTGGGATACGTTGTCTTTTTTGGATAGCGTT
GGACCATGGTTTTATCGTAAATCGCTTGCGATGCGGTGAAAATAGAGCGTAAGCGGTGCG
ACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAGCAGGATGAAGCCGGAGGAAACTCTGGTGGAAG
TCCGAAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCTGACTGGGTATAG

Ek 2. Sekil 1. 10 numarali izolata ait rRNA D2D3 boélgesi dizin analizi (826 bp.)

GGATTTCCTTAGTAACTGCGAGTGAAACGGAAAGAGCTCAGCGTCGAAACCGTGTTGGCT
TTCGTTGACACGGTATTGTGACGTATAGAGGTGATCATGTGCGGTTTGCTGGCTTTACGA
ATTTCCTTTGACTAGGAATCCATAGCGGGTGCAAGACCCGTACGTATTGCCGGTTTTTCG
GTACGCGTTTATCTCTTGGAGTAGGGTTGTTTGAGATCGCAGCCCTAAGTAGGTGGTATA
GTTCATCTAAAGCTAAATACGACTACGAATCCGATAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAC
TTGCAAAGTACATTGAAGAGAGACTTCAAGAGGACGTGAAACCCGATAGGATGGAAGCAG
ATGAAGTTGACGAACGTGTGTCGTATTCAAAATCGCTGTCAGCGGTTTGTTTTTACGGCC
GATGTGGGCCGGCGGCTTAGGTCAATGCAACGCGTCTAGCGTCGATGGTGACCCTGCGGA
GGGACAATCAGTCGTCGTACGGTGCTTGGTATGGCTAAGGTTTCGGCGGTCTTAAAGTCA
GCGCCACATCTGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTGTAGCGTTTGCGCAAGTCTT
AGAGTGTATCGAAACTTTGAGGCGTAACGAAAGTAAATGCAGTTTAATCTGCTGACTTGG
GATGCGTTGTCTCTTGTGGACGGCGCTGGACCAAGGTTTTATCGCGATCGCTTGCGGTGC
GGTGAAAATAAGAGCGTAAACGGTGCGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAGCAGGA
TGAAGCCGGAGGAAACTCTGGTGGAAGTCCGAAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTC
TGACTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCCA

Ek 2. Sekil 2. 61 numarali izolata ait rRNA D2D3 bolgesi dizin analizi (819 bp.)
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GGATTCCCTTAGTAACTGCGAGTGAAACGGAAAAGAGCTCAGCGTCGAAACCGTGTTGGC
TTTAGGTTGACACGGTATTGTCACGTATAGAGGTGATCATGTGCGGTTTGCTGGCTTTAC
GAATTTCCTTTGACTAGGAATCCATAGCGGGTGCAAGACCCGTTACGTAGTGCCGGTTTT
TCGTACGCGTTTATCTCTTGGAGTAGGGTTGTTTGAGATCGCAGCCCTAAGTAGGTGGTA
TAGTTCATGTAAAAGCTAAATACGACTAACGAATCCGATAGCAAACAAGTACCGTGAAGG
GAAAGATGCAAAGTACTTTGAAGAGAGAGTTCAAGAGGACGTGAAACCGATAGGATGGAA
GCAGATGAAGTTGACGAACGTGTGTCGTATTCAAAATCGCTGTCAGCGGTTTGATTTTTA
CGGCCGATGTGGGCCGGCGGCATTATGGTCAAAGCAACGCGTCTAGCGTCGATGGTGACC
CTGCGGAGGGACAATCAGTCGTCGTACGGTGCTTGGTATGGCTAAAGGTTTCGCCGGTCT
TAAAGTCAGCGCCTCATCTGACCCGTCTTGAAAACACGGACCAAGGAGTGTAGCGTTTGC
GCAAGTCTTAGAGTGTATCGAAACTTTGAGGCGTAACGAAAGTAAATGCAGTTTAATCTG
CTGACATTGGGATGCGTTGTCTCTTGTGGACGGCGCTGGACCAAGGTTTTATCGCGATCG
CTTGCGGTGCGGTGAAAATAGAGCGTAAACGGTGCGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCC
TGAGCAGGATGAAGCCGGAGGAAACTCTGGTGGAAGTCCGAAGCGGTTCTGACGTGCAAA
TCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTATATC

Ek 2. Sekil 3. 80 numarali izolata ait rRNA D2D3 bélgesi dizin analizi (880 bp.)

GGATTTCCTTAGTAACTGCGAGTGAAACGGAAAGAGCTCAGCGTCGAAACCGTGTTGGCT
CTCGTTGACACGGTATTGTGACGTATAGAGGTGATCATGTGCGGTTTGCTGGCTTTACGA
ATTTCCTTTGACTAGGAATCCATAGCGGGTGCGAAGACCCGTACGTATTGCCGACTTTCT
GTACGCGTTTATCTCTTGGAGTAGGGTTGTTTGAGATCGCAGCCCTAAGTAGGTGGTATA
CTTCATCTAAAGCTAAATACGACTACGAATCCGATAGCAAACAAGTATCCGTGAGGGAAA
GTTGACAAAGTACTTTGAAGAGAGAGTTCAAGAGGACGTGAAACCGATAGGATGGAAGCA
GATGAAGTTGACGAACGTGTGTCGTATATCAGAATCGCTTTCAGCGGTTTGTTTTTACGG
CCGATGTGGGCTGGCGGCTTTGGTCAATGCAACGCGTCTAGCGTCGATGGTGACCCTGCG
GAGGGACAATCAATCGGCGTACGGTGCTTGGTATGGCTAAGAGTTTCGCCGGTCTTARAAG
TCAGCGCCTCATCTGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTGTAGCGTTTGCGCAAGT
CTTAGAGTGTATCGAAACTTTGAGGCGAAACGAAAGTAAATGCAGTTTAATCTGCTGACT
TGGGATGCATTGTCTCTTGTGGACGGCGCTGGACCAAGGTTTTATCGCGATCGCTTGCGG
TGCGGTGAAAATAGAGCGTAAACGGTGCGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAGCAG
GATGAAGCCGGAGGAAACTCTGGTGGAAGTCCGAAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCG
TCTGACCTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATC

Ek 2. Sekil 4. 81 numarali izolata ait rRNA D2D3 boélgesi dizin analizi (873 bp.)
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TGAAACGGAAGAGCTCAGCGTCGAAACCGTGTTGGCTTTCGTTGACACGGTATTGTGACG
TATAGAGGTGATCATGTGCGGTTTGCTGGCTTTACGAATTTCCTTTGACTAGGAATCCAT
AGCGGGTGCAAGACCCGTACGTATTGCCGGTTTTTCGTACGCGTTTATCTCTTGGAGTAG
GGTTGTTTGAGATCGCAGCCCTAAGTAGGTGGTATACTTCATCTAAAGGTAAATACGACT
ACGAATCCGATAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGTACTTTGAAGAGAGAG
TTCAAGAGGACGTGAAACCGATAGGATGGAAGCAGATGAAGTTGACGAACGTGTGTCGTA
TTCAAAATCGCTGTCAGCGGTTTGTTTTTACGGCCGATGTGGGCCGGCGGCTTTGGTCAA
TGCAACGCGTCTAGCGTCGATGGTGACCCTGCGGAGGGACAATCAGTCGGCGTACGGTGC
TTGGTATGGCTAAGGTTTCGCCGGTCTTAAAGTCAGCGCCTCATCTGACCCGTCTTGAAA
GACGGACCAAGGAGTGTACCGTTTGCGCAAGTCTTAGAGTGTATCGAAACTTTGAGGCGT
AACGAAAGTAAATGCAGTTTTATCTGCTGACTTGGGATGCGTTGTCTCTTGTGGACGGCG
CTGGACCAAGGTTTTATCGCGATCGCTTGCGGTGCGGTGAAAATAGAGCGTAAACGGTGC
GACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAGCAGGATGAAGCCGGAGGAAACTCTGGTGGAA
GTCCGAAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCTGACTTGG

Ek 2. Sekil 5. 83 numarali izolata ait rRNA D2D3 bélgesi dizin analizi (822 bp.)

AGCTCAGCGTCGAAACCGTGTTGGCTTTCGTTGACACGGTATTGTGACGTATAGAGGTGA
TCATGTGCGGTTTGCTGGCTTTACGAATTTCCTTTGACTAGGAATCCATAGCGGGTGCAA
GACCCGTACGTATTGCCGGTTTTTCGTACGCGTTTATCTCTTGGAGTAGGGTTGTTTGAG
ATCGCAGCCCTAAGTAGGTGGTATACTTCATCTAAAGCTAAATACGACTACGAATCCGAT
AGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGTACTTTGATAGAGAGAGTTCAAGAGGA
CGTGAAACCGATAGGATGGAAGCAGATGAAGTTGACGAACGTGTGTCGTATTCAAAATCG
CTGTCAGCGGTTTGTTTTTACGGCCGATGTGGGCCGGCGGGCTTTGGTCAATGCAACGCG
TCTAGCGTCGATGGTGACCCTGCGGAGGGACAATCAGTCGGTGTACGGTGCTTGGTATGG
CTAAGGTTTCGCCGGTCTTAAAGTCAGCGCCTCATCTGACCCGTCTTGAAACACGGACCA
AGGAGTGTAGCGTTTGCGCAAGTCTTAGAGTGTATCGAAACTTTGAGGCGAAACGAAAGT
AAATGCAGTTTAATCTGCTGACTTGGGATGCGTTGTCTCTTGTGGACGGCGCTGGACCAA
GGTTTTATCGCGATCGCTTGCGGTGCGGTGAAAATAGAGCGTAAACGGTGCGACCCGAAA
GATGGTGAACTATGCCTGAGCAGGATGAAGCCGGAGGAAACTCTGGTGGAAGTCGGAAGC
GGTTCTGACGTGCAA

Ek 2. Sekil 6. 85 numarali izolata ait rRNA D2D3 bélgesi dizin analizi (795 bp.)
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GGATTTCCTTAGTAACTGCGAGTGAAACGGAAAGAGCTCAGCGTCGAAACCGTGTTGGCT
TTCGTTGACACGGTATTGTGACGTATAGAGGTGATCATGTGCGGTTTGCTGGCTTTACGA
ATTTCCTTTGACTAGGAATCCATAGCGGGTGCAAGACCCGTACGTATTGCCGGTTTTTCG
TACGCGTTTATCTCTTGGAGTAGGGTTGTTTGAGATCGCAGCCCTAAGTAGGTGGTATAC
TTCATCTAAAGCTAAATACGACTACGAATCCGATAGCAAACAAAGTACCGTGAGGGAAAG
TTGCAAAGTACTTTGAAGAGAGAGTTCAAGAGGACGTGAAACCGATAGGATTGGAAGCAG
ATGAAGTTGACGAACGTGTGTCGTATTCAAAATCGCTGTCAGCGGATTGTTTTTACGGCC
GATGTGGGCCGGCGGCTTTGGTCAATGCAACGCGTCTAGCGTCGATGGTGACCCTGCGGA
GGGACAATCAGTCGTCGTACGGTGCTTGGTATGGCTAAGGTTTCGCCGGTCTTAAAGTCA
GCGCCTCATCTGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTGTAGCGTTTGCGCAAGTCTT
AGAGTGTATCGAAACTTTGAGGCGTAACGAAAGTAAATGCAGTTTAATCTGCACACTTGG
GATGCGTTGTCACTTGTGGACGGCGCTGGACCAAGGTTTTATCGCGATCGCTTGCGGTGC
GGTGTAAATAGAGCGTAAACGGTGCGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAGCAGGAT
GAAGCCGGAGGAAACTCTGGTGGAAGTCCGAAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCT
GACTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATC

Ek 2. Sekil 7. 90 numarali izolata ait rRNA D2D3 boélgesi dizin analizi (869 bp.)

TCCTTAGTAAAACGGCGAGTGAAACGGAAAGAGCTCAGCGTCGAAACCGTGTTGGCTTTC
GTTGACACGGTATTGTGACGTATAGAGGTGATCATGTGCGGTTTGCTGGCTTTACGAAGT
TCCTTTGACTAGGAGTCCATAGCGGGTGCAAGACCCGTACGTATTTGCCGGTTTTTCGTA
CGCGTTTATCTCTTGGAGTAGGGTTGTTTGAGATCGCAGCCCTAAGTAGGTGGTATACTT
CATCAAAAGCTAAATACGACTACGAAATCCGATAGCAAACAACCACCGTGAGGGAACGTT
GCAAAGTACCTTGAAGAGAGAGTTCAAGAGGACGTGAAACCGATAGGATGGAAGCAGATG
AAGTTGACGAACGTGTCTCGTAATTCAAAAATCGCTGTCAGCGGTTTGTTTTTACGGCCG
ATGTGGGCCGGCGGCTTTGGTCAATGCAACGCGTCTAGCGTCGATGGTGACTCCTGCGGA
GGGGACAATCAGTCGGCGTACGGTGCTTGGTATGGCTAAGGGTTCGCCGGTCTTAAAGTC
AGCGCCTCATTTGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTGTAGCGTTTGCGCAAGTCT
TAGAGTGTATCGAAACTTTGAGGCGTAACGAAAGTAAATGCAGTTTAATCTGCTGACTTG
GGATGCGTTGTCTCTTGTGGACGGCGCTGGACCAAGGTTTTATCGCGATCGCTTGCGGTG
CGGGAAAATAGAGCGAAACGTGCCCAGGC

Ek 2. Sekil 8. 93 numarali izolata ait rRNA D2D3 bolgesi dizin analizi (749 bp.)
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EKS.

TGAAGAGTTTTATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCG
GACGGTAACAGGAAACAGCTTGCTGTTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTC
TGGGGATCTGCCCGATGGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATGACC
TCTTGGGAGTAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCGGATGAACCCAGATGGGAT
TAGCTAGTAGGCGGGGTAATGGCCCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGAT
GACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGG
GTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTAAGTCTGAACAGGGCTTACGATTGACG
TTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTG
CAAGCGTTAATCGGAACTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTTGGATG
TGAAATCCCCGGGCTTAACCCGGGAACGGCATCCAAGACTGGTTGGGTAGAGTCTCGTAG
AGGGGGGTAGAATACCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTG
GCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGCCCTTG
AGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
TGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACAACCACGGAATCAGGCAGAGATGCCGGAG
TGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTGATGGTGG
GAACTCAACGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATC
ATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACC
TCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCG
ACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGC
TTAACCTTCGGGGGG

Ek 3. Sekil 1. 10 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA bolgesi
dizin analizi (1467 bp.)
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GATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGGGGAAGCTTG
CTTCCCCGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATGGAGGG
GGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCAAAACCTCTGTGGAGTAAAGTGGGGGAC
CTTCGGGCCTCACGCCAATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATG
GCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACCCGGAGGGAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAG
CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
GGGAGGAAGGCAACAGCGTAAATAGCGCTGTTGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTTAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACC
TGGGAACGGCATCTAAAACTGGTTGACTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCACGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAAGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
GAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGG
GTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTGAGGCGTGCTTCCGGAGCTA
ACGCGTTAAATCGTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTYGATGCAACGCGAAGAACCTTAC
CTACTCTTGACATCCTCAGAATTTGCTGGAGACAGCGAAGTGCCTTCGGGAACTGAGAGA
CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGAACTCAAGGGAGACTGCCG
GTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGC
TACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACT
CATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGGGGGCGCT
TACCACTTTGTGATTCATGACTGGG

Ek 3. Sekil 2. 61 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA bolgesi
dizin analizi (1370 bp.)
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GATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGGGGAAGCTTG
CTTCCCCGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATGGAGGG
GGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACCACTTCTGGAGTAAAGTGGGGGA
CCTTCGGGCCTCACGCCATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGGTGGGGTAAT
GGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAG
CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTATAAGTACTTTCAGC
GGGGAGGAAGGCAACAGCGTAAAAATAGCGCTGTTGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC
ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTTAGATGTGAAATCCCCGGGCTCA
AGGCTGGGAACGGCATCTAAAACTGGTTGACTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCC
ACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCT
GGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTGAGGCGTGCTTCCGGAGC
TAACGCGTTAAATCGTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTYGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTACTCTTGACATCCTCAGAATTTGCTGGAGACAGCGAAGTGCCTTCGGGAACTGAGA
GACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGAACTCAAGGGAGACTGC
CGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGG
GCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAA
CTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGGGGGCG
CTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGTTGGCCG

Ek 3. Sekil 3. 80 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA bolgesi
dizin analizi (1474 bp.)
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AGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGGGGAAGCTT
GCTTCCCCGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATGGAGG
GGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACCTCTGTGGAGTAAAGTGGGGGA
CCTTCGGGCCTCACGCCATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATG
GCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC
CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGG
GGAGGAAGGCAACAGCGTAAATAGCGCTGTTGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCG
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTTAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAACGGCATCTAAAACTGGTTGACTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTG
TAGCGGAGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACG
AAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTA
ACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA
CCTACTCTTGACATCCTCAGAATTTGCTGGAGACAGCGAAGTGCCTTCGGGAACTGAGAG
ACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTTTAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGAACTCAAGGGAGACTGC
CGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGG
GCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAA
CTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGGGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGGGGG
CGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAA
CCTTCCGGGGG

Ek 3. Sekil 4. 81 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA bolgesi
dizin analizi (1484 bp.)
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GAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGA
GCGGCAGCGGGGGGAAGCTTGCTTCCCCGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCT
GGGGATCTGCCCGATGGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACCT
CTGTGGAGTAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCGGATGAACCCAGATGGGATT
AGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGAAG
ACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGACGAAGGCAACAGCGTAAATAGCGTTGTTGATTGACGT
TACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTTAGATGT
GAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACGGCATCTAAAACTGGTTGACTAGAGTCTCGTAGA
GGGGGGTACAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGG
CGAAGGCGGCCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTT
GAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTAATCGGCCGCAA
GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCTCAGAATTTGCTGGAGACAGCG
AAGTGCCTTTCGGGAACTGAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGA
AATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATG
GTGGGAACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGC
GACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAA
CTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGG
TAGCTTAACCTTCGGGGGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAACC

Ek 3. Sekil 5. 83 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA bolgesi
dizin analizi (1511 bp.)
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TCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGGGGAAGC
TTGCTTCCCCGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATGGA
GGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACCTCTGAGGAGTAAAGTCGGG
GACCTTCGGGCCTCACGCCATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAA
TGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTAGGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAA
GCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGC
GGGGAGGAAGGCAACAGCGTAAATAGCGYTGTTGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTTAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAAC
CTGGGAACGGCATCTAAAACTGGTTGACTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCACG
TGTAGCGGTGAAATGGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGG
ACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGC
TAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCGACGCGAAGAACCTT
ACCTACTCTTGACATCCTCAGAATTTGCTGGAGACAGCGAAGTGCCTTCGGGAACTGAGA
GACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTG
GGAACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAT
CATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGAC
CTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTC
GACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAG
CTTAACCTTCGGGGGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACA
AGGGCCTTAATAGGCA

Ek 3. Sekil 6. 85 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA bolgesi
dizin analizi (1498 bp.)
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GAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGA
GCGGCAGCGGGGGGAAGCTTGCTTCCCCGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCT
GGGGATCTGCCCGATGGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACCT
CTGTGGAGTAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCGGATGAACCCAGATGGGATT
AGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGAAG
ACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGACGAAGGCAACAGCGTAAATAGCGTTGTTGATTGACGT
TACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTTAGATGT
GAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACGGCATCTAAAACTGGTTGACTAGAGTCTCGTAGA
GGGGGGTACAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGG
CGAAGGCGGCCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTT
GAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTAATCGGCCGCAA
GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTGACATCCTCAGAATTTGCTGGAGACAGCGA
AGTGCCTTTCGGGAACTGAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAA
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGG
TGGGAACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
ATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCG
ACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAAC
TCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGT
AGCTTAACCTTCGGGGGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAA
CAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTTAGGACCGCAATATTGC

Ek 3. Sekil 7. 90 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA bdolgesi
dizin analizi (1559 bp.)
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CCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGG
GGAAGCTTGCTTCCCCGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTNCCC
GATGGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACCTCTGTGGAGTAAA
GTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTG
GGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGG
GCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACT
TTCAGCGGGGAGGAACGCAACAGCGTAAATAGCGCTGTTGATTGACGTTACCCGCAGAAG
AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCG
GAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTTAGATGTTGAAAACCCCGG
GCTCAACCTGGGAACGGCATCTAAAACTGGTTGACTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAA
TTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCC
CCCTGGACGAAGACTGACGCTCACCGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGAAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTT
CCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAA
CCAACCTTACCTACTCTTGACATCCTCAGAATTTGCTGGAGACAGCGAAGTGCCTTCGGG
AACTGAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGAACTCAAGG
GAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTA
CGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGC
AAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAA
GTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCG
GGNGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTA
ATATTTGGCCC

Ek 3. Sekil 8. 93 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA bdolgesi
dizin analizi (1441 bp.)



OZGECMIS

1982 yilinda Elazig’da dogdu. 1989-1994 yillar1 arasinda Elazig Namik Kemal
Ilkokulu’nda, ortaokulu 1994-1997 yillar1 arasinda Elazig Mezre Ortaokulu’nda, lise
egitimini 1997-2000 yillar1 arasinda Elazig Mehmet Akif Ersoy Lisesi’nde tamamladi.
2002-2003 o6gretim yilinda Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii’nde lisans Ogrenimine basladi. 2007 yilinda mezun oldu. 2008-2009
ogretim yilinda Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim

Dalr’nda Yiiksek Lisans dgrenimine basladi. Iyi derecede Ingilizce bilmektedir.



