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Yiiksek Lisans
OZET

TRABZON YORESINDEN ENTOMOPATOJEN NEMATODLARIN iZOLASYONU,
KARAKTERIZASYONU VE MELOLONTHA MELOLONTHA ( COLEOPTERA:
SCARABAEIDAE) UZERINDEKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Zeynep ERBAS

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilimdali
Danisman: Dog. Dr. ismail DEMIR
2012, 87 Sayfa, 10 Sayfa Ek

Bu calismada, Trabzon ili ve ilgelerindeki tarim arazilerinden entomopatojen
nematod izolasyonu, karakterizasyonu ve Melolontha melolontha {izerinde insektisidal
etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Bu amagla alinan 77 toprak oOrneginden 7 tane
entomopatojen nematod izolasyonu gergeklestirildi (%9,09). Yapilan morfolojik ve
morfometrik g¢alismalara gore, izolatlarin tamamimnin Heterorhabditis ve Steinernema
cinsine ait oldugu tespit edildi. izolatlarin molekiiler tanimlanmalari, 18S-28S niiklear
rDNA’daki ITS bolgelerinin dizin analizleri yapilarak gergeklestirildi. Calismalarda elde
edilen sonuglara gore izolatlarin bes tanesinin Heterorhabditis bacteriophora (ZETO02,
ZETO04, ZET09, ZET28, ZET35) ve iki tanesinin de Steinernema feltiae (ZET31, ZET76)
oldugu belirlendi. Caligmaya gore H. bacteriophora ve S. feltiae bolgedeki en yaygin tiirler
olduklari tespit edildi. izolatlarin M. melolontha iizerindeki insektisidal aktiviteleri farkli
sicaklik (15 °C ve 25 °C) ve konsantrasyonlarda (500, 1000 ve 2000 1J/ml) test edildi. Test
sonuclarina gore izolatlarin 25 °C’deki aktivitelerinin 15 °C’dekine gore daha yiiksek
oldugu belirlendi. En yiiksek konsantrasyonundaki kum denemeleri sonucunda, on giinliik
test siiresinde 5. giinde ZET09 ve ZET35 izolatlarmin 25 °C’de M. melolontha iizerinde
%100’lik etki gosterdikleri kaydedildi. Bu izolatlarin ZET09 ve ZET35 numarali
izolatlarm ise saks1 denemelerinde kullanilan tiim larvalan dldiirdiigii ve M. melolontha ile

miicadelede 1yi bir potansiyele sahip oldugu tespit edildi.

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

SUMMARY

ISOLATION OF ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES FROM VICINITY OF
TRABZON, THEIR CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF THE
ACTIVITY ON THE MELOLONTHA MELOLONTHA(COLEOPTERA:
SCARABAEIDAE)

Zeynep ERBAS

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Dog. Dr. Ismail DEMIR
2012, 87 Pages, 10 Pages Appendix

In this study, we aimed to survey entomopathogenic nematode from various
agricultural regions in the province of Trabzon and its districts, seventy seven soil samples
were collected from 15 distinct geographic areas. Out of 77 soil samples collected from
the region, seven were positive for EPNs (9,09%). According to the morphological and
morphometric studies, it was determined that all of the samples were in Steinernema and
Heterorhabditis genus. Their molecular characterization was performed by sequence
analysing of ITS regions in 18S-28S nuclear rDNA. The samples were identified as
Hetrorhabditis bacteriophora (ZET02, ZET04, ZETQ9, ZET28 and ZET35) and
Steinernema feltiae (ZET31 and ZET76). Among these isolates, S. feltiae and H.
bacteriophora are the most frequently distributed species in the region. The mortality rate
at 25 °C was greater than 15 °C at the all tests, approximately. The efficacy of all isolates
was tested on Melolontha melolontha (Coleoptera: Scarabidea) larvae at different
concentrations (500, 1000 and 2000 infective juveniles 1Js/ml). The highest mortality rate
was obtained as 100% from ZET09 and ZET35 at 25+1 °C. As a result of pot experiment,
it was shown that isolates ZET09 and ZET35 have a good potential for controlling the
damage of M. melolontha.

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

1.1. Giris

Zararli boceklerin tarimsal tiretimde bircok engelleyici rolii vardir. Bu kapsamda
zararli boceklerle miicadelede tiim diinyada insektisit kullanimi yayginlagmistir. Bu
kimyasallarin yaygin kullanimi ¢evrede geri doniisii olmayan yikimlara ve savasilan
boceklerde direng olusumuna neden olmustur (Immaraju vd., 1992; Nagarkatti vd., 2002;
Onstad vd., 2002). Boceklerde direng olusmasi, bu boceklere karst daha fazla kimyasal
kullanimina sebep olmustur. Bu kimyasal maddelerin yapilarinin bozulmamasi, etkilerinin
dogada uzun yillar kalmasi ve bunun sonucunda canlilarda kalici yikimlara neden olmast,
zamanla bunlarin kullanimlarinin azaltilmasi sonucunu dogurmustur. Ayrica, bu maddeler
zararli bocekleri Oldiirmekle birlikte hedef disi bir¢ok yararli bocek ve predator bocek
gruplarin1 da etkilemektedir (Delbeke vd., 1997). Bu olumsuz etkilere karsi zararh
boceklerle miicadele kapsaminda kimyasal ilaglarin yerine, ¢evre dostu, giivenilir maddeler
gelistirmek kacgmilmaz hale gelmistir. Tim diinyada zararli boceklerle miicadele
kapsaminda alternatif bir yol olan biyolojik miicadele yontemine hizli gegis yapilmaktadir.

Biyolojik miicadele zararli organizmalari baski altina alabilmek ve populasyonlarini
kontrol edebilmek ya da c¢ok diisiik seviyelerde tutabilmek amaciyla zararlilara karsi
yararlilarin kullanilmasidir. Bu yararli gruplar arasinda kendine iist siralarda yer bulan
entomopatojen nematodlarin son yillarda 6nemli canlilar oldugu ve biyolojik miicadele
programlar1 kapsaminda mutlaka kullanilmas1 gerektigi anlagilmistir (Gaugler, 2002; Grewal
vd., 2005).

Kinkanatli takimindan Scarabaeidae tiirlerinin bir¢ogu, tarim ve orman zararlist olup,
viicut sekilleri ve yasam bigimleri de oldukga farklidir. Larvalar bitki koklerini kemirerek,
delip gegerek beslenmektedir. Kendilerine 6zgii bir sekilde y1gin olusturarak biiytik zararlara
neden olurlar. Erginler ise meyve ve orman agaglarinin yapraklariyla beslenir. Bu grupta yer
alan zararlilarin basinda Adi Mayis bocegi (Melolontha melolontha (L.), Coleoptera:
Scarabaeidae) gelir. Degisik iilkelerde 60 kadar bitkide zarar yaptigi bilinen bu bocek
iilkemizde de ¢ok yaygindir. Larvalar fidan, tahil, ot ve diger tarim iriinlerinin koklerini
kemirerek, sararmalarina ve kurumalarma yol agar. Ulkemizde elma, armut, ayva, seftali,

erik ve kiraz agaglariyla findik ve cayda da zarar yapan bu bocegin larvalar1 koklerle ergini



ise Nisan ve Mayis aylarinda bitkilerin yapraklari ile beslenir. Zararlinin biyolojisi dikkate
alindiginda entomopatojen nematodlarin zararli ile miicadelede etkili olabilecegi
diistiniilmektedir.

Tabiatta boceklerin hastalanmasina ve 6liimlerine neden olan pek ¢ok viriis, bakteri,
protozoan, fungus ve nematod tiirli mevcuttur. Bu mikroorganizmalar boceklerde hastalik
olusturduklar1 i¢in entomopatojen olarak adlandirilir. Tabiatta bulunan entomopatojenler,
bocek populasyonlarinin dagiliminda biiyiik 6neme sahiptir. Bunlarin mikrobiyal miicadele
etmeni olarak, fiyat ve etkinlik bakimimndan kimyasal insektisitlere goére daha kullanish
olmas1 yaninda ekosistemdeki biyolojik ¢esitliligin siirdiiriilmesi, zararh tiirlere ait dogal
diismanlarin  korunmasi, besinler iizerinde kalinti birakmamasi, hedeflenmemis diger
organizmalar ve insanlar agisindan gilivenli olmasi gibi diger birgok istiinliikleri de vardir
(Lacey, 2001).

Boceklerde parazit olarak yasayan ve genelde dliimlerine neden olan bir¢ok nematod
tiirii bulunmaktadir. Gilinlimiize kadar yapilan ¢alismalarda 30’u askin nematod familyasina
ait tlirlerin, boceklerle iligkili oldugu belirtilmistir (Poinar, 1990; Kaya ve Stock, 1997).

Diinyada, ekonomik 6neme sahip zararlilarla miicadelede entomopatojen nematod
tirlerinin izolasyonuna yonelik ¢ok sayida c¢alisma yiiriitiilmektedir (Hominick, 2002).
Entomopatojen nematodlarla ilgili laboratuar ortaminda ve dogal kosullarda yapilan
caligmalar, bunlarin 6nemli biyolojik miicadele etmeni olduklarini ve ciddi kayiplara neden
olan bir¢ok zararliyr kolaylikla baski altina alip, bunlarin miicadelesinde basarili bir sekilde
kullanilabilecekleri gercegini ortaya c¢ikarmistir (Kaya, 1985; Klein, 1990; Wouts, 1991;
Georgis ve Manweiler, 1994; Shapiro-Ilan vd., 2002).

Tiirkiye, Avrupa ile Asya arasinda yer almis olmasi nedeniyle her iki kitanin
yapisindan etkilenerek kendine 6zgii bir ekolojik yap1 kazanmistir. Bulundugu konum
nedeniyle uzun yillar boyunca pek ¢ok bitki ve hayvan tiirli i¢cin gegis bdlgesi olmustur.
Ulkemizin 784560 km? yiiz dlgiimii olmasina ragmen, sicak Akdeniz ikliminden soguk
karasal iklime, yiiksek daglik bolgelerden genis ovalara kadar bircok farkli 6zellikte bolgeye
sahiptir. Buna kars1 Tirkiye’de entomopatojen nematodlarin dagilimi ile ilgili ¢ok az
calisma yapilmistir. Oysa Tirkiye’de bulunacak yeni nematod izolatlarinin biyolojik

cesitlilige ve biyolojik miicadele uygulamalarina katkis1 biiyiik olacaktir.



1.2. Entomopatojen Nematodlar (EPN)

Steiner, 1923 yilinda Almanya’da testere sinegini Neodiprion sp. (Hymenoptera:
Diprionidae)’yi enfekte eden ilk entomopatojen nematod tiirti Steinernema kraussei
(Aplectana kraussei)‘yi tanimlamistir. Glaser ise 1931 yilinda Amerika’da Popillia
japonica’y1 (Coleoptera: Scarabaeidae) enfekte eden bir entomopatojen nematod tiirli olan
Steinernema glaseri (Neoplectana glaseri)‘yi kesfetmistir. Glaser ayn1 zamanda in vitro
kosullarda nematodlarin kiiltiivasyonunu yapan ve entomopatojen nematodu bu bocek
tirtine kars1 arazide test eden ilk arastirict olmustur (Glaser, 1932; Glaser ve Farrel, 1935).

S. glaseri’nin kesfedilmesi ve 20. ylizyilin baslarinda biyolojik miicadele etmeni
olarak gelistirilmesinden sonra entomopatojen nematodlar {izerine yapilan arastirmalar,
zararli boceklerin miicadelesinde kimyasal pestisitlerin daha fazla kabul gérmesinden dolay1
etkin hale gelememistir. Arastirmalarin ¢gogu yeni tiirlerin tanimlanmasi, hayat dongiileri ve
diger biyolojik 6zellikleri lizerinde yogunlagmistir (Stock, 2005).

Farkli habitatlardan elde edilen toprakta bulunan boceklerde obligat parazit olarak
yasayan ve Onemli bircok zararliyr baski altina alabilecek yiliksek potansiyele sahip bazi
entomopatojen nematod tiirleri; olduk¢a genis bir konuk¢u dagilimina, ¢ok cesitli tireme
sekline, konukcuyu enfekte edebilme Ozelligine ve canli kalabilme yetenegine sahiptir
(Bedding vd., 1983; Kaya, 1985; Bedding, 1990).

Gilinimiizdeki caligmalar, zararli boceklerin biyolojik miicadelelerinde kullanilma
potansiyeli tasimalar1 bakimindan 8 familya iizerinde yogunlasmistir. 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 iizerine ¢alismalar
stirdiirilmektedir (Burnell ve Stock, 2000).

Yapilan son taksonomik c¢aligmalara gore Steinernematidae familyasinda Steinernema
cinsine ait 63 tiir, aym familyanin diger bir cinsi olan Neosteinernema’ya ait sadece N.
longicurvicauda tiirii tantmlanmistir (Adams vd., 2006) .

Heterorhabditidae familyasinda da Heterorhabditis (18 tiir) ve Heterorhabditidoides

(1 tiir) olmak {izere iki cins igerisinde toplam 19 tiir tanimlanmistir (Mracek vd., 2006;



Uribe-Lorio vd., 2007; Zhang vd., 2008; Lee vd., 2009; Stock vd., 2009). Bununla birlikte,
H. brevicaudis ve H. poinari tiirleri molekiiler ve ¢apraz hibritleme verilerinin yetersiz olusu
ile morfolojik teshislerinin tamamlanamamasindan dolay1 tanimlanamayan tiirler olarak
kalmislardir (Adams vd., 2006).

Ancak, diinyanin pek ¢ok iilkesinde yeni nematod tiir ve izolatlarin1 bulmaya yonelik
caligmalar hizla devam etmektedir. Son 30 yilda entomopatojen nematodlar {izerinde yapilan
caligmalar daha ¢ok sistematik konular lizerinde yogunlagmistir. Son 10 - 15 yillik bir stirede
ise bu nematodlarin kitlesel iretimleri ve ticari formiilasyonlar1 yapilarak alan
uygulamalarina baglanmistir (Adams vd., 2006). Bugiin, entomopatojen nematodlar ticari
olarak iretilen bir {irlin haline gelmis olup seralarda, orman arazilerinde, findik
bahgelerinde, mantar iiretim alanlarinda, ¢ilek tarlalarinda, seker pancar1 bahgelerinde, ¢im
ekili alanlarda ve golf sahalarinda, meyve ve sebze bahgelerinde, turunggiller yetistirme
alanlarinda kullanilabilecegi yapilan arastirmalarla gosterilmistir.

EPN’lerin besin arama davranislarinin, ekolojik rollerinin ve ilireme davraniglarinin
aciklanmasinda oldugu kadar simbiyotik bakterileriyle olan iligkilerinin, virulans
mekanizmalarinin ve bakteriyel metabolitlerinin anlasilmasinda da bir takim gelismeler
saglanmistir. Bu agidan bakildiginda entomopatojen nematodlarin simbiyotik bakterileri
iizerine yapilan calismalar merkezi bir rol iistlenmistir. Ornegin genetik ¢alismalar, bu
karmasik iliskide rol oynayan diizenleyici sistem ve faktorlerin onemine 151k tutmustur.
Bugiin Heterorhabditis bacteriophora’nin simbiyontu olan Photorhabdus luminescens’in
tlim genom haritas1 belirlenmistir (Duchaud vd., 2003).

EPN’ler, c¢evresel yonden giivenilir olmalari, laboratuarda c¢ok miktarda
iretilebilmeleri ve piiskiirtme yontemiyle veya sulama sistemiyle kolayca uygulanabilir
olmalar1 sayesinde mitkemmel bir miicadele etmeni 6zelligindedirler (Liu vd., 2000). Ayrica
pestisitlerin ¢oguna karst duyarhiliklarinin az olmasi, konak araliklarinin genis olmasi,
yliksek derecede patojeniteleri, memelilerde toksik etki gdstermemeleri ve ekonomik
yonden Kkitlesel tiretimlerinin uygunlugu giiniimiizde biyolojik miicadele etmeni olarak

kullanimlarina hiz verilmistir (Somasekhar vd., 2002).



1.2.1. Entomopatojen Nematodlarin Morfolojisi ve Sistematigi

Nematodlar, diger adi ile segmentsiz yuvarlak solucanlar, sayica diinya iizerinde en
fazla bulunan ¢ok hiicreli omurgasiz canli grubudur. Nematodlarin bdcekleri tizerinde liime
sebep olan gruplar ise entomopatojen nematod olarak adlandirilir ve sistematikte bocekler
tizerinde patojen olan iki familya mevcuttur. Bunlar Steinernematidae ve Heterorhabditidae
familyalaridir. Bu familyalarin tiim {iylerinin bocekleri oldiiriicii etkisi vardir ve bunlar
mikrobiyal miicadelede sik¢a kullanilmaktadir. EPN’lerin bireyleri diger nematodlarda
oldugu gibi morfolojik farkliliklar géstermektedir. Disi birey, erkek bireye nazaran gelismis
ve daha biytliktir. Erkek bireylerde ciftlesme organt olarak spikiil bulunur.
Heterorhabditidae familyasinin erkek tiyelerinde spikiile yardimci olarak ‘bursa’ adi verilen

yapilar bulunur (Sekil 1).
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Sekil 1. Entomopatojen nematodlarin morfolojik yapilari (URL-1, 2012).



Entomopatojen nematodlarin sistematigi De Ley ve Blaxter (2002)’e gore asagidaki

sekildedir.

Phylum: Nematoda
Class: Chromadorea
Ordo: Rhabditida
Sub-ordo: Rhabditina
Infra-ordo: Rhabditomorpha
Super-familya: Strongyloidea
Familya: Heterorhabditidae
Genus: Heterorhabditis
Genus: Heterorhabditidoides
Sub-ordo: Tylenchina
Infra-ordo: Panagrolaimomorpha
Super-familya: Strongyloidoidea
Familya: Steinernematidae
Genus: Steinernema

Genus: Neosteinernema

1.2.1.1. Heterorhabditidae

Bu familya, Poinar (1975) tarafindan Giiney Avustralya’da Heliothis punctigera
(Noctuidae, Lepidoptera) pupasin1 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 1). Heterorhabditidoides cinsi ise 2008 yilinda tanimlanmistir ve H.

chongmingensis olarak isimlendirilen tek tiirle temsil edilir (Zhang vd., 2008).



Tablo 1. Heterorhabditis cinsi iginde yer alan tiirler

Tiir ismi Izolasyon kaynag Lokalite Referans

H. amazonensis Toprak Brezilya Vealo vd., 2006

H. bacteriophora  Heliothis punctigera  Avustralya Poinar, 1975

H. baujardi Toprak Vietnam Phan vd., 2003

H. brevicaudis Toprak Cin Liu, 1994

H. downesi Toprak Irlanda Stock vd., 2002

H. gerrardi Toprak Avusturalya Plichta vd., 2009

H. floridensis Toprak ABD Nguyen vd., 2006¢

H. georgiana Toprak ABD Nguyen vd., 2008b

H. indica SCIrpophgga Hindistan Poinar vd., 1992
excerptalis

H. marelata Toprak ABD Liu ve Berry, 1996

H. megidis Popillia japonica ABD Poinar vd., 1987

H. mexicana Toprak Meksika Nguyen vd., 2004b

H. poinari” Toprak Giircistan Kakulia ve Makaia, 1997

H. safricana Toprak Giiney Afrika ~ Malan vd., 2008

H. sonorensis Diceroprocta ornea  Meksika Stock vd., 2009

H. taysearae Toprak Misir Shamseldean vd., 1996

H. zealveica Heteronychus arator ~ Yeni Zelanda  Poinar, 1990

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

Infektif juveniller konak bocege girdikten sonra hermafroditik disilere gelisirler. Bu
disilerde kafa hafifce yuvarlaklasmstir. Iyi gelismis alt: konikal dudak ihtiva eder ve her bir
dudagin yakininda bir terminal papilla bulunur. Amfidal acikliklar kiigiiktiir. Stoma genis
fakat kiiciiktiir. 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 taban1 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).

Amfimiktik disiler, hermafroditik disilere benzerdir fakat genellikle daha kiiciiktiir.
Labial papillalar belirgindir. Ureme sistemi amfidelfiktir. Vulva ciftlesme icin islevselken,
yumurta deposition i¢in islevsel degildir (Adams ve Nguyen, 2002).

Erkeklerde, hafifce viicudun ventraline kivrilmig olan spikiil, ¢ift ve ayridir. Spikiiliin

bas kismi laminasindan kisadir. Gubernakulum genellikle spikiil uzunlugunun yarisi



kadardir. Bursa on ¢ift genital papilla icerir ve bursanin yapisi tiim tiirlerde benzerdir
(Adams ve Nguyen, 2002).

Infektif juveniller, genellikle ikinci evre juvenil evreden kalma kutikula kilifi tagir.
Kafada, belirgin dorsal disler mevcuttur. Agiz ve aniis kapalidir. Stoma, paralel duvarh
kapal1 bir bolme gibi goriiniir. Farinks ve bagirsak indirgenmistir. Bosaltim acikligi, 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).

1.2.1.2. Steinernematidae

Bu familyanin sistematikteki durumu zaman iginde degisiklik gostermistir.
Entomopatojen nematodlarin izolasyonu ilk kez Steiner (1923) tarafindan yapilmis ve
bulunan tiir Aplectana cinsi iginde A. kraussei olarak isimlendirilmistir. Travassos (1927) bu
cinsi Steinernema olarak tekrar isimlendirmistir. Steiner (1929) iki yil sonra yeni bir cins ve
tir tamimlamis ve Steinernema kraussei’ye ¢ok benzeyen bu tiirii Neoaplectana glaseri
olarak isimlendirmistir. Filipjev (1934) Steinernema ve Neoaplectana cinslerini
Steinernematinae alt familyasina yerlestirmistir. Chitwood ve Chitwood (1937) bu alt
familyay1, familya seviyesine yiikseltmis ve Steinernematidae olarak isimlendirmistir.
Wouts ve arkadaslar1 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.
Gilinimiizde bu familya Steinernema ve Neosteinernema olmak iizere iki cins igerir.
Steinernema cinsi iginde yer alan 63 tiir ve izole edildikleri iilkeler Tablo 2’de verilmistir.

Neosteinernema cinsi N. longicurvicauda isimli tek tiirle temsil edilir.



Tablo 2. Steinernema cinsi i¢inde yer alan tiirler

Tiir ismi Izolasyon kaynag Lokalite Referans

S. abbasi Toprak Umman Elawad vd., 1997

S. aciari Toprak Cin Qiu vd., 2005a

S. affine Bibionidae Danimarka Bovien, 1937

S. akhursti Toprak Cin Qiu vd., 2005b

S. anatoliense Toprak Tiirkiye Hazir vd., 2003a

S. arenarium gjgirjk' Anomola Rusya Artyukhovsky, 1967
S. apuliae Toprak Italya Triggiani vd., 2004
S. ashiuense Toprak Japonya Phan vd., 2006a

S. australe Toprak Sili Edgington vd. 2009
S. backnense Toprak Vietnam Phan vd., 2006b

S. beddingi Toprak Cin Qiu vd., 2005c

S. bicornutum Toprak Yugoslavya Shishiniova vd., 1995
S. boemarei Toprak Fransa Lee vd., 2009

S. brazilense Toprak Brezilya Nguyen vd. 2010

S. carpocapsae Cydia pomonella Cek Cumhuriyeti Weiser, 1955

S. caudatum Toprak Cin Xuvd., 1991

S. ceratohorum Toprak Cin Jian vd., 1997

S. cholashanense  Toprak Cin Nguyen, 2008a

S. colombiense Toprak Kolombiya Lopez-Nunez vd., 2008
S. costaricense Toprak Kosta Rika Lorio vd., 2007

S. cubanum Toprak Kiiba Mracek vd., 1994

S. cumgarense Toprak Vietnam Phan vd., 2006b

S. diaprepesi Diaprepes abbreviatus ABD ZN(?(;J;/ en ve Duncan,
S. eapokense Toprak Vietnam Phan vd., 2006b

S. feltiae Bibionidae Danimarka Filipjev, 1934

S. glaseri Popillia japonica ABD Steiner, 1929

S. guangdongense  Toprak Cin Qiu vd., 2004

S. hebeiense Toprak Cin Chen vd., 2006
S.hermaphroditum Toprak Endonezya Stock vd., 2004

S. jollieti Toprak ABD Spiridonov vd., 2004a
S. ichnusae Toprak Italya Tarasco vd., 2008

S. intermedium Toprak ABD Poinar, 1985

S. karii Toprak Kenya Waturu vd., 1997

S. khoisanae Toprak Gliney Afrika Nguyen vd., 2006a
S. krausseli Cephaleia agabeyetis  Almanya Steiner, 1923

S. kushidai Anomala cuprea Japonya Mamiya, 1988

S. leizhouense Toprak Cin Nguyen vd., 2006b




Tablo 2’in devami
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Tiir ismi Izolasyon kaynag Lokalite Referans

S. litorale Toprak Japonya Yoshida, 2004

S. loci Toprak Vietnam Phan vd., 2001

S. longicaudum Toprak Cin Shen ve Wang, 1991

S. monticolum Toprak Giiney Kore Stock vd., 1997

S. neocurtillis Neocurtll_la ABD Nguyen ve Smart, 1992
hexadactilla

S. oregonense Toprak ABD Liu ve Berry, 1996a

S. pakistanense Toprak Pakistan Shahina vd., 2001

S. puertoricense Toprak Porto Riko Roman ve Figueroa,

1994

S. puntauvense Toprak Kostarika Lorio vd., 2007

S. rarum Toprak Arjantin Doucet, 1986

S. riobrave Helicoverpa zea USA Cabanillas vd., 1994

S. ritteri Toprak Arjantin Doucet vd., 1990

S. robustispiculum  Toprak Vietnam Phan vd., 2005

S. sangi Toprak Vietnam Phan vd., 2001

S. sasonense Toprak Vietnam Phan vd., 2006b

S. scapterisci Scapteriscus vicinus  Uruguay Nguyen ve Smart,1990

S. scarabaei Anomala orientalis ABD gg%(;k ve Koppenhofer,

S. siamkayai Toprak Taylve Stock vd., 1998

S. sichuanense Toprak Cin Mracek vd., 2006

S. silvaticum Toprak Almanya Sturhan vd., 2005

S. schliemanni Osmoderma ceremita Rusya Spiridonov vd. 2010

S. tami Toprak Vietnam Luc vd., 2000

S. texanum Toprak ABD Nguyen vd., 2007

S. thanhi Toprak Vietnam Phan vd., 2001

S. thermophilum Toprak Hindistan Ganguly ve Singh, 2001

S. xueshanense Toprak Cin Mracek vd., 2009

S. websteri Toprak Cin Cutler ve Stock, 2003

S. weiseri Toprak Cek Cumhuriyeti Mracek vd., 2003

S. yirgalemense Toprak Etiyopya Nguyen vd., 2004a

Disiler, biiyiiktiir ve boylar tiirden tiire degisir. Kutikula diizglin veya halkalidir.
Lateral cizgiler yoktur. Bosaltim agiklig1 belirgindir, genellikle sinir halkasinin anterioriinde
yer alir. Kafa yuvarlak, kiit veya nadiren bodur sekilli olabilir. Alt1 dudak 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 kiigiiktiir.
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Stoma ice c¢okiik, kiiciik ve genistir. Farinks, silindirik bir prokorpus, hafif¢e 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 6nce
infektif evreye kadar gelisir. Kuyruk, bazen anal genislikten uzun olabilir. Baz1 tiirlerde
fazmidler bulunabilir (Poinar, 1975; Adams ve Nguyen, 2002).

Erkekler, disilere nazaran daha kiigliktiir. 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. Baz tiirlerde mukron bulunur. Bir tane tek ve 7-10 tanesi prekloakal olmak tiizere
10-14 genital papilla bulunabilir (Poinar, 1975; Adams ve Nguyen, 2002).

Infektif juvenillerde (iigiincii evre infektif juvenil = IJs) stoma ige ¢okiikdiir. Viicut
incedir ve bazi durumlarda ikinci evre juvenil evreden kalma kutikula kilifi tasiyabilir.
Viicudun lateralinde 6zel ciftler olusturabilen cizgiler bulunur ve salgi kesesi belirgindir.
Kuyruk, konoid veya filiformdur. Fazmidler kuyrugun ortasina yerlesmistir ve bazen

kolaylikla goriilemeyebilir (Adams ve Nguyen, 2002).

1.2.2. Entomopatojen Nematodlarin Biyolojisi ve Hayat Dongiisii

EPN’ler (Heterorhabditidae ve Steinernematidae), enfekte edebildikleri bocek tiir
sayist oldukga fazla olan, oldiiriicii endoparazitlerdir (Forst ve Nealson, 1996; Boemare,
2002; Campbell vd., 2003). Bu parazitler, Enterobacteriaceac familyasina ait bakterilerle
mutualistik bir iligkiye sahiptir. Steinernematidler, Xenorhabdus cinsine ait bakterilerle
heterorhabditidler ise Photorhabdus cinsi bakterilerle mutualistik iliski icindedirler. Uciincii
evre infektif juveniller (1J) beslenmeyen ve serbest yasayan tek evredir (Adams ve Nguyen,
2002; Stuart vd., 2006). Bunlar gelisimleri durmus, bocek kadavrasi disindaki ekstrem
kosullara karsi uzun siire hayatta kalabilmeye yonelik morfolojik ve fizyolojik yonden
adaptasyon gosteren ‘dauer’ juvenillerdir (Brown vd., 2002).

Toprakta yasayan infektif juveniller konak bdcege agiz, aniis ve spirakulum gibi
viicut acikliklarindan giris yapar. Konaga giristen sonra tiire 6zgli simbiyotik bakteriler

infektif juvenillerden bocek hemosoliine salinir (Bornstein-Frost vd., 2005). Bu bakteriler
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urettikleri endo ve ekzotoksinler sayesinde konak bocegi oldiiriir (Sekil 2). Nematodun
konak igerisine girmesini takiben konagin Oliimi, konagin biiyiikliigiine, sicakliga ve
nematod tiirtine bagli olarak 48-72 saat icerisinde ger¢eklesir (Kaya ve Stock, 1997; Walsh
ve Webster, 2003).

Bakteri salinimi
_

Enfeksiyon Gelisim

2= m

Steinernematidae Heterorhabditidae *

/

Infektif Jivenil

/ Ureme
ergin
J/ \):mufh
Infektif jivenillerin =~ 43 1
konag terketmesi éijeneﬁs‘\m/
J2

Sekil 2. Entomopatojen nematodlarin hayat dongiisii

Nematodlar daha sonra konak igerisinde iireyen kendi simbiyotik bakterileri ve bu
bakterilerin nematod i¢in uygun hale getirdigi konak dokusu tizerinden beslenerek dordiincii
evre juvenillere (J4) doniistir. 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 disinin viicudu icerisinde
gergeklesir. 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 dokularini besin olarak kullandiklarindan dogum bu nematodlarda

annenin Oliimiiyle sonuglanir. Nematodlarin gelismemis evrelerinin  boceklerinki ile
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karismamasi i¢in larva yerine juvenil terimi kullanilir. Her bir juvenil evresinden sonra deri
degisimi gerceklestirilerek sirastyla J2, J3 ve J4 evrelerine doniisiirler. J4 evresindeki
juveniller ikinci jenerasyon disi ve erkek bireyleri meydana getirir. Disi ve erkek bireylerin
ciftlesmesinden sonra olusan yumurtalar aynmi sekilde J1 ve J2 evrelerini olusturur.
Nematodlarin iiremesi kadavradaki besin kaynaklarinin tilkenmesine kadar devam eder.
Nematodlar genellikle kadavra igerisinde iki ya da {i¢ jenerasyon gecirmektedir. Eger besin
kaynagi sinirliysa, birinci nesiller tarafindan J3 evresi olusturulunca déngii durur (kisa hayat
dongiisii).

Kadavradaki kaynaklar bittiginde J2 evresindeki juveniller beslenmeye son verip bir
vezikiil veya kese igine bakterilerini toplayip infektif evreye doniisiir. Heterorhabditidler 1J
evresinde hala J2 evresinde sahip olduklari kiitikulay: barindirirlar. Infektif juveniller, yeni
bir konak bulmak i¢in kadavrayr terk eder ve beslenmeden toprakta aylarca hayatta
kalabilirler (Kaya ve Gaugler, 1993; Adams ve Nguyen, 2002).

Steinernema’larin  aksine Heterorhabditis’lerde ilk jenerasyonda disi-erkek
farklilagmas1 goriilmez. Olusan tiim ergin bireyler hermafrodit disidir. Hermafrodit
disilerden olusan yumurtalarin juvenillere gelisimi disi birey icinde gerceklesir.
Heterorhabditis’lerin ikinci jenerasyonunda disi ve erkek bireylerle birlikte ilk
jenerasyondaki gibi hermafrodit bireyler de meydana gelir. Kahel-Raifer ve Glazer (2000)
yaptiklar1 ¢alismada bunlarin oranlarinin besin miktaria gore degistigini tespit etmislerdir.
Yani esey belirlenmesi g¢evresel faktorlere gore olmaktadir. Besin kalitesi ve miktari
azaldik¢a hermafroditlerin oran1 artmakta ve bunu ilk olarak disiler, daha sonra da erkekler
izlemektedir. Oysa iyi bir besin ortaminda cinsiyet oranlari hemen hemen aymdir. ikinci
jenerasyondan 1] evresine ulasan nematodlar bdcek kadavrasmi terk eder. Bu IJ’ler
Steinernema’lardaki gibi J2 evresinden kalma kutikulay1 bir kilif gibi tasirlar. Bu kilif
heterorhabditidleri kuraklik, don ve fungal patojenlere kars1 korur (Timper ve Kaya, 1989;
Campbell ve Gaugler, 1991; Wharton ve Surrey, 1994).

Entomopatojen nematodlarin hayat dongiilerinin siiresi, bulunduklar1 sicaklik
derecesine ¢ok bagimlidir (Koppenhofer, 2000). Oda sicakliginda 5-7 giin igerisinde hayat
dongiilerini tamamlarlar. Konak igerisinde 1-3 jenerasyon gegirirler (Burnell ve Stock,
2000). Jenerasyon sayis1 ve olusacak yeni nesil nematod sayist bulunduklari konaga ve
ortamin sicaklik derecesine baglidir (Finnegan vd., 1999; Koppenhofer ve Kaya, 1999).
Enfekte ettikleri konakta besinin tiilkenmeye baslamasi iizerine 3. evre 1J’ler incelmis konak

kiitikiiliinii parcalayarak disar1 ¢ikar ve yeni konak aramaya baslarlar (Kaya ve Gaugler,
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1993). Bu beslenmeyen evre toprak igerisinde uygun bir konak buluncaya kadar aylarca
canliligini stirdiirebilir (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) larvalart géz oniine alindiginda nematod tiiriine bagli 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 3). Kadavrada olusan renk
simbiyotik bakteri nedeniyledir. Heterorhabditlerle enfekte olan larvalar zamanla daha az
yumusar. Enfekte olan larvalarin kutikulasi ince ve igeriyi gosteren bir yapida olursa
nematodlar disaridan bakildiginda kolaylikla goriilebilir. Entomopatojen nematodlarla
enfekte olan kadavralar kokmaz ve pargalandiklarinda bile kotii bir koku ortaya ¢ikarmaz.
Enfekte olan larvalarin dokulart normal yapilarini yitirir ve yumusar ancak asla sivi hale
donmez. Heterorhabditlerle enfekte olan kadavralarda viicut igerigi sakizimsi bir hal alir

(Koppenhofer, 2000).
a

Sekil 3. Entomopatojen nematod tarafindan enfekte olmus Galleria mellonella
larvalar1. a: Steinernema sp. b: Heterorhabditis sp., tarafindan enfekte
olmus larvalar
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1.2.3. Entomopatojen Nematodlarin Cografik Yayilisi

Entomopatojen nematodlarin Antraktika kitasi hari¢ tiim ekosistemlerde bulundugu
bilinmektedir. Yapilan calismalarda steinernematidlerin tiir sayisinin fazla olmasindan
dolay1 heterorhabditidlere kiyasla daha yaygin olduklari goriilmektedir. Bu yeni tiirlerin
Diinya tzerindeki yayilist sadece bir lilke ile sinirli gorlinmesine karsin, yeni sorvey
caligmalarinin yapilmast bu tiirlerin yayilist hakkinda daha iyi fikir sahibi olmamizi
saglayacaktir. Steinernema cinsi i¢inde 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 tiiriidiir
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 calismasi, entomopatojen nematodlarin farkli
cografik alanlardaki elde edilme oranlarinda Onemli farkliliklar bulundugunu
gostermektedir. Ornegin iilkemizde yapilan bir ¢alismada, Hazir ve arkadaslar1 (2003b) bu
orani %2 olarak tespit etmislerdir. Bu tiim diinyada yapilan ¢aligsmalar arasinda elde edilen
en diisiik oranlardan birisidir. Genellikle entomopatojen nematod elde etme oranlar
ortalama olarak %8-30 arasinda degismektedir (Griffin vd., 1999; Griffin vd., 2000; Stock
vd., 1999).

1.2.4. Entomopatojen Nematodlarin Ekolojisi

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

etme yonteminin anlasilmasini gerektirir.
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1.2.4.1 Entomopatojen Nematodlar: Etkileyen Faktorler

1.2.4.1.1 Abiyotik Faktorler

Entomopatojen nematodlarin varligini pek ¢ok abiyotik faktor etkilemektedir. Bu
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 {izerinde abiyotik faktorlerin etkilerine yonelik basitlestirilmis
laboratuar kosullarinda ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu ¢aligmalarda diger abiyotik ve
biyotik faktdrlerin etkilesimlerini azaltmak i¢in toprak veya yapay substratlar kullanilmistir
(Glazer, 2002). Bununla birlikte, dogada kompleks etkilesimler yaygindir ve basit laboratuar
caligmalarindan ekosisteme yonelik sonuca ulagsmak bazi problemler yaratmaktadir (Stuart
vd., 2006).

Toprak por boslugu, toprak tipi, nem ve topragin havalanmasi nematodun hareketiyle
enerji tliketimini etkileyen faktorlerdir. Killi tinli ve killi toprak kiigiik 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 biiyiik por bosluguna ve diisiik
miktarda nem potansiyeline (%10 ve 12) sahip oldugundan nematodlar i¢in havalanma
acisindan daha iyi bir ortam olusturur. Iyi havalanmis bir ortamda depoladiklar lipidleri
daha etkili bir sekilde kullanip hayatta kalma stirelerini bdylece arttirmis olurlar (Kung ve
Gaugler, 1990).

Nem, toprakta yasayan nematodlar: etkileyen en onemli abiyotik faktordiir. Karada
yasayan nematodlar hareket edebilmek icin yeterli kalinlikta ve devamlilikta su filmine
ihtiya¢ duyarlar (Kung vd., 1991). EPN’lerin diisiik nem diizeyinde azalan virulanslari
yagisla veya sulama yapilmasiyla arttirilabilir (Grant ve Villani, 2003).

Toprak pH’s1 entomopatojen nematodlar1 etkilemekle birlikte nematodlar genis bir
araliktaki pH degerlerine kars1 tolerans gosterebilmektedir (Stuart vd., 2006). pH degerinin
10’a ulastiginda steinernematidlerin hayatta kalis oraninin azaldigini ancak, pH araliginin 4-
8 oldugu durumda herhangi bir farkliligin goriilmedigi bilinmektedir (Kung ve Gaugler
1990).

Nematodlar aerobik organizmalar olduklart i¢in diisiik oksijen diizeyi hayatta kalis

stirelerini azaltmaktadir. Killi, suya doymus veya yiiksek miktarda organik madde igeren
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topraklarda oksijen sinirlayict bir faktordiir. Cogu serbest yagayan nematod tiiriinde oksijen
konsantrasyonunun azalmasi dormansiyi indiiklemektedir ancak bu durum heniiz
steinernematid ve heterorhabditidlerde gézlenmemistir (Glazer, 2002).

Entomopatojen nematodlar ve konak bocekleri poikilotermal (sogukkanli)
organizmalardir. Bu nedenle ortam sicaklig1 son derece dnemlidir ve her iki organizmay1 da
etkilemektedir (Gouge vd., 1999). Sicaklik, entomopatojen nematodlarin enfektivite, lireme,
gelisme (Grewal vd., 1993; Jagdale ve Gordon, 1998; Jagdale vd., 2005), solunum, hayatta
kalis, dagilim ve konak bulma davranis1i gibi biyolojik faaliyetleri {izerinde etki
gostermektedir (Griffin, 1993).

Entomopatojen nematodlarin hareketliligi ve enfektiviteleri, sahip olduklar1 simbiyotik
bakterilerin de konagin dliimiinde etkili olmasi nedeniyle, tiim sicaklik araliklarinda ayni
degildir (Chen vd., 2003). Belirli bir sicaklikta konak Olimiiniin az olmasi veya hig
gerceklesmemesi hem nematodun hem de bakterisinin sicakliga kars1 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 icin optimum sicaklik kosullar1 5-15 °C arasinda
oldugu kaydedilmis 37 °C’nin {iizerindeki sicakliklarda ise genellikle 6lim goézlenmistir
(Koppenhofer ve Kaya, 1999; Hazir, 2002; Stuart vd., 2006).

UV 1sinlar1 ¢ogu nematod tiirii i¢in zararhidir ve letal etki gostermektedir. Kisa dalga
boyundaki (366 nm) UV 1sinlarina birka¢ dakika maruz kalan Steinernema carpocapsae’nin
once enfektivitesinde azalma daha sonra da oliimii gozlenmistir. Giines 1518ma 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 gergeklesmistir
(Barbercheck ve Duncan, 2004). Entomopatojen nematodlarin UV’ye dogrudan maruz
kalmamalar i¢in toprak ylizeyine uygulamalari, sabah ve aksamlari, yeterli miktarda su ile
birlikte verilerek yapilmalidir (Hazir, 2002; Shapiro- llan vd., 2006).

Ucgiincii evre juvenillerin ve kadavra iginde bulunan diger evrelerin hipertonik
kosullarda da diizenleyici bir 0Ozellige sahip olduklar1 disiiniilmektedir. Yapilan
caligmalarda, dauer juveniller tarafindan gergeklestirilen hipotonik diizenlemenin tiir i¢i ve
tirler arasinda farklilik gosterdigi gézlenmistir. Boyle bir degisikligin gézlenmesinin nedeni
de yasadiklar1 dogal toprak ortaminin farkli olmasindan kaynaklandig: bildirilmistir (Wright,
2004). Yiiksek konsantrasyonlardaki NaCl, KCl ve CaCly’tin S. glaseri tiiriiniin toprakta

hareket yetenegini, konagina yerlesip enfekte etmesini engelledigi goriilmiistiir (Thurston
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vd., 1994). CaCl, ve KCI’iin H. bacteriophora’nin hayatta kalisi, enfeksiyonu ve topraktaki
hareketi iizerinde herhangi bir etkisi goriilmemistir. Ancak bu tuzlarin asir1 derecede
olmayan konsantrasyonlar1 H. bacteriophora’nin virulansini arttirmaktadir. NaCl’iin yiiksek
miktardaki konsantrasyonlari ise tiim bu parametreleri olumsuz yonde etkilemektedir (Stuart
vd., 2006).

Kimyasal pestisitler ile giibrenin entomopatojen nematodlar {izerinde pozitif, notral
veya negatif etkileri oldugu saptanmistir. Cogu giibre tavsiye edilen 6l¢iide kullanildiginda
entomopatojen nematodlarin etkinligi iizerine ¢ok az miktarda etki etmektedir. Bununla
birlikte taze ve yliksek miktarda kimyasal giibre kullanimi entomopatojen nematodlarin
hayatta kalis siireleri ve etkinliginde zarar vericidir. Dodine, methomyl (karbamat) ve
parathion (organofosfat) gibi baz1 kimyasal pestisitler entomopatojen nematodlar iizerinde
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 vd., 2006).

1.2.4.1.2 Biyotik Faktorler

Toprak yasaminin ¢ok sayidaki bileseni, toprak igerisinde bulunan rekabetgi, predator,
parazit, patojen, konak olan ve olmayan ozellikteki organizmalar  entomopatojen
nematodlarin yogunlugunu ve dagilimini etkilemektedir (Stuart vd., 2006; Kaya, 2002).

Entomopatojen nematodlarin varligimi ve devamliligimi etkileyen primer biyotik
faktor, uygun konaklarin bulunmasidir (Mracek vd., 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 tizerinde yiiksek predasyon (av-avci iligkisi) gostermesi, dogada bu
organizmalarin entomopatojen nematodlar iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olduklarin
kanitlamaktadir (Stuart vd., 2006).

Bocek kadavrasiyla EPN’ler, cesitli les yiyicilerin predasyonuna (av-avci iliskisi)
ugramaktadir (Stuart vd., 2006). Bununla birlikte, bazen konak kadavrasinin kimi karinca

tiirleri lizerinde uzaklastirict bir etki olusturup, entomopatojen nematod gelisimine koruyucu
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bir olanak sagladigi bulunmustur (Zhou vd., 2002). Giiniimiizde bu etkinin sinirl sayidaki
karinca ve entomopatojen nematod tiirlinde olustugu bilinmektedir (Kaya, 2002).

Davranigsal farkliliklarin ve gevresel faktorlerdeki cesitliligin belirgin bir nis ayrimina
ve rekabetten ka¢inmaya imkan tanimasi, entomopatojen nematod tiirlerinin bir arada var
olabilecegini gosterir. Laboratuarda ve serada yapilan ¢alismalar, konak bulma
davranigindaki farkliliklarin entomopatojen nematod tiirleri arasindaki rekabeti azaltacagi ve
bir arada var olmayi 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 virlisle enfekte olmus
bocekleri enfekte edebilmektedir ancak kadavranin integiimentleri (viicut ortiisii) kirilgan
olacagindan infektif juvenil iretimi azalacaktir. Steinernema carpocapsae ve Bacillus
thuringiensis konagi birlikte enfekte edip {lreyebilmektedir. Fakat, bu durumda
entomopatojen nematodlarin gelisiminde anormallikler gdzlenmis, infektif juvenillerin
boylarinin daha kii¢iik ve besin rezervlerinin daha az oldugu goriilmiistiir (Stuart vd., 2006).
Bununla birlikte, entomopatojen nematod ve B. thuringiensis’in sinerjistik bir etki
gostererek Scarabaeidae familyasina ait larvalarin mortalitesini arttirdigr bilinmektedir

(Koppenhofer vd.,1999).

1.3. Entomopatojen Nematodlarla Simbiyotik Olarak Yasayan Bakteriler

1.3.1. Entomopatojen Nematodlarla Simbiyotik Bakterilerilerin Iliskisi

Orta Paleozoik donemde (yaklasik olarak 300 milyon yil 6nce) Heterorhabditidae ve
Steinernematidae familyalarinin birbirinden bagimsiz olarak gram olumsuz enterik
bakterilerle mutualistik iligki gdstermeye basladig1 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 ¢alismalarin neden
bu grup tizerinde odaklandigmi iyi bir sekilde agiklamaktadir (Adams vd., 2006). Bu
birliktelikten her iki organizma da birbirine ihtiyag duymaktadir. Nematodun bakteriye
ihtiya¢ duymasinin nedenleri; konak bocegin humoral ve hiicresel savunma mekanizmasinin
istesinden gelmek, bocek kadavrasini 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
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nematodu bir vektdr olarak kullanir. Nematod simbiyotik bakterisinden yoksun oldugunda
genellikle ya bocegi oOldirememekte ya da oOlim gergeklestiginde iyi gelisip,
ireyememektedir (Ciche vd., 2006).

Taksonomik c¢alismalar, her bir entomopatojen nematod tiiriiniin 6zel bir bakteriyle
iliskili oldugunu ancak, ayni bakteri tiiriiniin birden fazla nematod tiirtiyle iliskili
olabilecegini gostermistir (Boemare, 2002). Dogada nematodlar bocek kadavrasinin iginde
kendi simbiyotik bakterileriyle birlikte monoksenik bir ortamda gelisip iirerler (Adams vd.,
2006). Nematod ve simbiyotik bakterisi arasindaki monoksenik iligki nematodun konak
icinde iiremesi esnasinda bakterisinin iiretmis oldugu antimikrobiyal bilesikler sebebiyledir.
Uretilen bu bilesiklerin bécek kadavrasinda diger bakteri tiirlerinin gelisimini engellemeye
yonelik oldugu disiiniilmektedir. Bununla birlikte pek ¢ok nematod tiirliniin simbiyotik
olmayan bakterilerle de iliski kurdugu goriilmiistiir (Gouge ve Snyder, 2006). Gerritsen ve
arkadaglarina gore (1998), nematodlar alternatif bir simbiyont da kullanabilmekte ancak
virulansinda azalma olmaktadir. Diger bakteriler, nematodlarla kosullara baglh bir iligki
meydana getirebilirler. Ancak, nematodun simbiyotik bakterisi patojenite, iireme ve gelisme
icin her zaman daha etkin ortak olmaktadir. Simdiye kadar tanimlanan simbiyotik bakteriler

ve iligkili olduklar1 entomopatojen nematod tiirleri Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3. Simbiyotik bakterilerin taksonomik durumu ve iliskili olduklar1 EPN tiirleri

Simbiyotik Bakteri Tiirii

iliski Oldugu EPN Tiirleri*

Xenorhabdus beddingii
X. bovienii

. budapestensis
. cabanillasii

. doucetiae

. ehlersii

. griffiniae

. hominickii

. indica

. Innexi

. japonica

. koppenhoeferi
. kozodoii

. mauleonii

. miraniensis

. nematophila

. poinarii

. romanii

. stockiae

. szentirmaii

XX XXX XX XXX XXX XXX XX

Photorhabdus. luminescens subsp. luminescens

P. luminescens subsp. akhurstii
P. luminescens subsp. laumondii
P. luminescens subsp. Kayaii

P. luminescens subsp. thracensis

P. temperata

P. temperata subsp. temperata

S.
S.

longicaudum
affine, S. feltiae, S.

intermedium,

S.
. bicornutum, S. ceratophorum
. riobrave

. diaprepesi

. longicaudum

. hermaphroditum

. karii, S. monticulum

. thermophilum, S. abbasi

. scapterisci

. kushidai

. scarabaei

. arenarium, S. apuliae

(Vo IRV I Vo B RV R Vo R Vs BV RN Vo N 0]

kraussei, S. weiseri

Steinernema sp.
Steinernema sp.

S. carpocapsae
S. glaseri, S. cubanum
S. puertoricense

S. siamkayai

S. rarum

H. bacteriophora

H.
H
H
H
H
H
H

indica

. bacteriophora

. bacteriophora

. bacteriophora

. zealveica, H. bacteriophora,
. megidis

. megidis

* Referanslar: Akhurst, 1983; Boemare ve Akhurst,

1988; Boemare vd., 1993; Brunel

vd., 1997; Fischer-Le Saux vd., 1998, 1999; Hazir vd., 2004; Sicard vd., 2004; Lengyel
vd., 2005; Adams vd., 2006; Somvanshi vd., 2006.
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1.3.2. Entomopatojen Nematod-Bakteri Kompleksinin Hayat Dongiisii

Xenorhabdus bakterileri, steinernematidlerin 1J’lerinin anterior bolgesindeki dzel bir
vezikiil icinde yer alirken, Photorhabdus bakterileri heterorhabditidlerin IJ’lerinin
bagirsagimin anteriore gore 1/3’lik kisminda yogun olmak iizere bagirsaga yayilmis
durumdadir (Sekil 4) (Forst vd., 1997). Infektif jiivenil nematodlar dogal agikliklardan
konaga girer veya konak tarafindan yenilir. Konak dogal yollardan 6lene ve saprofitik
bakteriler tarafindan isgal edilene kadar nematodlar durgun halde bekler. Daha sonra
nematod, saprofitik bakteriler tarafindan ¢iiriitiilen konak kadavrasiyla beslenerek gelisimini
ve c¢ogalmasini saglar. Hayvanlarda parazitlik olusturmak tizere Ozellesmis bdylesi bir
simbiyotik iligski, sadece entomopatojen nematodlara 6zeldir (Sekil 5) (Burnell ve Stock,
2000). Steinernema cinsi nematodlar Xenorhabdus cinsi bakterilerle (Thomas ve Poinar,
1979), Heterorhabditis cinsi nematodlar Photorhabdus cinsi bakterilerle (Boemore vd.,
1993) simbiyotik olarak iligkilidir.

Sekil 4. Simbiyotik bakterilerin nematod viicudundaki lokalizasyonu. A:
Xenorhabdus nematophila’nin S. carpocapsae’nin 1J’inin &zel bir
vezikiili i¢indeki lokalizasyonu, B: Photorhabdus luminescens’in H.

bacteriophora’nin bagirsagimnin {ist boliimiindeki lokalizasyonu
(Ciche vd., 2006).
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Nematodlar konak bocegin hemoseline
dogal agikliklardan girer

Nematod konagin

yakinina lokalize Bakteriler salinir
Nematodlar I
konak arar Faz Il
' Faz degisimi
Infektif jiiveniller Faz |
konagi terk eder ‘
' Faz degisimi
Bakteriler Jiivenil Faz | bakteriler
nematod i¢inde Nerpaltodun Bocek oliir antibiyotik ve
kolonize olur SOBTIES. toksin tiretir

Sekil 5. Entomopatojen nematod-simbiyotik bakteri hayat dongiisiiniin sematik gosterimi
(Owuama, 2001).

Foretik iliski, bir organizmanin yeni bir besin ortamma ve habitata ulagtiginda
konukgusunu terk etmesi olayina denir. Infektif juveniller toprakta serbest halde yasarken,
simbiyotik olarak iliskili olduklar1 bakterilerle foretik iliski igerisindedir. Bu foretik iliski
sirasinda nematod bagirsagindaki bakteriler, dis ¢cevreden korunurlar ve nematod bakteriyi
baska bir konaga tasimak igin bir vektdr gibi gorev yapar (Ciche vd., 2006). 1J’ler konagin
viicut bosluguna ulasabilmek icin ince kiitikiilii, dokular1 ve mukus sivist gibi dogal
bariyerleri gegmek zorundadir. Bunlar1 yapabilmek i¢in nematodlar fiziki gii¢ kullanirlar.
Ornegin, viicutlarim ince kiitikiilden iceriye iterler ya da Heterorhabditis’lerde oldugu gibi
agizlarinda terminal olarak yerlesmis disler ile bunu gercgeklestirebilirler (Koppenhofer,
2000). infektif juveniller proteolitik salgilar ile doku icerisinde kendilerine yol agabilirler
(Peters ve Ehlers, 1997).

Boceklerin immiin sistemi humoral ve hiicresel faktorlerin integrasyonu ile olusur.
Sistem nematodlari elimine etmek igin ise kapsiil icerisine alma davranisi gosterir. Bunu

melanizasyon izler. Ancak, nematodlar da bu savunma sistemine karsi kendilerini
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koruyacak ozellikler gelistirmislerdir. Buna enkapsiilasyon adi verilmektedir. Bu durum tam
bilinmemekle birlikte, nematod kutikuliiniin yapt ve kimyasiyla ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir (Koppenhofer, 2000). S. glaseri, Popillia japonica larvasinda taninip
kapsiil icerisine alinmasina ragmen, bu kapsiiliin i¢inden kacip kurtulabilmektedir (Wang
vd., 1995). Bir baska calismada ise Heterorhabditis infektif juvenillerinin penetrasyon
esnasinda J2 Kkitikiiliinii geride birakarak Tipula oleracea larvalarinda kapsiil igine
alimmaktan kurtulduklar 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 alinabilirler (Ciche vd.,
2006). Nematod ve bakteri beraberce konagin immiin sistemini etkisiz hale getirir.
Nematodlar bocekler tarafindan olusturulan antibakteriyal toksinleri parcalayan maddeler de
tiretirler. Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerinin bazi suslar ¢ok yiiksek viriilansa sahiptir.
Oyle ki, 10°dan daha az bakteri hiicresinin, Galleria mellonella ve Mveuca sexta gibi duyarl
bocek tiirlerinin hemoseline enjekte edilmesi, bu boceklerin hizli bir sekilde dlmesi i¢in
yeterlidir (Poinar ve Thomas, 1967; Forst vd., 1997). Bu bakteriler siv1 kiiltiirlerde
dretildikleri zaman, kiiltiir ortamina ytiksek viriilansa sahip insektisidal toksinler salarlar.
Bakterilerin salgilamis olduklar1 parcalayici enzimler, bocek dokusunu parcalayarak
nematodun gelisimi i¢in zengin bir besin ortami olusturur (Burnell ve Stock, 2000).
Simbiyotik bakteriler ayrica enfekte konagi saprofitik mikroorganizmalar, bakteriyovor
nematodlar ve ayristirict bocekler gibi organizmalarin istilasindan korumak i¢in antibiyotik
ve antifungal bilesikler iiretirler (Boemare vd., 1996).

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 olduk¢a farkli bir koloni morfolojisi
gosterirler (Sekil 6) (Boemore, 2002). Faz-1 formu, faz-II formuna goére ¢ok fazla miktarda
ekzoenzim, toksin ve antibiyotik iretirler. Faz-I bakteriler belirli boyalar1 absorblarlar ve
biiyiik yapili kristal proteinler iiretirler. Fazlar arasindaki patojenite farklilig1 farkli konaklar
tizerinde test edilmistir (Volgyi vd., 1998). Bazi calismalar bunun her zaman gegerli
olmadigini belirtse de (Ehlers vd., 1990; Volgyi vd., 1998) genel goriis faz-1 bakterilerinin in
vitro nematod fiiretiminde faz-II’lere gore daha etkili olduklar1 yoniindedir (Akhurst ve

Boemare, 1990; Boemare vd., 1996; Forst vd., 1997). Faz-l1l formu bakterilerin bu
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simbiyotik iliskideki rolii ac¢ik degildir. Faz degisiminin molekiiler mekanizmalarla

yonetildigi diistiniilmektedir (Tablo 4) (Burnell ve Stock, 2000).

Sekil 6. Xenorhabdus nematophilla tiirii bakterilerde Faz 1 ve Faz II evrelerinin
elektron mikroskop goriintiileri

Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri simdiye kadar topraktan hi¢ izole
edilememistir. Nematod olmaksizin toprak ortaminda hayatta kalamayacaklar
diistintilmektedir. Morgan vd. (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 diistiigiinii belirlemislerdir. Bleakley ve Chen
(1999), P. luminescens’in besin gereksinimleri eklenmis ve steril edilmis topraga
uygulandiginda 30 giin hayatta kalabildigini gstermistir.

Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri, Enterobacteriaceae familyasina ait,
hareketli, Gram negatif, fakiiltatif anaerob ve ¢ubuk 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
farklilik P. luminescens izolatlarinin biyolojik 1s1ma (Biolumineskens) yapabiliyor;
Xenorhabdus’larin  yapamiyor olmasidir. Ayrica Photorhabdus’larda katalaz (+),
Xenorhabdus’lar ise katalaz (-)’dirler.
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Tablo 4. EPN ve simbiyotik bakteri iliskisindeki hayat dongiisii

Evre Nematod Bakteri

Toprakta yasayan infektif jiivenil
| nematodlar konak bocegin
acikliklarindan igeri girer.

Bakteriler EPN’nin bagirsaginda
bulunur.

EPN’lerde bulunan bakteriler bocegin
hemolenfine salinir. Bakteri
tarafindan viriilans faktorleri iiretilir.
Sonugta bocek oliir.

EPN’ler bocegin hemoselinde
Il (Erken) gelismeye baslar. Disi ve erkek
EPN’ler olusur.

Bakteriler durgun faza geger. Bakteri
IT (Geg) EPN’ler ¢ogalir. tarafindan antibiyotik, ekzoenzim ve
kristal proteinleri tiretilir.

Bakterileri infektif jiivenillerin

Il Yeni infektif jliveniller gelisir. bagrsagmda kolonize olur.

1.4. Adi Mayis Bocegi, Melolontha melolontha (L.) (Coleoptera: Scarabaeidae)

Adi Mayis bocegi (Melolontha melolontha), tiim diinyada en 6nemli toprak alti
zararlilarindan birisidir. Sigsman, beyaz ve kavisli bir yapiya sahip yaklasitk 46 mm
uzunlugunda larvalar toprakta yasar ve koklerde ciddi zararlara sebep olurlar. Erginler ise
yaprak ve cigekler ile beslenerek agacglara zarar verirler. Fakat erginlerin agaglara verdigi
zarar ¢ok ciddi degildir. Ancak larvalar, yasamak i¢in toprak altinda koklerle beslenerek ot,
tahil, patates ve cilek gibi diger tarimsal {riinlere kars1 ciddi zarar teskil etmektedir. Larva
meyve bahgelerinde, park alanlarinda ve fidanliklarda da zararli olmaktadir. Ergin bocek
haline gegmeden Once 3-4 yi1l boyunca yeraltinda beslenir. Larva ile miicadele toprak altinda

yasadigindan dolay1 oldukc¢a zordur.

1.4.1. Adi Mayis Boceginin Biyolojisi

Adi Mayis bocegi (M. melolontha) Scarabaeidae familyasina ait bir tiirdiir. Ergin
bocekler 25-30 mm uzunlugunda, siyah bagl, sirt bolgesi kahverengi kisa tiiylerle kapli,
kanat durumu kizilimsi kahve ya da uzunlamasina ¢izgili kanat Ortiistine sahiptir (Sekil
7a,b). Son segmentler erkeklerde daha ¢ok gelismistir. Ergin Nisan ve Mayis aylarinda

goriiliir, giin batiminda beslenmek i¢in orman alanlar1 ya da izole edildikleri agaglarin
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bulundugu boélgelere ugar. Yaklasik 10-15 giin beslendikten sonra olgunlasan disi, yumurta
birakmak i¢in ¢ayirlara dogru ugar. Her disi 15-25 cm derinliginde yumusak topraga
yaklasik 24 yumurta y18in1 birakir. Cogu disi yumurta biraktiktan sonra 6liir fakat ikinci kez
yumurta birakmak i¢in disiler beslenir, bazi disiler ise {i¢lincii kez yumurta birakir. Ergin
bocekler genellikle gece ucar ve sik¢a yaz basinda sicak gecelerde 11k yanan pencerelere
carpar. Ergin bocek yapraklar ve ¢icekler, yaprak doken agaglar, cali ve diger bitkiler ile
beslenir. Fakat nadiren ciddi zarar verir. Ozellikle tercih ettigi agag tiirleri bulunur.

Agac yapraklariyla beslendikten sonra disiler agik alanlara wugar. Kolayca
kazabilecekleri yumusak toprakta kolay bulunmayacak yerler kazar ve yumurtalar1 birakir.
Larvalar yaklasik 4-6 hafta sonra ¢ikmaya baslar. Cok kuru ya da ¢ok 1slak topraklarda
yumurtalar gelismemektedir (su icerigi %10-20’den az). Yumurtanin geligsmesi i¢in uygun
sicaklik 18 °C’dir.

Larvalar, giiclii ¢ceneye, uzun, tiiylli, iyi gelismis sar1 bacaklara, beyazimsi kavisli
govdeye ve biiyiik bir basa sahiptir (Sekil 7¢). Larvanin gelismesi 3-4 yil siirer ve kis1 toprak
altinda derin yuvalarda gecirir. Kulugka doneminden sonra Haziran ve Temmuz sonunda
geng larva kiiciik kokleri kemirmeye baslar. Her giin yatay olarak yaklasik 30 cm mesafede
hareket eder. Soguk kis doneminde kendisini yere gdomer ve kis1 orada gecirir. Dogu
Avrupa’nin belirli bolgelerinde gelisim siiresi 4 y1l olabilmektedir. Canli kalabilmek i¢in ot,
tahil gibi diger birgok iiriinde toprak altinda dzellikle koklerde ciddi zarar vermektedir. Ug
larval evreye sahiptir (L1, L, ve Ls). Birinci evre larva yumurtadan 15 °C’de 49 giin sonra,
20 °C’de 32 giin sonra ve 25 °C’de 19 giin sonra ¢ikar ve ¢ogunlukla 42 giin sonra alanda
olur. Cok fazla 1slak ya da cok fazla sicak yaz giinleri yumurtalarda yiiksek 6liim oranina
neden olur. Larvalardaki gelisim hiz1 sicakliga baghdir.

[k evre larvalarin verdigi hasar sadece m? basina 1000 larva gibi asirt yogunlukta
oldugu zaman fark edilir. Ikinci evre larva 4-6 hafta boyunca bir sonraki beslenme dénemi
olan Agustos-Eyliil sonunda goriiniir. Bundan sonra toprak altinda kis1 gegirir. Devamindaki
baharda Nisan ayinda toprak sicakligi (30 cm derinlikte) 7 °C’yi astig1 zaman ikinci evre
larvalar Mayis ve Haziran ayinin sonuna kadar koklerle beslenir ve gelisir. Larva agirligi
0,15- 0,8 g artar. Ikinci y1l boyunca larva son derece oburdur. Sonbaharda iigiincii evre larva
goriinmeye bagslar, agirligl 3,8 g artar ve beslenmeden dolay1 zarar daha fazla olur. Bundan
sonra ikinci kist gegirmek igin toprakta derinlere iner. Takip eden baharda larva beslenmesi

Haziran sonunda pupa evresine girene kadar tekrar baslar.
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Pupa evresi 15-100 cm derinlikte kiigiik bir hiicrede Haziran ayinda gergeklesir (Sekil
7d). Toprak ve iklim tipine bagh olarak ¢ogunlukla 30-40 cm derinlikte pupa siiresi 25
°C’de 25 giin, 12 °C’de 100 giin arasinda gergeklesir. Geng ergin bocekler Agustos ve Eyliil
aylarinda goriiniir. Fakat bu bocek tiglincii bir kislama donemi gegirdikten sonra gelecek

baharda Agustos ayina kadar aktif degildir.

Sekil 7. Adi Mayis bocegi (Melolontha melolontha (L.)). a: Erkek ergin
bocek; b: Disi ergin bocek; ¢: Larva; d: Pupa

1.4.2. Adi Mayis Boceginin Miicadelesi

Agagclar iizerinde beslenen yetiskin boceklerle kimyasal ilag kullanilarak miicadele
edilmektedir. Ancak, erginlerin 6lmesi toprak altindaki larvalarm kontroliinii saglamada
etkili olmadig1 i¢in miicadele i¢in garantili degildir. Ayrica, agaglara plskiirtiillen kimyasal
ilacin gevre tizerindeki etkisi oldukga yiiksektir.

Entomopatojen nematod bocek grubunun gesitli tiirlerini 6ldiirme yetenegine sahiptir
ve toprakta aktif bir sekilde yayilmaktadir. Fakat, bocek grubunun ¢oguna karsi etkinligi
diisiiktiir (Gerristen vd., 1998). Ozellikle Phyllopertha horticola’nin miicadelesinde H.
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bacteriophora olduk¢a basarilidir. Ancak, Peters (2000) M. melolontha’nin nematodlarla
alan miicadelesinin ekonomik olmadigini belirtmistir. Steinernema glaseri suslarinin M.
melolontha {tizerinde olduk¢a iyi sonuglar gosterdigi bilinmektedir (Berner vd., 2001).
Berner ve arkadaslar1 (2002) H. bacteriophora ile 1 milyon/m? konsantrasyonunda yapilan
uygulamada %65 oraninda zararli sayisinin azaltilabilecegini tespit ettiler. Peters (2004),
Steinernema scarabaei’nin M. melolontha iizerinde laboratuar denemelerinde oldukga etkili

oldugunu gosterdi.

1.5. Tezin Amaci

Giiniimiizde zararlilarla miicadelede 6zellikle kimyasal insektisitlerin yerini biyolojik
miicadele etmenleri almaya baglamistir. Cevre dostu bu etmenler igerisinde entomopatojen
nematodlar ¢cok 6nemli bir grup olarak géze ¢arpmaktadir. Bu tez kapsaminda Trabzon ili ve
ilgelerindeki tarim arazilerinden entomopatojen nematod izole edilmesi, bunlarin
karakterizasyonlarinin ~ gergeklestirilmesi ve  Melolontha melolontha (Coleoptera:
Scarabaeidae) tizerindeki insektisidal etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu sayede
bolgenin onemli toprak alti zararlilarindan biri olan M. melolontha’ya karsi etkili ve

glivenilir bir yerel biyolojik miicadele etmeninin tespit edilmesi hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

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

Entomopatojen nematodlarin topraktan izole edilmesinde kullanilan en yaygin ve
gecerli yontem, EPN’lara duyarli bir konagi toprak igerisinde bekleterek konagin nematod
tarafindan infekte olmasini saglamaktir. Biiyiik bal mumu giivesi, Galleria mellonella son
donem larvalart (Sekil 8), topraktan EPN’lari izole etmek igin kullanilan, en uygun
konukgular olarak bilinmektedir (Bedding ve Akhurst, 1975). EPN ile ilgili yapilan birgok
caligmada arastiricilarin gerek basarisi, gerekse uygulama kolayligi ve yayginligt agisindan
bu yontemi tercih ettikleri gézlenmektedir (Nguyen ve Smart, 1992; Steiner, 1996; Mracek
vd., 1999; Stock vd., 1999; Griffin vd., 2000; Malan vd., 2008; Nguyen vd., 2008).

Biiyiikk bal mum giivesinin laboratuar ortaminda ¢ogaltilmasi Gouge (1997)’nin
degistirilen yontemine gore gergeklestirildi. Primer kiiltiir olarak larvalar, Trabzon’un Of
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 olmasi saglandi. Iki hafta
sonra pupadan c¢ikan giivelerin kabin kenarlarma biraktiklar1 yumurtalar dikkatlice
toplanarak i¢inde yapay besin bulunan beslenme kaplarina transfer edildi. Besinleri haftalik
olarak yenilenen larvalar 30-45 giin sonunda son evreye ulasinca kaplardan alindi. Bu
larvalar, gelisimlerini durdurmak, ag ve pupa olusturmalarini engellemek icin bir siizgeg
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.
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Sekil 8. Son evre Galleria mellonella larvalari

2.2. Toprak Orneklerinin Alnmasi

Toprak 6rneklemeleri 2010 yilinda Nisan ve Eyliil aylar1 arasinda toplandi. Trabzon ili
ve ilgelerinde bulunan tarim yapilan arazilerden gesitli lokalite ve yiiksekliklerden rastgele
yerlerden 77 toprak &rnegi alindi (Sekil 9). Ornekler, topragin iist yiizeyi temizlendikten
sonra 20 cm derinlige kadar kazilarak alindi (Sturhan ve Liskova, 1999). Her 100 m?lik
alan iginden 3-8 toprak drnegi olacak sekilde toprak alindi ve iyice karistirildi. Ornek alinan
lokaliteler arasinda arazinin durumuna gére mesafe birakildi. Orneklerdeki su kaybini en aza
indirmek igin toprak Ornekleri polietilen kaplarda sogutucu iginde laboratuara getirildi.

Toprak alinan yerdeki enlem ve boylam dereceleri, yiikseklik ve habitat bilgileri gibi veriler
kaydedildi.
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Sekil 9. Trabzon ili ve ilgelerinden nematod izolasyonu i¢in alinan toprak orneklerinin
yerleri

2.3. Topraktan Entomopatojen Nematodlarin izolasyonu

Toprak oOrneklerinden entomopatojen nematod izolasyonunda bocek tuzak ydntemi
kullanildi. Alinan toprak 6rnegi iyice karistirilarak 200 gr’lik kismi kapakli plastik kutulara
(12 x 10 x 6 cm) yerlestirildi. Her bir kutuya son evre sekiz Galleria mellonella larvasi
yerlestirildi ve larvalar topragin altinda kalacak sekilde kutular ters g¢evrildi (Bedding and
Akhurst, 1975; Stock vd., 1999). Kutular 22-25 °C’de 10 giin boyunca inkiibe edildi. Ug
giinde bir kontroller yapilarak 6lii larvalar kutulardan ¢ikarildi.

Olii boceklerden, enfeksiyon ozelligine sahip juvenil nematodlar izole etmek igin
White Tuzak yontemi kullanildi (White, 1927). Bu yontemde 55 mm ¢apinda bir petri kabi
ters cevrilerek 100 mm capindaki baska bir petri kabinin igine yerlestirildi. Kiigiik petri
kabinin {izerine nemlendirilmis bir filtre kagidi konuldu ve 6lii larvalar filtre kagidinin
lizerine birakild1. iki petri kab arasinda kalan bosluga 10 ml steril su ilave edildi ve biiyiik
petri kabimin kapagi kapatildi (Sekil 10). Yeni nesil nematodlar iireyip konag terk ettikten
sonra bu filtre kagidi tizerinde hareket ederek biiyiik petri kabindaki suya dogru yonelir. Bu
suyun alinmasi durumunda nematodlarin sadece infektif juvenil evreleri elde edilmis olur.
Jivenil nematodlarin 6lii bocek kadavralarini terk edip suya gegip geemedikleri giinlilk
kontrol edildi.
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Sekil 10. Enfekte boceklerden White Tuzak (White, 1927)
yontemiyle entemopatojen nematodlarin izolasyonu

2.4. Entomopatojen Nematodlarin White Tuzaktan Toplanmasi ve Yikanmasi

Entomopatojen nematodlarin konagi terk edip suya gegmesi 10-15 giinliikk bir siire
aldigi i¢in suya gegen infektif juveniller bir pipet yardimiyla iki giinliik araliklarla bir hafta
boyunca toplandi. White tuzaktan elde edilen EPN larvalarinin (Sekil 10) yiizey
sterilizasyonlarinin yapilmas: i¢in bir cam beher igerisine alinarak {iizerleri saf su ile
dolduruldu. Bu sekilde beherlerde bekletilen nematodlarin bir siire sonra tabana ¢okmesi
sagland1 ve bdylece iistteki su uzaklastirilarak ayni behere yeniden saf su ilave edildi ve bu
islem 3-4 kez tekrarlandiktan sonra nematodlar 250 ml hacimli flasklarda 10 °C’de
muhafaza edildi (Koppenhofer ve Kaya, 1999). Daha sonra elde edilen nematodlarin EPN
olduklarin1 kesinlestirmek igin bu nematodlara saglikli G. mellonella larvalari iizerinde
tekrar infektivite testi uygulandi. Boylece, topraktaki olasi diger EPN olmayan Rhabditidler
ile karismalar1 6nlendi. Elde edilen EPN’larin kiiltiirleri laboratuarda G. mellonella’nin son

donem larvalari tizerinde devam etmektedir.



34

2.5. Entomopatojen Nematodlarin Depolanmasi

Nematod kiiltiirleri hiicre kiiltiir flasklar1 igersinde steril distile su iginde, siispansiyon
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 ge¢meyecek sekilde
ayarlandi. Nematod kiltiirleri her ay in vivo olarak ¢ogaltilarak yenilendi (Wooding ve
Kaya, 1988).

2.6. Entomopatojen Nematodlarin Tiir Teshislerinin Yapilmasi

Glinlimiizde EPN’larin tiir teshisleri i¢cin morfometrik ol¢iimler, DNA diizeyinde
molekiiler analizler ve Scanning Elektron Mikroskop (SEM) ile elde edilen detayli
morfolojik goriintiiler birlikte kullanilmaktadir (Hominick vd., 1996; Burnell ve Stock,
2000; Stock ve Gress, 2006; Nguyen vd., 2007). Bu ¢alismada morfometrik 6lgtimlerden ve

molekiiler analizlerden faydalanildi.

2.6.1. Morfometrik Ozelliklerin Belirlenmesi

Entomopatojen nematodlarin morfolojik ve morfometrik olarak incelenmesi i¢in her
bir izolatin erkek ve infektif juvenil bireylerinden kalici preparatlar hazirlandi. Bu amagla,
G. mellonella son evre larvalari nematodlarla enfekte edildi. Enfeksiyondan 4-8 giin sonra
olii larvalarin stereo mikroskop altinda diseksiyonu yapildi. infektif jiivenil ve erkek
nematodlar kadavralardan toplandi ve beher igerisinde {ii¢ kere c¢oOktiiriiliip yikandi.
Nematodlar, igerisinde 1 ml Ringer soliisyonu bulunan tiiplere aktarildi. Tiipler 60 °C’ye
ayarlanmis sicak su igerisinde 1-2 dk bekletildi ve 6lmeleri saglandi. Daha sonra 60 °C’deki
TAF (Triethanolamine Formalin) soliisyonundan 1 ml alinarak Ringer igerisindeki
nematodlarin bulundugu tiiplere eklendi ve bir gece boyunca fikse edildi. Ertesi giin
iizerlerindeki Ringer ve TAF karisimi uzaklastirildi. Nematodlarin bulundugu tiiplere saf
TAF soliisyonu ilave edildi ve bir gece bekletildi. Daha sonra TAF soliisyonu pipetle
uzaklastirildi ve iizerlerine Soliisyon I (%20°si %95°lik etanol, %1°1 gliserin ve %79’u
distile su) ilave edildi. TAF soliisyonu Solusyon I’in yapisini bozdugundan dolay1

nematodlarin ¢oktiikten sonra ayni islem iki kere yapildi. Nematodlar Soliisyon | ile dolu
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cam kaplara aktarildi ve iizerleri lam veya cam kullanilarak kapatildi. Igerisinde %70’lik
alkol bulunan biiyiik bir petri igerisine nematodlarin bulundugu cam kaplar konuldu ve
petrinin {izeri oOrtiildii. Bir gece beklettikten sonra cam kaplardaki Solusyon I pipet
yardimiyla uzaklastirildi. Cam kaplara Soliisyon II ( %5°1 gliserin ve %95°1 %95’lik etanol)
ilave edildi. Cam kapaklarin iizeri yariya kadar agik kalacak sekilde lam veya cam ile
kapatildi. Alkol bulunmayan bir petri icerisine konuldu ve 40 °C’lik bir etiivde 3 saat
boyunca bekletildi. Belli zaman araliklarinda cam kaplar kontrol edilerek Soliisyon II azalan
kaplara ekleme yapildi. Bu islemlerden sonra fikse edilen nematodlar Seinhorst (1959)’a

gore gliserol i¢ine alinarak kalici preparatlar olusturuldu.

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

hazirlanan preparatlar Leica IM-50 bilgisayarli 6l¢iim modiilii kullanilarak incelendi.

Toplam viicut boyu, maksimum viicut genisligi, salgi poru ve sinir halkasinin anterior
kistmdan uzaklig1, 6zafagusun boyu, kuyruk uzunlugu, aniis genisligi, viicut oranlar1 (a, b, c,
D, E), spikiil, gubernakulum ve mukro uzunlugu gibi ¢esitli morfolojik ve morfometrik
ozellikler Olgiildii. Yapilan gozlem ve Olglimler literatiirdeki bilgilerle karsilagtirilarak

izolatlar uygun taksonomik gruplara yerlestirildi (Stock ve Kaya 1996; Hominick vd., 1997).

2.6.2. Molekiiler Ozelliklerin Belirlenmesi

2.6.2.1. DNA izolasyonu

Her izolatin sadece bir disi veya juvenil bireyinden DNA izolasyonu Joyce ve
arkadaslarina (1994) gore degistirilerek yapildi. Her izolat i¢in bir 6rnek 10 pl 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) icinde parcalandi. Hazirlanan homojenat, i¢inde 10 pl ddH,O ve 2
ul proteinaz K (600 pg/ml) bulunan Eppendorf tiiplerine eklendi. Tiipler -80 °C’de 10
dakika bekletildikten sonra sirasiyla 65 °C’de 1 saat ve 95 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
Karisim 13000 g’de 1 dk santrifiij edildikten sonra DNA’nin bulundugu siipernatant alinarak
-20 °C’de muhafaza edildi. Izole edilen DNA’min saflift ve konsantrasyonu

spektrofotometrede Slgiildii.
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2.6.2.2. PCR ile rRNA ITS Bélgesinin Cogaltilmasi

18S ve 28S rRNA alt {initeleri arasinda kalan ITS1, 5.8S ve ITS2 bolgelerinin ( Sekil
11) PCR ile gogaltilmasi i¢in ileri primer olarak 18S (5’-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-
3’) ve geri primer olarak 28S (5’-TTTCACTCGCCGTTACTAAGG-3’) kullanildi (Vrain
vd., 1992).

PCR reaksiyonu i¢in 5 ul DNA siispansiyonu, 5 ul (10X) PCR tamponu, 2 pl MgCl,
(10 mM), 1 pl 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 pl’ye tamamlandi. PCR
kosullart 94 °C’de 6 dk denatiirasyondan sonra 94 °C’de 1 dakika, 55 °C’de 2 dk ve 72
°C’de 2 dk seklinde 35 dongii tamamlandi. Son olarak 72 °C’de 10 dakika bekletilerek eksik
kalan reaksiyonlarin tamamlanmasi saglandi (Phan vd., 2005).

PCR reaksiyonundan sonra olusan iirtinden 5 pl alinarak, 0.5 pg/ml etidium bromiir
katkilt %1°lik agaroz jelde 90 V’de 1 saat elektroforez edildi (Phan vd., 2005). Geri kalan
PCR fiirtinleri Promega Wizard SV Gel ve PCR Clean-Up System Kiti ile saflastirild.

18S Niiklear DNA 5.8S DNA (~160) 28S Niiklear DNA
o ' .................................................................. D2 ..... D3
Ims1 (~360-350 bp) ITS 2 (~360-350 bp)

ITS Gen Bolgesi (~850 bp)

Sekil 11. 18S-28S niiklear ribozomal DNA (rDNA)’in Internal Transcribed Sequence (ITS)
bolgesi
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2.6.2.3. PCR Uriinlerinin Klonlanmasi ve DNA Analizi

PCR iirtinleri pPGEM-T Easy vektoriine aktarildiktan sonra Escherichia coli DH 10
hiicrelerine elektrotransformasyon yapildi. Klonlanan plazmitler Promega Wizard
“Minipreps DNA Purification System” Kitiyle tekrar izole edilip, DNA dizi analizi i¢in
Macrogen (Kore) firmasina gonderildi. Elde edilen veriler gen bankasinda bulunan verilerle

karsilastirildi (Spiridonov vd., 2004b).

2.6.2.4. DNA Dizi Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi ve Filogenetik Analiz

DNA dizi sonuglar1 Clustal X programinda eslestirilerek baz dizileri, izolatlar arasi, tiir
ici ve tiirler aras1 seviyede karsilastirildi. Eslestirilmeler GeneDoc programinda diizenlendi.
Filogenetik iliskiler BioEdit ve MEGA 5.05 programlari kullanilarak belirlendi ve Bootstrap

agaclar olusturuldu.

2.7. Entomopatojen Nematodlarla Simbiyotik Olarak iliskili Bakterilerin
Tanmimlanmasi

2.7.1. Simbiyotik Bakterilerin izolasyonu

Entomopatojen nematodlarla simbiyotik olarak iligkili olan bakteriler, nematodlar
tarafindan enfekte edilen G. mellonella larvalarinin hemolenfinden Poinar (1975)’a gore
izole edildi. Bes adet son evre G. mellonella larvasi, taban1t Whatman kagidi ile kaplanmis
biiyiik boy petri kaplarmna yerlestirildi. Daha sonra her bir petri kabma 200 1J/ 500 pl 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, iginde NBTA (Nutrient agar + %0.0025 bromthymol blue +
%0.004 triphenyltetrazoliumchloride) bulunan petriler iizerine yayma ekim yapildi ve 28
°C’de 48-72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan Faz-1 bakterileri besiyeri icindeki
bromthymol mavisini absorladigi i¢in mavi renkli koloniler olusturdugu gézlendi (Sekil 12)
(Boemare vd., 1996). Mavi renkli koloniler dikkatlice segilerek TSA (Tryptic Soy Agar)
besiyerine ekim yapildi. Bu sekilde saflastirilan bakteriyal izolatlardan %20’lik gliserol
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icinde stok kiiltlirler olusturuldu. Elde edilen bakteriyal izolatlar {lizerinde yapilan tim

tanimlanma ¢aligmalar1 Faz-1 bakteriler kullanilarak yapildi.

Sekil 12. Nematod ile enfekte olan larvalardan simbiyotik
bakteri izolasyonu

2.7.2. Simbiyotik Bakterilerin Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.7.2.1. Simbiyotik Bakterilerden DNA izolasyonu

Bakteriyal izolatlardan DNA izolasyonu yapmak igin kiiltiirlerden TSB (Tryptic Soy
Broth) icinde gece kiiltiirleri hazirlandi. Hiicreler santrifiijle ¢oktiiriildii ve besiyeri
uzaklastirildi. DNA izolasyonu Genomik DNA izolasyon kitiyle (Promega) iiretici firma

prosediiriine gore yapildi.

2.7.2.2. Simbiyotik Bakterilerin 16S rRNA Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi

Bakteriyal izolatlar1 molekiiler olarak tanimlamak i¢in 16S rRNA bdolgesinin DNA
dizisi kullanildi. Bu bdlge PCR ile c¢ogaltilmast igin ileri primer olarak 62 5’-
ACGGGCGGTGTGTACAAG-3’ ve geri primer olarak 18F 5’-
AGAGTTTGATCITGGCTCAG-3’ kullanildi. PCR reaksiyonu i¢in 5 pul DNA
siispansiyonu, 5 pl 10x PCR tamponu, 2 pul MgCl, (25 mM), 1 ul ANTP karisimi (her
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birinden 10 mM), her bir primerden 0,5 pl (500 nM), 1,5 {inite Taq DNA polimeraz ve 36 ul
ddH,O karigtirilarak, son hacim 50 ul’ye tamamlandi. PCR kosullar1 95 °C’de 2 dk
denatiirasyondan sonra 40 dongii 94 °C’de 30 saniye, 55 °C’de 45 saniye ve 72 °C’de 1 dk
seklinde gergeklestirildi. PCR {iriinleri %1°lik agaroz jelde 90 Voltta 45 dakika elektroforez
edildi. Jel gorlintileme sistemiyle goriilen bantlar bistiiri yardimiyla dikkatlice jelden
kesilerek ¢ikartildi. Jelden kesilip alinan PCR iriinleri “Promega Wizard SV Gel” kitiyle
saflastirildt ve DNA dizi analizi yaptirildi. DNA dizileri ¢ift yonlii olarak okutularak gen
bolgesinin tiim dizisi elde edildi. DNA dizi sonuglari Chromas 14 programinda birlestirildi

ve gen bankasindaki verilerle karsilastirildi.

2.8. Entomopatojen Nematodlarin Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Entomopatojen nematodlarin Dogu Karadeniz Bolgesinde zarar olusturan Melolontha
melolontha tizerindeki insektisidal etkilerini belirlemek amaciyla kum ve saks1 denemeleri
yapildi. Kum denemelerinde yiiksek etki gosterdigi belirlenen ii¢ izolatin M. melolontha
tizerinde saks1 denemeleri yapilarak insektisdal etkiler gozlemlendi. Bu zararli belirlenirken

ozellikle hayat dongiilerinin en az bir evresinde toprakla iligkili olmasina dikkat edildi.

2.8.1. Melolontha melolontha (L.) (Coleoptera: Scarabaeidae) Larvalarmin
Toplanmasi

Deneylerde kullanilan Melolontha melolontha (Adi Mayis Bocegi ) larvalart Trabzon
ilindeki findik bahgelerinden toprak kazilarak toplandi. Plastik kaplar icerisinde laboratuara
getirilen larvalar deneyler baslayincaya kadar toprak igerisinde oda sicakliginda tutuldu.
Biyotest icin kullanilan iJ nematodlar, Galleria mellonella larvalarinda in vivo olarak
cogaltildi ve depolandi. Kullanilan nematod kiiltiirlerinin en fazla 3 haftalik olmasina dikkat
edildi.
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2.8.2. Entomopatojen Nematodlarin Melolontha melolontha (Coleoptera:
Scarabeidae) Uzerindeki Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Entomopatojen nematod izolatlarinin M. melolontha itizerindeki insektisidal etkilerini
belirlemek i¢in yapilan biyotest caligmalar1 Kaya ve Stock (1997) ve Ansari ve
arkadaglarinin (2003) yontemleri degistirilerek gerceklestirildi (Sekil 13). Bir nematod tiirii
icin biyotest ¢aligmalar1 plastik deney kaplarinda yapildi ve her bir izolat i¢in ti¢ farkli dozda
ti¢ tekrar ve bir kontrol kab1 olmak tizere 72 larva kullanildi. Her bir kaba (3,4 cm ¢apinda)
10 gr otoklavlanmis kum dolduruldu. Uglii grup igin her birinin igerisine 500, 1000 ve 2000
[3/ml olacak sekilde infektif juveniller eklendi. Kontrol grubu igin ise her kaba sadece distile
su ilave edildi. Daha sonra her bir kaba iiciincii evre birer M. melolontha larvas: eklendi. iki
set halinde hazirlanan diizenekten biri 25 °C’de, digeri ise 15 °C’de karanlik ortamda 10 giin
inkiibe edildi. Deneyler ii¢ tekrarli olarak yapildi. Sonuglar giinliik takip edildi. Olii larvalar
kaptan c¢ikartilarak Stereo mikroskop altinda diseksiyon yapildi ve olimiin nematod

enfeksiyonundan olup olmadig: belirlendi.

500 iJ/ml 1000 iJ/ml 2000 iJ/ml

Sekil 13. izolatlarin Melolontha melolontha iizerindeki kum denemeleri
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2.8.3. Entomopatojen Nematodlarin (ZET09, ZET31 ve ZET35) Saksi
Denemelerinde  Melolontha  melolontha  (Coleoptera:  Scarabeidae)
Uzerindeki insektisidal Etkileri

Kum denemeleri sonucunda M. melolontha iizerinde 6ldiiriici etkisi yiiksek olan
ZETO09, ZET31 ve ZET35 numaral izolatlarinin zararli tizerindeki saks1 denemeleri Laznik
ve arkadaslarmin (2009) calismalar1 degistirilerek yapildi. Bu testler cilek fidelerinin
dikildigi plastik saksilarda yapildi (Sekil 14). Ug izolat igin iicer saksi ii¢ tekrarli, kontrol
grubu her tekrar i¢in ii¢ saksi olarak test edildi. Her bir saksiya 80 g toprak dolduruldu.
Cilek fideleri plastik saksilara dikildi. Fidelerin canli kalmasi i¢in gilinliik sulama yapildu.
Fideler yeterince kok saldiktan sonra her saksiya bes adet tiglincii evre M. melolontha larvasi
birakildi. Larvalarin toprak igerisine girmesi igin yaklasik 1 gilin bekletildi, saksilarin
herbirine 1000 1J/g toprak olacak sekilde entomopatojen nematod izolatlar1 eklendi. Kontrol
grubu i¢in sadece su ilave edildi. Saksilar laboratuar ortaminda yaklasik 25 °C’de muhavaza
edildi. Fidelerin kurumamast i¢in sulamalara devam edildi. Calisma 20 giin boyunca takip
edildi. Bu siire sonunda biitiin ¢ilek fideleri sokiildii. Olii ¢ikan larvalar White tuzaga alindi.
Sokiilen gilek fidelerinin kokleri yikandi ve fotograflar ¢ekildi.

Sekil 14. Izolatlarin saks1 denemeleri. ZET09: H. bacteriophora, ZET31: S.
feltiae; ZET35: H. bacteriophora



3. BULGULAR

3.1. Toprak Orneklerinin Toplanmast1 ve Entomopatojen Nematodlarin
Izolasyonu

Trabzon ili ve ilgelerindeki farkli tarim arazilerinden rastgele olarak secilen 77
istasyondan Galleria tuzak yontemiyle 7 entomopatojen nematod izolasyonu gerceklestirildi
(Sekil 15). Izolatlar izolasyon sirasina gore ZET02, ZET04, ZET09, ZET28, ZET31, ZET35
ve ZET76 olarak numaralandirildi, kiiltiirleri olusturuldu ve stoklari1 yapildi. Nematod
izolasyonu yapilan ornekleme noktalarmin koordinatlart ve &zellikleri Tablo 6’da

verilmektedir.

Sekil 15. Nematod izolasyonu yapilan 6rnekleme noktalari
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Tablo 5. Entomopatojen nematodlarin izole edildigi 6rnekleme noktalarinin

koordinatlart ve 6zellikleri

izolat numAras: (")rn_ek Deniz Seviyesinden
Koordinat* Yiiksekligi (m.)

ZETO0? '; ;4,8 jg 89

ZETO04 '; ;4,8 j? 156
ZETO09 '; gg ;“9) 364
ZET28 '; gg 4313” 404
ZET31 '; gg 3(9),’ 384
ZET35 '; gg ZZ 365
ZET76 E gg g’g 1234

*(N: Kuzey enlemi, E: Dogu boylami)

3.2. izolatlarin Tiir Teshisleri

3.2.1. Morfometrik Tanimlama

Calismada izole edilen entomopatojen nematodun her birine ait 20’ser infektif jiivenil

ve erkek bireylerinin morfolojik ve morfometrik dlgiimleri yapildi. Izolatlara ait morfolojik

degiskenlerin fotograflar1 Sekil 16, Sekil 17 ve Sekil 18°de gosterilmektedir. Olgiimlere ait

veriler Tablo 8 ve Tablo 9’da yer almaktadir.
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Sekil 16. Heterorhabditis bacteriophora (ZET35) erkek bireylere ve iJ’lere ait
morfolojik goriintiiler. a: Erkegin kuyruk kismi; b: Erkegin bas
kismzi; c: 1J’in kuyruk kismi; d: 17in bas kismi

Sekil 17. Steinernema feltiae ( ZET31) erkek bireylere ve [J’lere ait morfolojik
goriintiiler. a: Erkegin kuyruk kismi; b: Erkegin bas kismi; c: 11’in
bas kismi; d: 1J°in kuyruk kism1
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Tablo 6. Izolatlarin infektif jiivenil bireylerinin morfometrik dl¢iimleri

i ZET02 ZET04 ZET09 ZET28 ZET31 ZET35 ZET76
n 20 20 20 20 20 20 20
L (587-621) (601-643) (599 -621) (540,62-599,7)  (846,9-944,4)  (568,4-601,8)  (685,1-868,2)
590421 626,83+25.4 609,85+19,9 567,72+19,2 896,8+33,1 575,43+20,1 800,3+46,5
Ep (90-107) (89,64-105,36)  (89,72-114,71)  (90,21-10852)  (49-112,8)  (88,64-107,71)  (47,9-64,4)

97+5 96,8+4,9 99,19+5,1 99,76+4.8 62,617 98,9+5,1 56,1+4,2

NR (7A402-8764)  (7826-0064)  (8272-9382)  (8L,14-922)  (685-1182) (82729382  (899-117.7)

83,63+4,3 85,45+5,2 88,63+4,3 87,27+3,3 104,713,7 88,63+4,3 100,2+7,2

£s  (1254-1302)  (11683-1301)  (1254-1334)  (11652-129)  (1174-148)  (1254-1334)  (1088-133,1)
127,73+3.8 126,43,5 127,734, 122,86+3,2 134,985 127,73+4,2 12648,6

o (B037-0463)  (8148-9583)  (8438-9863)  (8202-9285)  (80,3-623)  (B0,37-9463)  (50,5-83,2)
87,61+3,2 86,05+3.4 89,68+2,9 86,92+3,07 55,5435 87,6142,9 7129

W (21,5-2647)  (20,89-2549)  (23,14-27,84) (20-24,51) (25,7-36) (21,5-25,43) (20,4-74)
24,742,3 22,9423 25.42,1 22,68+1,38 30,8433 23,242,01 28,5+11,2

gy (1282-1881)  (1156-1897)  (10,082027)  (1195-19,18)  (139-178)  (1282-1881)  (11,1-16,9)
15,59+1,9 14,942 16,21+1,7 15,47+2,07 16£1,3 15,59+1,9 14,5+1,7

. (21,73-2561)  (2253-2681)  (21,65-2851)  (2291-27,8)  (258-342)  (2473-3001)  (9,9-37.2)
21,9242,1 23,4621 25,0642, 1 25,03+2,07 29,4+3 27,6£2,3 30,15,9
b (4,555,32) (4,23-5,76) (4,21-5,10) (4,31-5,08) (6-7.8) (4,55-5,42) (5-7,2)
4,79+0,2 4,98+0,2 4,78+0,2 4,62+0,2 6,7+0,5 4,38+0,3 6,4+0,5

. (6,54- 7,64) (6-7.4) (5,57-7,86) (5,99-7,17) (138-187)  (6,54-7,64) (9,8-159)
6,84+0,4 6,64+0,3 6,74:0,4 6,53+0,3 16,2+1,3 6,84+0,4 11,4£1,5

o  (7383-8975)  (7461-9004)  (7256-8823)  (74,19-8963)  (3827784)  (7583-9003)  (37,3-518)
83,25+4,1 84,87+4,5 84,364, 1 81,19:4,6 46,4+11,1 83,25+4,3 44,739

£ (2447-3073)  (2253-3007)  (2207-2879)  (2154-29,11)  (943-199.2)  (2347-30,73)  (62,6-115,7)
26,592, 27,1942, 25,1742, 26,09+2,06 112,8+29,4 26,59+2,1 80,2412,2

* (L: viicut uzunlugu, W: viicut genisligi, EP: anterior-bosaltim ag¢ikligi uzakligi, NR:

anterior-sinir halkas1 uzakligi, 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 jlivenil: 3. evre infektif jlivenillerin en
diisiik ve en yiiksek standart dlgiitleri, n: 6rnek sayisi).
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Tablo 7. izole edilen entomopatojen nematodlardan erkek bireylerin morfometrik dlgiimleri

EBrI':g)'f ZETO02 ZETO4 ZETO09 ZET28 ZET31 ZET35 ZET76
n 20 20 20 20 20 20 20
L (564,7-657,5)  (534,7-6475)  (571,7-6675) (564,7-657,5)  (1208-1740)  (534,7-647,5)  (1280-1547)
603,2+ 26,6 591,24 21,6 62324256 6032266  1431,5+1332  591,2+21,6 1405,2+82
Ep (99,6-126,8) (91,6-121,7) (947-119.8)  (99,6-126,8)  (84,9-92,4) (91,6-121,7) (89,1-105,8)
116,943,5 114,943,6 113,543,5 116,943,5 87,242,1 114,943,6 98,5+5,1
NR (87,4-98,5) (84,4-96,5) (85,7-97,4) (87,4-985)  (118,3-138,6) (84,4-96,5) (111,4-137)
91,4+3,3 89,4431 92,7+3,3 91,4+3,3 130,145,6 89,4+3,1 127,746,7
£s  (1174-1475)  (11241-461)  (1214-1485) (1174-1475) (1511-160,1)  (11241-46,1)  (132,5-1655)
130,1+4,5 129,245, 132,5+4,5 130,1+4,5 155,942,4 1292452 152+8,6
T (84,1-118,3) (86,1-120,3) (85,3-115,6)  (84,1-118,3)  (24,1-38,8) (86,1-120,3) (26,7-37,8)
99,6+4,2 101,244,2 97,9+4,1 99,6+4,2 3143,9 101,244,2 30,8435
; ) ] . ) ) (3,7-5.1)
M 42+0,6
W (21,7-32,9) (20,8-34,7) (21,6-33,4) (21,7-32,9)  (85,6-106,6) (20,8-34,7) (90,7-111)
25,3+4,0 26,6+4,1 26,8+3,1 25,3+4,0 96,8+7,4 26,6+4,1 98,6463
Apw  (284-3282) (29,85-33,3) (28,9-3322)  (284-32,82)  (36,4-48,4) (29,85-33,3) (31,9-43,1)
30,5442,3 31,25423 31,0942,5 30,5442,3 41432 31,2542,3 37,443 4
sL (37,2-44,1) (36,2-45,1) (37,1-43,3) (37,2-44,1) (65,9-78,3) (36,2-45,1) (71,3-81,5)
39,65+1,5 40,15%1,9 39,76+1,5 39,65+1,5 71,6+3,5 40,15%1,9 76,8433
- (18,9-26,8) (17,6-27,8) (17,4-25,3) (18,9-26,8) (46,3-54,3) (17,6-27,8) (44-52,1)
22,715 21,241,5 212415 22,7415 49,642, 21215 47,442,4
. (16,1-30,7) (17,1-31,6) (16,8-31,2) (16,1-30,7) (12,3-16,7) (17,1-31,6) (11,7-16,7)
24.3%1,1 25,6£1,1 24,9+1,1 24,3+1,1 14,9+1,5 25,6£1,1 14,31
b (3,5-5.6) (3,9-5,3) (3,7-5.4) (3,5-5.6) (7,8-11,3) (3,9-5,3) (8,5-10,1)
4,8+ 4,6+1 47+1,1 4,8+ 9,240,9 4,6+1 9,340,5
. (6,1-7,5) (5,7-6,9) (5,9-6,8) (6,1-7,5) (35,4-56) (5,7-6,9) (34,6-55)
6,840, 6,140,5 6,140,5 6,840, 46,6+4,9 6,140,5 46,245,6
5 (75,7-92,1) (76,1-91,8) (75,5-91,6) (75,7-92,1) (53,1-59,3) (76,1-91,8) (60,2-71,2)
85,7412 82,141, 84,8+1,5 85,7+1,2 56+1,9 82,112 64,9432

(109,4-132,6)

E 118,6+1,5

(105,4-133,6)
113,6+1,5

(104,3-133,2)
118,6+1,5

(109,4-132,6)

(230,9-352,7)

118,6+1,5 285,7+435,8

(105,4-133,6)
113,6+1,5

(235,6-377,4)
323,8+38,1

* (SL: spikiil uzunlugu, GL: gubernakulum uzunlugu, W:  viicut genisligi, D%: EP/ES, GS:
gubernakulum uzunlugu/spikiil, MUC: mukron, EP: anterior-bosaltim ag¢iklig1 uzakligi, ES:
Ozofagus uzunlugu, n: drnek sayisi).
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3.2.2. Molekiiler Tanimlama

Calismalar sonucunda izole edilen entomopatojen nematodlarin genomik DNA’larin

temizligi ve par¢alanmamis olduklar1 Agaroz jel elektroforeziyle teyit edildi.

3.2.2.1. Entomopatojen Nematodlarin ITS Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

Nematodlardan saflagtirllan DNA 6rneklerinden identifikasyon amaciyla rRNA ITS
dizisinin ¢ogaltilmasina yonelik PCR calismalar1 yapildi. Bu g¢alisma i¢in Curen ITS
Primerlerini (Frw-5’-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3) (Rw-5’-
ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3’) kullanarak rRNA ITS bolgeleri cogaltild. izolatlara
ait DNA’lar % 1°lik agaroz jelde yaklasik 750-850 baz ¢ifti biiyiikliigiinde oldugu belirlendi
(Sekil 18).

Beklenilen biiytikliikte ve istenilen temizlikte oldugu belirlenen PCR iiriinleri sonra
PGEMT-Easy klonlama vektoriine aktarildi. Niikleotid sirasinin belirlenmesi i¢in dizin
analizi yapildi. Elde edilen sonuglar degerlendirildi. Farkli noktalardan izole edilen 8

entomopatojen nematodun rRNA ITS bolgesinin DNA siralar1 EK 1°de goriilmektedir.

M ZETO2 ZETO4 ZETOS ZET28 ZET31 ZET35ZET76

750-850 bp

Sekil 18. Entomopatojen nematodlarin rRNA ITS bogelerinin PCR ile
cogaltilmalari. %1°’lik agaroz jel elektroforez, M: molekiiler
isareti (1 kb), st siwradaki rakamlar izolat numaralarini
gostermektedir
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3.2.2.2. Entomopatojen Nematodlarin DNA Dizi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Farkli noktalardan izole edilen 7 entomopatojen nematodun rRNA ITS bdlgesinin
DNA dizin analizi sonrasinda, baz siralart NCBI Gen Bank’taki verilerle karsilastirildi. Blast
sonucuna gore 7 nematodun tiirleri molekiiler diizeyde tespit edildi (Tablo 8). Bu sonuglara
gore ZETO02, ZETO04, ZETQ9, ZET28 ve ZET35 numarali izolatlarin Heterorhabditis
bacteriophora, ZET31 ve ZET76 numarali izolatlarin ise Steinernema feltiae oldugu

belirlendi.

Tablo 8. Izolatlarin rRNA ITS bélgesi dizi analizlerine gore tiir tayinleri

Izolat Tiir ady ITS Bolgelerine gore
numarasi
Biiyiikliik Benzerlik orani
ZETO02 Heterorhabditis bacteriophora 902 bp %99
ZETO04 Heterorhabditis bacteriophora 882 bp %99
ZETO09 Heterorhabditis bacteriophora 748 bp %99
ZET28 Heterorhabditis bacteriophora 799 bp %99
ZET31 Steinernema feltiae 735 bp %99
ZET35 Heterorhabditis bacteriophora 889 bp %99
ZET76 Steinernema feltiae 929 bp %99

3.3. Filogenetik Analiz

DNA dizi analizleri yapilan, entomopatojen nematodlarin rRNA ITS gen bolgeleri
esas alinarak MEGA 5.05 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) Filogenetik Agag
Programi ile tespit edilen tiirlerin birbirleri arasindaki akrabalik dereceleri belirlendi.
Heterorhabditis tiirleri Caenorhabditis elegans’in dis grup olarak kullanildigi agag
ciziminde bes izolatin da H. bacteriophora oldugu goézlendi. Ayrica, bu bes izolatin
birbirlerinden farkli oldugu ve birbirlerinin suslar1 olduklar tespit edildi. ZET02 ve ZET04



49

numarali izolatlarin digerlerinden daha uzak oldugu belirlendi (Sekil 19). Ayn1 sekilde iki
izolatin da S. feltiae ile yakin iliskili oldugu gozlendi. Bu iki izolatin da kendi aralarinda

farkliliklarin oldugu ve birbirlerinin suslar1 olduklari belirlendi (Sekil 20).

- ZET04
- ZET09
H.bacteriophora4Y321477
& ZE128
& ZET35
" H.bacteriophoral:F043438

— ¢ ZE702
0] - H.georgianal 099032
HzealandicaEF530041
H.marelatusAY321479
H.safricanaEF488006
H.downesiAY321482
H.megidisAY321480

o9 1 H.indicakJ935792
_[ngwardiFJ] 32545
%1 H.baujardiAF548768
m H.amazonensisDQ665222

 floridensisDQ372922
o | HmexicanadY321478

o | HL.taysearaeEF043443

7L H sonorensisF.J47773()
C.eleganstEU131007

75

98

—
01

Sekil 19. Tiirii tespit edilen Heterorhabditis cinsine ait entomopatojen nematodlarin ITS
dizilerine gore taksonomik pozisyonunu gosteren N-J agaci. C. elegans
EU131007 dis grup olarak kullanilmistir. Sec¢-bagla (bootstrap) degerlerinin
%70 ve yukarisi olanlar belirtilmistir
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SfeltiaeAF121050

9| 4 ZET3]
@ ZET76
SweiseriAY171268
76 — S.krausseidY230174
— S.brazilenseFJ410325
| — SarenarimDQ314235
— ] S.glaseridF122015
EI: S.cubanumAY230166

S.carpocapsaeAF 121049
99 b S.scapteriscidF 122020

r— S.ntermediumAF122016

100 L §.affine4 1230159
C.elegansEUI31007

100

—
08

Sekil 20. Tiirii tespit edilen Steinernema cinsine ait entomopatojen nematodlarin ITS
dizilerine gore taksonomik pozisyonunu gosteren N-J agaci. C. elegans
EU131007 dis grup olarak kullanilmistir. Seg-bagla (bootstrap)
degerlerinin %70 ve yukaris1 olanlar belirtilmistir

3.4. Entomopatojen Nematodlarla Simbiyotik Olarak Qliskili Bakterilerin
Ozellikleri

3.4.1. Simbiyotik Bakterilerin Molekiiler Ozellikleri

Calismalar sonucunda elde edilen entomopatojen nematodlarla simbiyotik yasayan
bakterilerden izole edilen genomik DNA’lar agaroz jel elektroforeziyle teyit edildi.

Genomik DNA izolasyon kiti kullanilarak saflastirilan genomik DNA’lar ile 16S

rRNA Primerlerini (Frw-5’-ACGGGCGGTGTGTACAAG-3’) (Rw-5’-

AGAGTTTGATCITGGCTCAG-3’) kullanarak simbiyotik bakterilerin 16S rRNA gen
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bolgeleri PCR ile cogaltildi. Bakterilere ait yaklagik 1500 baz ¢ifti biiytlikliiglinde DNA

fragmentleri, agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 21).

M ZETO2 ZETO4 ZETOS ZET28 ZET31 ZET35ZET76

10000
8000
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Sekil 21. Entomopatojen nematodlarla simbiyotik yasayan bakterilerin 16S rRNA
gen bolgelerinin PCR ile ¢ogaltilmasi. %1°lik agaroz jel elektroforez, M:
molekiiler isareti (1 kb), iist siradaki rakamlar ise izolat numaralarin
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. Farkli noktalardan izole edilen 7 entomopatojen nematodun simbiyotik
bakterileri 16S rRNA gen bolgesinin DNA dizin analizi tamamland: (Ek 2).

Farkli noktalardan izole edilen 7 entomopatojen nematodun simbiyotik bakterileri 16S
rRNA bdlgesinin DNA dizin analizi sonrasinda, baz siralart NCBI Gen Bank’taki verilerle
karsilastirildi. Blast sonucuna gore tiirii tespit edilen bakteriler, H. bacteriophora ile iliskili
Photorhabdus luminescens ve S. feltie ile iliskili Xenorhabdus bovineii (Tablo 9) olarak

belirlenmistir.
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Tablo 9. izole edilen entomopatojen nematodlarla simbiyotik yasayan bakterilerin
rRNA gen dizilerinin benzerlik oranlari

izolat  Simbiyotik Bakteri Izglgrzgigggi Biiyiiklik Benzerlik
ZET02 P. luminescens H. bacteriophora 1365 bp %99
ZET04 P. luminescens H. bacteriophora 1278 bp %99
ZET09 P. luminescens H.bacteriophora 972 bp %99
ZET28 P. luminescens H.bacteriophora 1214 bp %99
ZET31 X. bovienii S. feltiae 1483 bp %99
ZET35 P. luminescens H.bacteriophora 1242 bp %99
ZET76 X.bovienii S. feltiae 1461 bp %99

3.5. Entomopatojen Nematodlarin Insektisidal Etkileri
3.5.1. Kum Denemeleri

Izolatlarm M. melolontha iizerindeki etkileri 500, 1000 ve 2000 1J/ml
konsantrasyonlarinda ve 15 ve 25 °C sicakliklarda gercgeklestirildi. Genel olarak 25 °C’de
saglanan 6liim etkisinin 15 °C’de saglanandan daha yliksek oldugu tespit edildi.

M. melolontha iizerinde 15 °C’de 500, 1000 ve 2000 {J/ml oranlarinda ve kontrolle
yapilan denemelerin sonuglart Sekil 22, 23 ve 24’de gosterilmistir. 15 °C’de en yiiksek
insektisidal aktivite ZET09 izolatina ait 2000 {J/ml dozunda %88 olarak belirlenmistir.

En diisiik konsantrasyonda saglanan en yiiksek oliim oranlar1 ZET04, ZET09 ve
ZET35 numarali izolatlarda sirasiyla %66, %61 ve %66 seklindedir. Test sonucunda 15
°C’de en yiiksek 6liim oran1 2000 1J/ml konsantrasyonunda %89 olarak enfeksiyondan yedi
giin sonra ZET09 izolatindan saglandi. Bu ¢alisma ile birlikte 15 °C’de larva basina 500
[J/ml konsantrasyonunda saglanan 6liim oranlar1 sirasiyla %38, 44, 61, 44, 6, 50 ve 0 olarak
belirlendi. Ayn1 sicaklikta larva basina 1000 IJ/ml konsantrasyonunda elde edilen &liim
oranlart %50, 61, 72, 55, 17, 61 ve 17 seklinde iken 2000 IJ/ml konsantrasyonunda
enfeksiyondan sekiz giin sonunda %11, 13, 89, 50, 22, 55 ve 22 olarak belirlendi (Sekil 22-
24).

Yapilan ¢aligmalar sonunda 25 °C’de 2000 1J/ml konsantrasyonunda saglanan 6liim

oranlart ZET09 ve ZET35 numarali izolatlarda enfeksiyondan alt1 giin sonra %100 olarak



53

tespit edildi. En diisiik konsantrasyonda o6liim oranlari enfeksiondan sekiz giin sonra
sirastyla %50, 66, 61, 55, 55, 66 ve 33 seklinde belirlendi. Larva basma 1000 iJ/ml
konsantrasyonunda ise ayni siirede sirasiyla %50, 77, 94, 61, 66, 83 ve 38 oliim oranlari
saglandi (Sekil 25-27). Kum denemeleri sonucu enfekte olan M. melolontha larvalarinin
gortintiileri Sekil 28°de verildi.
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Sekil 22. izolatlarin larva basina 500 1J/ml oraninda infektif jiivenillerinin 15
°C’de M. melolontha ( Coleoptera: Scarabeidae) tizerindeki etkileri
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Sekil 23. izolatlarin larva basina 1000 1J/ml oraninda infektif jiivenillerinin 15
°C’de M. melolontha ( Coleoptera: Scarabeidae) iizerindeki etkileri
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Sekil 24. Izolatlarin larva bagma 2000 1J/ml oraninda infektif jiivenillerinin 15
°C’de M. melolontha ( Coleoptera: Scarabeidae) iizerindeki etkileri
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Sekil 25. izolatlarin larva bagmna 500 1J/ml oraninda infektif jiivenillerinin 25
°C’de M. melolontha ( Coleoptera: Scarabeidae) iizerindeki etkileri
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Sekil 26. izolatlarin larva basina 1000 1J/ml oraninda infektif jiivenillerinin 25
°C’de M. melolontha ( Coleoptera: Scarabeidae) iizerindeki etkileri
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Sekil 27 Izolatlarin larva bagma 2000 1J/ml oraninda infektif jiivenillerinin 25
°C’de M. melolontha ( Coleoptera: Scarabeidae) iizerindeki etkileri
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Sekil 28. Kum denemeleri sonucunda enfekte olan M. melolontha larvalari. a,
b: H. bacteriophora (ZET02, ZET04, ZET09, ZET28, ZET35) ile
enfeksiyon sonucunda kirmizi olan larvalar; c, d: S. feltiae (ZET31,
ZET76) ile enfeksiyon sonucunda kahverengi olan larvalar

3.5.2. Saks1 Denemeleri

Kum denemeleri sonucuna gore segilen 3 izolatin M. melolontha {izerinde 25 °C’de,
1000 1J/ml konsantrasyonunda yapilan saks1 denemelerinin sonuglar1 Sekil 29°da verilmistir.
Doz denemelerinde yiiksek etki gosteren ZET09 ve ZET35 ( H. bacteriophora) izolatlari
saksi denemelerinde de yiiksek 6lim orani (%100) belirlenmistir. ZET31 izolat1 ise (S.
feltiae) %58 etki gostermistir. Saksi denemelerinde kontrol grubundaki ¢ilek fideleri
uygulamadan 20 giin sonra kururken, yiliksek oranda etki gosteren ZET09 ve ZET35
numarali izolatlarin uygulandig1 saksilardaki c¢ilek fidelerinin yagamaya devam ettigi
gozlendi. ZET31 numarali izolatin uygulandig: saksilardaki fideler de ise kismi dliimler ve
fidelerde zayiflamalar tespit edildi (Sekil 30). Uygulama sonunda sokiilen fidelerin kokleri
incelendiginde nematod bocek iliskisi ve bu iligkinin fideler lizerindeki etkileri de agik bir
sekilde gozlendi (Sekil 31). Kontrol grubundaki fidelerin kokleri larvalar tarafindan
tamamen tiiketilirken, ZET09 ve ZET35 numarali izolatlarin uygulandigi fidelerin

koklerinde herhangi bir tahribat meydana gelmedigi tespit edildi. Nematod uygulanan
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saksilardan ¢ikarilan 6lii M. melolontha larvalarinin 6liim sekilleri, 6liimiin nematodlardan

kaynaklandigini ortaya koymustur (Sekil 32.
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Sekil 29. Ug izolatin (1000 1J/ml) saks1 denemelerinde M.melolontha larvalar
izerindeki etkileri

Sekil 30. Saks1 denemeleri sonucu nematod uygulanan grubun ve kontrol grubunun
karsilastulmasi. ZET09: H. bacteriophora; ZET31: S. feltiae; ZET35: H.
bacteriophora; K: Kontrol grubu
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Sekil 31. Saksi denemelerinde nematod uygulanan ve uygulanmayan gruplarin
koklerinin karsilastiriimasi

Sekil 32. H. bacteriophora (ZET35) izolatinin enfekte ettigi M. melolontha larvalari.
a, b: Enfekte olan larvalar; ¢: Nematodun kadavra igindeki goriintiisii; d:
Canl1 larva



4. TARTISMA

21. yiizyilda zararli bdceklerle miicadelede, kimyasal ilaglarin yerini biyolojik
miicadele materyalleri almaktadir. Entomopatojen nematodlarin (Steinernematidae ve
Heterorhabditidae) genis bir konak dagilimina ve oldiiriicli 6zellige sahip olmalar1 onlarin
potansiyel birer biyolojik miicadele etmeni olarak bu materyaller arasinda diistiniilmelerini
saglamistir. Entomopatojen nematodlar kimyasal ve mikrobial insektisitlerin etkin olarak
uygulanmalarinin zor oldugu toprak ortaminda bulunmaktadir. Toprak, kullanilan zararli
bdcek predatdrleri ve parazitleri icin penetrasyonu engelleyici bir bariyer 6zelligi gosterir.
Entomopatojen nematodlarin dogal yasam ortami toprak oldugu i¢in boyle bir bariyer onlar
i¢in s6z konusu degildir. Ozellikle hayatlarinin en az bir evresini toprakta gegiren zararl
bocek gruplari iizerinde nematodlarin etkili oldugu bilinmektedir.

Bu tez kapsaminda, Dogu Karadeniz Bolgesi Trabzon ili ve ilgelerinden alinan toprak
orneklerinden elde edilen entomopatojen nematodlar1 izole etmek, tanimlamak ve bolgede
etkili 6nemli zararlilardan biri olan Melolontha melolontha itizerindeki insektisidal etkilerini
belirlemek amaclanmistir. Boylece, 6zellikle tarim alanlarinda zarar yapan boceklere karsi
etkili ve giivenilir bir sekilde kullanilabilecek bir biyolojik miicadele etmeni tespit edilmesi
hedeflenmistir.

Yakin bir gelecekte bu nematodlarin uygulama alanlarmin genisletilmesi ve
etkinliklerinin daha da arttirilmasi1 amaciyla ¢aligmalar stirdiiriilmektedir. Yeni nematod
tirlert ve 1izolatlart bulunmakta, bunlarin gelisim asamalar1 ve ekolojik 6zellikleri
arastirilmaktadir. Bu patojenlerin hareketli olmalari, konagini aktif olarak aramalari, dar bir
konak spektrumuna sahip olmalar1 ve uygun olmayan kosullara kolayca uyum saglamalari
gibi 6zellikleri ihtiva etmeleri, onlar1 biyolojik miicadelede 6nemli bir etmen yapmaktadir.
Bu sayede diinyada entomopatojen nematodlara olan ilgi artmakta ve miicadelede aktif
olarak kullanilmaktadirlar.

Diinyada yaygin olarak kullanilan entomopatojen nematodlarin, adapte olmus yasam
alanlarinin bilinmesi, hangi zararli bocek gruplar iizerinde etkili oldugunun 6grenilmesi,
bulunacak yeni tiirlerin etkilerinin tespit edilmesi ve genis alanlara ait tiir taramasi
caligmalarinin yapilmasi onem kazanmistir. Yeni tiirlerin bulunmasi, arastirma yapilan
bolgedeki entomopatojen nematodlarin patojen Ozellikleri ve zararli bocek gruplarinda

etkinliklerinin tespit edilmesi bu 6énemlerin en temel sebebidir. Boylece belirli kosullarda ve
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belirli zararlilara karsi yapilacak miicadelede en etkili ve uygun nematodu tespit etmek
calismalarda esastir.

Calisma genelinde Trabzon ili ve ilgelerinden rastgele belirlenen degisik habitatlardaki
tarim alanlarindan toprak ornekleri alindi. Alinan toprak 6rneklerinden entomopatojen
nematodlar izole edildikten sonra bunlarin Karakterizasyonlar1 yapildi ve M. melolontha
tizerindeki insektisidal etkileri belirlendi.

Toplam 77 toprak Orneginden 7 tane entomopatojen nematod izole edildi. Boylece
orneklerde ortaya ¢ikan izolasyon orani %9 un tlizerinde kaydedildi.

Diinyanin bir¢ok yerinde yiiriitiilen ¢esitli ¢aligmalarda entomopatojen nematodlarin
caligilan toprak orneklerinde bulunma oranlar1 Iskogya’da %2,2 (Boag vd., 1992),
Tiirkiye’de %2 ve %4,72 (Hazir vd., 2003b; Ozer vd., 1995), Portekiz’de %3,9 (Rosa vd.,
2000), Kore’de %4,6 (Choo vd., 1995), Italya’da %5 (Ehlers vd., 1991), Etiyopya’da %6,9
(Nguyen vd., 2004), Belgika’da %8,47 (Miduturi vd., 1997), Endonezya’da %11,7 (Griffin
vd., 2000), Kosta Rika’da %20,5 (Lorio vd., 2005), Arizona’da %?23,3 (Stock ve Gress,
2006), Amerika’da %26,3 (Stock vd., 1999) olarak bulunmustur. Entomopatojen
nematodlarm elde edilme oranmin yiiksek oldugu ¢aligmalardan biri %48.6 ile Ingiltere’de
(Hominick ve Briscoe, 1990), digeri ise %53,8 ile Cek Cumbhuriyeti’nde yiiriitiilmiis olan
caligmalardir (Mracek vd., 1999).

Yapilan bu calismada alinan 77 toprak Orneginden izole edilen entomopatojen
nematodlarin tamami tarim alanlarindan elde edildi. Steinernema tiirleri deniz seviyesinden
ziyade daha cok yiiksek bolgelerden izole edilirken, Heterorhabditis tiirleri hem deniz
seviyesine yakin bolgelerden hem de daha yiiksek bolgelerden de izole edilmistir. Bu
sonuglar tim diinyada oldugu gibi (Steiner, 1996) Steinernema tiirlerinin yiikseklerde
bulundugunu gostermistir. Ayrica, Heterorhabditis tiirlerinin ise genelde daha sicak
alanlardan, tropik bolgelerden ve 6zellikle kiytya yakin bolgelerden soguk bolgelere kadar
farkli kesimlerden elde edilen bir tiir (Griffin vd., 1991; Hara vd., 1991; Hominick vd.,
1996; Constant vd., 1998) oldugunu ortaya koymustur.

Toprak orneklerinin alindigi bolgelerdeki rakimin tiirlerin dagiliminda ¢ok Onemli
olmadig1 belirtilmektedir. Steinernema izolatlarinin bir kismi deniz seviyesinde bir kism1 da
deniz seviyesinden daha yiikseklerde, ormanlik alanlarda tespit edilirken, Heterorhabditis
izolatlar1 ise genelde deniz seviyesinde, sahil kenarlarinda ve dere yataklarina yakin kumsal

alanlarda tespit edilmektedir(Stock vd., 1999; Rosa vd., 2000).
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Bu calismada alinan toprak ornekleri, deniz seviyesinden i¢ kesimlere kadar farkli
yiiksekliklerdeki farkli tarim alanlarindan alindi. Bu c¢aligmalar sonucunda, deniz
seviyesindeki entomopatojen nematod c¢esitliliginin yiiksek rakima gidildikge arttig1
gbzlenmistir. Bunun sebebi, deniz seviyesindeki alanlarda yerlesim yerleri oldugundan
dolay tiir ¢esitliligi icin yasam alanlarinin kisitlanmasi, tarim alanlarinin yerlesim yerlerinde
yok denecek kadar az olmasi ve ¢evre tahribati olarak gosterilebilir. Aksine Dogu Karadeniz
Bolgesi’ndeki zengin ekosistemin, tiir c¢esitliligi tizerinde olumlu etkisinin de oldugu
diistiniilmelidir.

Giliniimiizde ribozomal RNA iizerindeki ITS bolgeleri karsilastirilarak tespit edilen
25.000 nematod tiiriiniin molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmistir. Ancak, bilim adamlari
tanimlanmamis 20 milyon nematod tiirli daha oldugunu tahmin etmektedir (Crow, 2002).

Diger Okaryotik organizmalarda oldugu gibi entomopatojen nematodlarin tiiriinii
belirlemede PCR’a dayal1 dizi analizi yontemlerinde son yillarda secilmis hedef bolgelerin
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 bélgelerinin dizi analizi ile de tiir teshisi
yapilmaktadir (Spiridonov, 2004b).

Bu tez caligmasinda elde edilen 7 tane entomopatojen nematodun DNA izolasyonu
yapildiktan sonra ribozomal boélgelerde bulunan ve 18S, 5,8S ve 28S baz dizilerini igeren
ITS gen bolgeleri uygun primerler ile ¢ogaltildi. PCR ile ¢ogaltilan bu gen bdlgelerinin
yapilan dizi analizleri sonucunda tespit edilen 7 tane entomopatojen nematodun 5’inin H.
bacteriophora, 2’sinin S. feltiae oldugu belirlendi.

Trabzon yoresindeki en yaygin entomopatojen nematod tiirlerinin H. bacteriophora ve
S. feltiae oldugu tespit edilmis ve 7 pozitif 6rnegin tamamnini bu tiirler olugturmustur.

Tiirkiye’deki en yaygin entomopatojen nematod tiirii S. feltiae’dir ve bunu H.
bacteriophora takip etmektedir. Bu iki entomopatojen nematod tiirii diinyadaki en yaygin
tiirlerdir (Hominick vd., 1996). Ornegin S. feltiae Hawaii (A.B.D) gibi tropik bolgelerden,
Avrupa’nin en soguk iklimlerine kadar her yerden izole edilmistir (Hominick vd., 1996). S.
feltiae tropik bolgelerden de elde edilmis olmasina ragmen, bu nematod tiirii soguk iklim
bolgelerine adapte olmus bir tiir olarak kabul edilmektedir (Wright, 1992). Hominick ve
arkadaslarinin (1996) belirttigi gibi S. feltiae’nin kiiresel bir dagilim géstermesinin nedeni,
bu tiirlin ya etkin bir dagilim gostermesi ya da kitalar ayrilmadan dnce ortaya ¢ikmis tarihi

bir tir olmasidir.
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Calismada tespit edilen tiirlerin lilkemizdeki ilk tespitleri 1995 yilinda baslayan ve
farkli bolgelerde yiiriitiilen arastirmalarla olmustur. Ulkemizde entomopatojen nematodlarla
ilgili yapilan ilk ¢alisma Ozer ve arkadaslarmin (1995) yapmis oldugu arastirmadir. Bu
caligma siiresince aldiklar1 106 toprak oOrneginden 5 tane izolat tespit etmislerdir. Elde
ettikleri 5 izolattan sadece Karadeniz Bolgesi’nde Rize’de bulduklar tiirii, Steinernema
carpocapsae olarak tanimlamislardir. Ancak, bu tiir daha sonra Reid tarafindan Steinernema
feltiae olarak tekrar tanimlanmistir (Hominick vd., 1996). Diger dort Steinernema izolati ise
sadece cins diizeyinde tanimlanmistir (Hazir vd., 2003Db).

Kepenek¢i ve arkadaglari 1999 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada Ekecik (Aksaray)
kislagindan topladiklar1 kimillarda H. bacteriophora’y: tespit ettiler. Susurluk vd., (2001),
yuriittiikkleri ¢alismada H. bacteriophora tiiriine ait entomopatojen nematodlar izole ettiler.
Trabzon ilinin 6zellikle sahil yerlerinden alinan toprak 6rneklerinden H. bacteriophora izole
edilmis olmas1 bu tiiriin kiy1ya yakin ve sicak bolgelere adapte bir tiir oldugunu bir kez daha
gostermektedir.

S. feltiae tiiri diinyadaki en yaygin entomopatojen nematod tiirii olarak kabul
edilmektedir. Tirkiye’den ilk izole edilen entomopatojen nematod tiirii de S. feltiae’dir
(Ozer vd., 1995). Hazir ve arkadaslar1 (2003) tarafindan yapilan ¢alismada elde edilen 17
Steinernema’nin 10 tanesinin S. feltiae tiiriine ait oldugu bulunmus ve bunun Tirkiye’deki
en yaygin tiir oldugu belirtilmistir.

Steinernema feltiae tiim Avrupa’da kaydedilmis bir tiirdiir. Kuzey Avrupa’da da bu tiir
genellikle en sik rastlanan tiirdiir (Griffin vd., 1991; Boag vd., 1992; Vainio vd., 1994).

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 goriisiini desteklemektedir (Hominick ve Briscoe, 1990). Steinernema feltiae’nin
kirsal alanda daha ¢ok bulunmasi bu tiiriin dogal konaklar1 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 vd., 1998), soguk bolgelere kadar
(Hominick vd., 1996) yayilim gosterebilmektedir.

Tiirkiye’de I¢ Anadolu bolgesi hari¢ tutulursa, elde edilen Heterorhabditis
bacteriophora izolatlarinin hepsinin sicak iklim bolgelerinden elde edildigi belirtilmektedir

(Hazir vd., 2002). Gelisim sicakligi temel alinmasi durumunda H. bacteriophora’nin
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tropikal ve subtropikal bolgelere daha iyi adaptasyon sagladigi saptanmistir (Grewal vd.,
1994). Ancak, iliman iklim bolgesi olarak kabul edilen Macaristan’dan da elde edildigi
bilinmektedir (Mracek ve Jenser, 1988; Griffin vd., 1999).

Tiirkiye’de bugiine kadar yapilan ¢alismalarda elde edilen Heterorhabditis’lerin ¢ogu
H. bacteriophora tiirtine aittir (Hazir vd., 2003, Susurluk vd., 2001). S. feltiae gibi H.
bacteriophora da diinyanin en yaygin entomopatojen nematod tiirlerinden biridir. Trabzon
ilinin iklim sartlar1 dikkate alindiginda izole edilen entomopatojen nematodlarin ¢ogunun H.
bacteriophora tiiriine ait olmalar1 daha Onceki galismalar1 desteklemektedir. Tim bu
caligmalarin yakin zamanda olmasi, iilkemizde entomopatojen nematod ¢aligmalarinin az
olmasi bu alanin gelecek vaat eden bir bilim dali oldugunu géstermektedir.

Saf kiiltiirleri elde edilen bakteri tiirlerinin tanimlamalar1 yapildi. Sonuglara goére tespit
edilen bakterilerin iki tanesi Xenorhabdus bovienii ve bes tanesinin ise Photorhabdus
luminescens oldugu tespit edildi. Bu bakterilerin birden fazla nematod tiirii ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Fakat, bir nematod tiirli sadece bir tiir bakteriyle iliskili oldugundan bulunan
sonugclar literatiir ile karsilastirildi.

Tiir tayinleri yapilan 7 tane entomopatojen nematodun, Melolontha melolontha tigiincii
evre larvalari iizerindeki etkisi farkli dozlarda (500, 1000 ve 2000 iJ/ml) ve farkli sicaklik
derecelerinde (15+1 °C ve 25+1 °C) uygulanarak tespit edildi.

Laboratuar caligmalarinda, Adi Mayis boceginin miicadelesinde en etkili nematod tiirii
Steinernema glaseri olarak bildirilmistir (Peters, 2000). Berner ve Schmetter’in (2001)
yuriittiigii ¢calismada, Avrupa’dan izole edilen farkli Heterorhabditis tiiriiniin suslar1 (H.
bacteriophora ve H. megidis) ikinci ve tigiincii evre M. melolontha larvalarina karst %5-30
oraninda etki oldugunu gostermistir. S. feltiae suslar1 ise larvalar iizerinde etki
gostermemistir (%0-3).

Laznik ve arkadaslarinin (2009) yaptigi calismada S. feltiae tiirine ait iki izolatin M.
melolontha tizerindeki etkileri arastirilmistir. Suslar iki farkli sicaklikta (20 °C ve 25 °C) 3
farkli doz (750, 1500 ve 3000 iJ/ml) kullanilarak zararli iizerinde test edildi. Arastirmacilar,
yaptiklar1 ¢alismalarda, 20 °C’de daha az etkili sonug elde ettiler. En yiiksek dozda en
yiiksek etkiyi 20 °C’de S. feltiae C76 susu (%52,67) gostermistir. Bizim ¢alismamizda ise S.
feltiae tiiriine ait iki sustan (ZET31 ve ZET76) ZET31’in (2000i)/ml) 25 °C’de M.
melolontha iizerinde en yiiksek etkiye sahip oldugu ve bu etkinin de %83 oldugu tespit
edildi.
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Saringer ve arkadaslar1 (1997) yaptiklar1 ¢alismada, laboratuar denemelerinde H.
bacteriophora HH ve S. feltiae izolatlarinin M. melolontha tizerinde %100 oraninda etki
gosterdigini saptadilar. Alan denemelerinde 1000 gr toprakta 10 larva iizerinde 10.000 1J/g
toprak konsantrasyonunda H. bacteriophora HH izolati %45, 1000 1iJ/g toprak
konsantrasyonunda ise %?20 oraninda etki tespit edilmistir. Bizim yapmis oldugumuz
calismada, H. bacteriophora ZET09 ve ZET35 izolatlar1 laboratuar kosullarinda %100 etki
gbstermistir. Ayn1 sekilde saksi denemelerinde de bu izolatlar 80 g toprakta 1000 1J/ml
konsantrasyonunda %100 etkili olmustur.

Toprak sicakliginin da nematodun etkinligini etkiledigi diistiniilmektedir. Genel olarak
yiiksek sicakliklarda nematodun hayatta kalmasi azalirken, diisiik sicakliklarda nematodun
aktivitesi ve enfektivitesi artmaktadir. Bir¢cok entomopatojen nematodun uygulandigi
elverisli toprak sicakligin 12 ile 28 °C arasinda oldugu diistiniilmektedir. Toprak sicaklig1 28
°C’den daha yiiksek olursa uygulama oncesi genellikle sicaklifi azaltmak ig¢in sulama
yapilmasi tavsiye edilmektedir (Grewal vd., 1994). Grewal vd. (1994) tarafindan yapilan bu
calismada uygulamalarin %20’si 12 °C’nin altindaki toprak sicakliginda gergeklestirilmistir.
Toprak sicakligindaki minimum sicaklik 5 °C’dir. Fakat S. feltiae ve H. bacteriophora bu
alanlarda 12 ay siireyle bu sicaklikta uygulanirken, H. bacteriophora 22 ay siireyle 17,5
°C’de piiskiirtiildii. Bu g¢alisma sonucunda S. feltiae’nin daha uzun kalicilik ig¢in H.
bacteriophora’nin ise daha yiiksek sicakliklarda daha uygun oldugu belirtilmistir. Bizim
yapmis oldugumuz g¢alisma sonucunda da ise hem S. feltiae hem de H. bacteriophora
izolatlarinin 25 °C’de konaklar iizerindeki oldiiriicii etkisi 15 °C’ye gore daha yiiksek
bulunmustur.

Georgis ve Gaugler (1991), sicaklik ve bocegin hayat dongiisii gibi ¢ogu durumlarda
uygun olmayan suslarin secilmesinin, Scarabaeidae familyasina ait bdceklerin
miicadelesinde entomopatojen nematodlarin etkisiz oldugunu belirtmistir. Bir¢ok arastirmaci
bu familyaya ait zararlilarin miicadelesinde en etkili suslarin H. bacteriophora GPS11
(%83-96), H. zealandica X1 (96-98) ve S. scarabaei (%100) (Cappaert ve Koppenhofer,
2003; Koppenhofer ve Fuzy, 2003; Grewal vd., 2004) oldugunu belirtmistir. Yapmis
oldugumuz denemeler sonucunda S. felitae’nin M. melolontha tizerinde diisiik sicaklikta
etkili olamamasinin bu tiliriin suslarinin bu zararlinin miicadelesinde etkili olmadigini ortaya
koymustur.

Entomopatojen nematodlarin biiyiik bolimi farkli gruplardan bircok bocegi konak

olarak kullanabilme 0Ozelligi tasimaktadir. S. carpocapsae’nin farkli ordolardan 250’nin
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tizerinde bocek tiiriinii enfekte ettigi bilinmektedir (Poinar, 1979). S. scarabei gibi bazi
entomopatojen nematodlar ise sadece bir tek grup iizerinde patojenite gosterebilmektedir
(Koppenhofer ve Fuzy, 2003).

Steinernema feltiae’nin konak dagilimina bakildiginda bu tiirtin sadece belli bir grup
iizerinde patojenite gostermeyip, farkli familyalardan boceklerde enfeksiyon olusturdugu
belirlenmigtir. Heterorhabditis bacteriophora’nin ise genis bir konak dagilimi gosterdigi
bilinmektedir (Khan vd., 1976; Poinar, 1979; Koppenhéfer, 2000).

Nematodlarin farkli konak bulma stratejileri vardir. Tiire 6zgii olarak nematodlarda
farkl1 konak arama davraniglari bulunmaktadir. Bazilar1 konaklarini aktif olarak toprak
icerisinde arayip bulur. Bu tiir nematodlar, daha ¢ok toprak igerisinde hareketsiz duran
konaklar1 bulmaya uygun bir davramis sergilerler. Bazilar1 ise dur ve bekle taktigini
kullanarak toprak icerisinde fazla hareket etmezler. Bunlar hareketli konaklarin
yakinlarindan ge¢mesini beklerler. Bu iki tip davramigin disinda her iki davranist da
gosterebilen bir ara grup mevcuttur. Bu guruba giren nematodlar duruma gore konaklarini
aktif olarak ararlar ya da otur ve bekle yontemini kullanirlar (Lewis vd., 2006). S. feltiae
grubu (iJs uzunluklar: 700 pm-1000 pm) “intermediate” olarak adlandirilan bu son grup
icerisinde yer almaktadir. Bunlar toprak partikiilleri tizerinde “niktasyon hareketi” yapmakta
ancak sicrayamamaktadir. Bu nedenle S. feltiae’nin daha ¢ok toprak yiizeyine yakin yerlerde
bulunan konaklar iizerinde etkili bir nematod tiirii oldugu diistiniilmektedir.

Yapilan laboratuvar denemelerinde, Heterorhabditis bacteriophora’nin iyi bir
biyolojik miicadele etmeni olabilecek potansiyel gosterdigi tespit edilmistir. Bu durum
ozellikle toprak icerisinde larva ya da pupa seklinde kis1 geciren bocek tiirleri {izerinde,
etkin bir biyolojik miicadele saglayacaktir. Ancak, saha uygulamalarinda, toprak
ekosistemindeki karmasik abiyotik ve biyotik etkilesimler nedeniyle, farkli sonuglarin
alinabilecegi unutulmamalidir.

Molyneux (1986), Heterorhabditid ve Steinernematid’lerin birgok izolati ile yaptigi
caligmada steinernematidlerin diistik sicaklik derecelerinde konaklar1 bulup enfekte etmede
daha aktif olduklarii ortaya koymustur. Buna paralel olarak kuzey-bati Avrupa’da
heterorhabditidlerin nadiren bulunusu diisiik sicakligin bu grup iizerinde sinirlayici bir faktor
oldugunu  goéstermistir.  Biitin  bu  bilgiler = dogrultusunda  steinernematidlerin
heterorhabditidlere oranla diigiikk sicakliklara daha iyi adapte oldugu ve canliliklarini
stirdiirmede daha basarili olduklari sdylenebilmektedir (Mracek ve Webster, 1993). Bu bilgi,
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Heterorhabditis bacteriophora izolatlarimizin 25+1 °C’de 15+1 °C’ye goére daha yiiksek
6liim oranina sahip olmasini desteklemektedir.

Pek cok c¢aligmada nematodlarin izole edildikleri bolgenin klimatik 6zellikleriyle bu
nematodlarin  biiyliyebildikleri uygun sicaklik araliklar1 arasinda bir korelasyon
bulundugunu gostermistir (Molyneux, 1985; Kung vd., 1991). Tiirkiye 7 farkli cografik
bolgeye sahip olup bolgeler arasinda biiyiik iklimsel farkliliklar bulunmaktadir. Tiirkiye’de
daha 6nce yapilan aragtirmalarda Steinernema feltiae, Steinernema kraussei, Steinernema
affine, Steinernema carpocapsae, Steinernema anatoliense, Heterorhabditis megidis ve
Heterorhabditis bacteriophora tiirleri izole edilmistir (Yilmaz vd., 2009, Ozer vd., 1995;
Susurluk vd., 2001; Hazir vd., 2003b). Bunlar icerisinde Steinernema feltiae ve Steinernema
affine disindakiler sicak iklime adapte olan tiirlerdir.

Entomopatojen nematodlarin ekstrem sicakliklarda gosterdikleri enfektivite ve lireme
miktarlarindaki farkliliklar, mutualistik olarak yasadiklar1 bakterilerin 6zelliklerinden de
kaynaklanmaktadir. Ciinkii nematod-bakteri is birliginde konak Oliimiinii gergeklestiren
organizmanin bakteri oldugu bilinmektedir. Ozellikle diisiik sicakliklarda enzim aktivitesi ve
ireme gosterebilen bakteriler, birlikte olduklar1 nematodlara bu diisiik sicakliklarda
enfektivite olusturma ozelligi kazandirmaktadir. Bakteriyal enzimlerin olusturulmasi ve
sentezlenmesi sicaklikla dogrudan iligkilidir (Boemare, 2002).

Calismada tiirli tespit edilen ve soguga adapte tiirler oldugu bilinen Steinernema
feltiae’nin mutualistik iliski i¢inde oldugu Xenorhabdus bovienii bakterisi 32 °C’ye kadar
tireyebilmektedir. 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 vd.,
1999; Boemare, 2002). Buradan da anlasilacagi tizere Xenorhabdus bovienii tiirii bakteriler
diger Xenorhabdus tiirlerine oranla yiiksek sicakliklara karst daha az tolerans
gostermektedir. Bu nedenle X. bovienii i¢in soguga adapte nematodlarin simbiyontu adi
verilmektedir (Boemare ve Akhurst, 1988; Boemare, 2002). Heterorhabditis
bacteriophora’nin mutualistik iligkili oldugu Photorhabdus luminescens bakterisi ise 35-39
°C’ye kadar tireyebilmektedir.

Dogal yasam alami toprak olan, 6nemli kayiplara neden olan yiizlerce zararliy
rahatlikla baski altina alan, ¢evreye, dogal dengeye ve hedef olmayan diger organizmalara
zararli etkisi bulunmayan entomopatojen nematodlar son yillarda artan Onemleri ile

zararhlarla miicadele edebilen en 6nemli biyolojik miicadele etmenleri olmustur. Sahip
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oldugu bir¢ok avantaji ile kimyasal miicadeleye en giizel alternatiflerden biri entomopatojen
nematodlardir.

Bu ¢alismada elde edilen tiirler zararlilara kars1 biyolojik miicadelede kullanilabilme
ihtimali olan, zararlilarla miicadelede basarili sonuglara sahip Onemli entomopatojen
nematod tiirleridir.



5. SONUC

Bu ¢alisma sonucunda Trabzon yoresinden alinan toprak orneklerinden entomopatojen
nematod izole edildikten sonra, bunlarin tanimlanmalar1, karakterizasyonlar1 ve Melolontha
melolontha iizerindeki etkileri tespit edildi.

Gergeklestirilen bu tez caligmasi sonucunda Trabzon yoresinden alinan 77 toprak
orneginden 7 tane entemopatojen nematod izole edildi. Bdylece Orneklerde gerceklesen
izolasyon siklig1 yaklasik %9’dur.

Alman 77 toprak oOrneginden izolasyonu yapilan entomopatojen nematodlardan
tamamu ekili tarim arazilerinden elde edildi.

Elde edilen 7 tane entomopatojen nematodun morfofolojik ve molekiiler 6zellikleri
dikkate alinarak elde edilen sonuglara gére Heterorhabditis ve Steinernema cinslerine ait
oldugu belirlendi.

Morfolojik, morfometrik ve molekiiler verilerin bir arada degerlendirilmesi sonucunda
elde edilen Heterorhabditis cinsine ait nematodlarin Heterorhabditis bacteriophora,
Steinernema cinsine ait nematodlarin ise Steinernema feltiae oldugu tespit edildi.

Tanimlanmas: yapilan 7 tane entomopatojen nematodun aralarindaki akrabalik
derecelerini tespit etmek icin MEGA 5.05 Filogenetik Aga¢ Programu ile filogenetik agag
grafigi cizildi.

Akrabalik dereceleri belirlenen entomopatojen nematodlarla simbiyotik yasayan
bakterilerin izolasyonu yapildu.

Saf kiiltiirler1 elde edilen bakterilerin tiirlerinin belirlenmesi i¢in yapilan molekiiler
caligmalarin sonucuna gore tespit edilen bakterilerin iki tanesinin Xenorhabdus bovienii ve
bes tanesinin ise Photorhabdus luminescens oldugu tespit edildi.

Izole edilen 7 tane entomopatojen nematodun, Melolontha melolontha (Coleoptera:
Scarabeidae) iizerindeki etkisi farkli konsantrasyonlarda ve sicaklikta test edildi.

Insektisidal aktivite ¢aligmalari sonucunda 25 °C’de 6liim oranmin 15 °C’ye gére daha
yiiksek oldugu belirlendi.

Izolatlar ile yapilan testlerin sonuglarma gore Melolontha melolontha {izerinde
ozellikle H. bacteriophora izolatlarinin en yiiksek etkiyi 25 °C’de gosterdigi gozlemlendi
(%77-100).
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Kum denemeleri sonucunda etkili olan ii¢ izolatin (ZET09, ZET31 ve ZET35) M.
melolontha iizerindeki etkisini belirlemek i¢in saksi denemeleri yapildi.

Yapilan saksi denemleri sonucunda M. melolontha iizerinde yine H. bacteriophora
suslarmin en yiiksek etkiyi gosterdigi tespit edildi (%100).

Tim analiz ve degerlendirmeler sonucunda Heterorhabditis bacteriophora’ya ait
ZETQ09 ve ZET35 numarali izolatlarinin Melolontha melolothna larvalarina karsit mikrobiyal

miicadele etmeni olarak kullanilabilecegi gosterilmis oldu.



6. ONERILER

Ormanlarimizin ve tarim bitkilerimizin saghgini etkileyen cesitli faktorler arasinda
boceklerin en basta geldigi kabul edilmektedir. Sarf edilen tiim g¢abalara ragmen orman
agaclarimizin ve tarim bitkilerimizin yaprak, cicek, tomurcuk, meyve, govde ve kokleri
stirekli olarak bocekler tarafindan biiyiik zarar gérmektedir.

Dogu Karadeniz ikliminin hakim oldugu Trabzon ilinde 6zellikle findik, cay, tiitiin,
misir ve kestane basta olmak ilizere patates, kivi, ¢ilek ve cesitli sebze meyve iiretimi
gerceklestirilmektedir. Birgcok tarim iirlinlerinin yetistirilmesinden dolayi, bu bdlgede ¢ok
sayida toprak alt1 zararlis1 mevcuttur.

Zararli boceklerle miicadelede kimyasal insektisitlere en iyl alternatif
biyoinsektisitlerdir. Bu noktada biyolojik miicadele i¢in en ¢ok kullanilan
mikroorganizmalardan birisi entomopatojen nematodlardir.

Calismada elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi noktasinda ileriye doniik katkilarin
arttirilabilmesi i¢in asagidaki hususlar dikkate alinmalidar.

1. Bolgede daha genis cografi alanlar belirlenerek farkli ekolojik 6zelliklere sahip

sahalardan orneklemeler yapilarak tiir gesitliligi arttirilabilir.

2. Entomopatojen nematod izolasyonunda G. mellonella larvalari disinda farkli

gruplara ait konaklar kullanilabilir.

3. lzolatlarm bélgede yaygin olan farkli toprak alti zararhilarina karsi insektisidal

aktiviteleri test edilebilir.

4. Izolatlarm sera kosullarinda M. melolontha iizerindeki etkinligi test edilebilir.

5. Izolatlarin insektisidal aktiviteleri iizerine toprak abiyotik &zelliklerinin etkileri

belirlenebilir.
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8. EKLER

Ek 1.

AACCTGCAGATGGATCATCGCCGAAACCTTATGGGTAATGCTTTGATCACGAGAGATCGG
TACCAATGGAATCAGGCTTGTTCTTGATTTCAATCGGTTTCTCACCCCATCTAAGCTCAT
GGAGAGGTGTCTAGTCCCAATTGGAGTCGCTTTGAGTGACGGCTATGAAAATTGGGTATG
TTCCCCGTGAGGGTCGAGCATAGACTTTATGAACAGTGCTGGAGCTGTCGCCTCACAAAA
AATCATCGATAACTGGTGGCTATGTGTGACATTAGTCACATAGGTATCTGCTGATGCAGA
GAGCCTTAATGAGTTGTTCGTGTCATCTGACCTACAACCGCCATTGTTACCGGTAAATCA
ACCCAATTAACTTGTTTCTTGTGTCGTGTTAATACATACTGGCAAAGTGTATTAGCTTTA
GCGATGGTCGGTTGATTCGCGTATCGATGAAAAACGCAGCAGCTGCGTTATTTACCACGA
ATTGCAGCTTAGAGTGGTGAAGTTTTGAACGCACAGCGCCGTTGGGTTTTCCCTTCGGCA
CGTCTGGCTCAGGTTGTTTAATAAGCGAAAGTGTTGAAAGTTCATTAAACGAGAGTTCGG
TGATACTGACAACACTACGTCGAGCGGTGTACTGTTGAAAGTACCCCGTTCAAGTATCTT
TATGGGGCAACATGTCTTCTATATGGAGACATGAAAGATATTAAGAGTATAACCTGTGGA
TGCCCACGTATGAAATATGACGTGTCGTATACACGGCTAGGAGGTATGTCTCAGATGAAT
TTGTTTATGCAACCTGAGCTCAGTCGTGATTACCCGCTGAA

Ek 1. Sekil 1. ZET02 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (821 bp.)

TTGAACTGAACTGCAGATGGATCATCGCCGAAACCTTATGGGTAATGCTTTGATCACGAG
AGATCGGTACCAATGGAATCAGGCTTGTTCTTGATTTCAATCGGTTTCTCACCCCATCTA
AGCTCATGGAGAGGTGTCTAGTCCCAATTGGAGTATAACCGCTTTGAGTGACGGCTATGA
AAATTGGGTATGTTCCCCGTGAGGGTCGAGCATAGACTTTATGAACAGTGCTGGAGCTGT
CGCCTCACCAAAAAATCATCGATAACTGGTGGCTATGTGTGACATTAGTCCATAGGTATC
TGCTGATGCAGAGAGCCTTAATGAGTTGTTCGTGTCATCTGACCTACAACCGCCAGTATC
GGTAAATCAACCCAATTAACTTGTTTCTTGTGTCGTGTTAATACATACTGGCAAAGTGTA
TTAGCTTTAGCGATGGATCGGTTGATTCGCGTATCGATGAAAAACGCAGCAAGCTGCGTT
ATTTACCACGAATTGCAGACGCTTAGAGTGGTGAAGTTTTGCGCACAGCGCCGTTGGGTT
TTCCCTTCGGCACGTCTGGCTCAGGGTAATTTAATAAGCGAAAGTGTTGAAAGTTCATTA
AACGAGAGTTCGGTGATACTGACAACACTACGTCGAGCGGTGTACTGTTGAAAGTACCCC
GTTCAAGTATCTTTATGGGGCAACATGTCTTCTATATGGAGACATGAAAGATATTAAGAG

TATATACCTGTGGATGCCCACGTATGAAATATGACGTGTCGTATACACGGCTAGGAGGTA
TGTCTCAGATTTGAACTG

Ek 1. Sekil 2. ZET04 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (798 bp.)
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GGTATGCTTTGATCACGAGAGATCGGTACCAATGGAATCAGGCTTGTTCTTGATTTCAAT
CGGTTTCTCACCCCATCTAAGCTCATGGAGAGGTGTCTAGTCCCAATTGGAGTCGCTTTG
AGTGACGGCTATGAAAATTGGGTATGTTCCCCGTGAGGCCGAGCATAGACTTTATGAACA
GTGCTGGAGCTGTCGCCTCACCAAAAAATCATCGATAACTGGTGGCTATGTGTGACATTA
GTCACATAGGTATCTGCTGATGCAGAGAGCCTTAATGAGTTGTTCGTGTCATCTGACCTA
CAACCGCCAGTATCGGTAAATCAACCCAATTAACTTGTTTCTTGTGTCGTGTTAATACAT
ACTGGCAAAGTGTATTAGCTTTAGCGATGGATCGGTTGATTCGCGTATCGATGAAAAACG
CAGCAAGCTGCTTTATTTTACCACGAATTGCAGACGCTTAGAGTGGTGAAGTTTTGAACG
CACAGCGAAAAAAACATCGATAACTGGTGGCTATGTGGTGACATTAGTCACATAGGTTTT
CTGCTGATGCAGAGAGCCTTAATGAATTGTTCGTGTCATCTGACCTACAACCGCCAGTAT
CGGTAAATCAACCCAAATAACTTGTTTCTTGTGTCGTGTTAAAACATACTGGCAAAGTGT
ATTAGCTTTAGCGATGGATCGGTTGATTCGCGTATCGATGAAAAAGCAGCAAGCTGCGTT
ATTTACCACGAATTGCAGACGCTTAGAGTGGTGAAGTTTTGAAACCACAGCGCCGTTGGG
TTTTCCCTTCGGCACGTCTGGCTCAGGGTTGTTTAATAAGCGAAAGTGTTGAAAGTTCAT
TAAACGAGAGTTCGGTGATACTGACAACACTACGTCGAGCGGTGTACTGTTGAAAGTACC
CCGTTCAAGTATCTTTATGGGGCAACATGTCTTCTATATGGAGACATGAAAGATATTAAG
AGTATATACCTGTGGATGCCCACGTATGAAATATGACGTGTCGTATACACGGCTAGGAGG
TATGTCTCAGATGAAT

Ek 1. Sekil 3. ZET09 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (1036 bp.)

GTTTATGGGTATGCTTTGATCACGAGAGATCGGTACCAATGGAATCAGGCTTGTTCTTGA
TTTCAATCGGTTTCTCACCCCATCTAAGCTCATGGAGAGGTGTCTAGTCCCAATTGGAGT
CGCTTTGAGTGACGGCTATGAAAATTGGGTATGTTCCCCGTGAGGGTCGAGCATAGACTT
TATGAACAGTGCTGGAGCTGTCGCCTCACCAAAAAATCATCGATAACTGGTGGCTATGTG
TGACATTAGTCACATAGGTATCTGCTGATGCAGAGAGCCTTAATGAGTTGTTCGTGTCAT
CTGACCTACAACCGCCAGTATCGGTAAATCAACCCAATTAACTTGTTTCTTGTGTCGTGT
TAATACATACTGGCAAAGTGTATTAGCTTTAGCGATGGATCGGTTGATTCGCGTATCGAT
GAAAAACGCAGCAAGCTGCGTTATTTACCACGAATTGCAGACGCTTAGAGTGGTGAAGTT
TTGAACGCACAGCGCCGTTGGGTTTTCCCTTCGGCACGTCTGGCTCAGGGTTGTTTAATA
AGCGAAAGTGTTGAAAGTTCATTAAACGAGAGATACTGACAACACTACGTCGAGCGGTGT
ACTGTTGAAAGTACCCCGTTCAAGTATCTTTCCATT

Ek 1. Sekil 4. ZET28 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (636 bp.)
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ATTTACTTGGATTCAATGAATCGAGCTGAATTTTCGCTGTTCGTTTCAAAGCGTTGTATT
CTCTCAACTAACGGCTATGAATGGTTTCTATAGGTGTCTGGAGCAGTTGTATGAGCGTGA
CTGTGGTGATGGACATTTTGGTGGCTCCTTAGTCGGGTCACTAGAATTAAAGAAGTCTGT
TATGACTCGCCGTTCTTAAAAAACTTCAATTAACGTTTGATCAATTTGACTGCACCAGCC
GTAGGTGTACTTAAAGATTTATCAAGTCTTGTCGGTGGATCACTCGGTTCGTAGTTCGAT
GAAAAACGGGGCAAAAACCGTTATTTGGCGTGAATTGCAGACATATTGAACGCTAAAATT
TTGAACGCAAATGGCACTATCAGGTTTATATCTGTTAGTATGTTTGGTTGAGGGTCGATT
AATTCGTAACCTGCAGTCTGCTGTGACTGAAAATTTTGAACGCAAATGGCACTTTCAGGT
TTATATCGTTTAGTATGTTTGGTTGAGGGTCGATTAATTCGTAACCTGCAGTCTGCTGTG
CCTGTTTTTTCGATAAGTTATTTGGTTTTTTATCGAGTACCTTTTTGGAATGTGAATTTG
ATTGTCTAATTCGTTTCCTAATCGAAACGAGCTATTTTTTATTTCTGTGCAATGTATTTT
TGGTGTTTCGGCGTTTTTCTTGCCGACTGATTGGTACAAACTTAACAGTTCGTATATTTT
TCAGAATTTTTCAGAGGCCCTTACAATACATCACTTGACACAACACGTATCGTTTGTCGA
GGAATTGCGCAAGAAAGAAAC

Ek 1. Sekil 5. ZET31 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (801 bp.)

GTATGCTTTGATCACGAGAGATCGGTACCAATGGAATCAGGCTTGTTCTTGATTTCAATC
GGTTTCTCACCCCATCTAAGCTCATGGAGAGGTGTCTAGTCCCAATTGGAGTCGCTTTGA
GTGACGGCTATGAAAATTGGGTATGTTCCCCGTGAGGGTCGAGCATAGACTTTATGAACA
GTGCTGGAGCTGTCGCCTCACCAAAAAATCATCGATAACTGGTGGCTATGTGTGACATTA
GTCACATAGGTATCTGCTGATGCAGAGAGCCTTAATGAGTTGTTCGTGTCATCTGACCTA
CAACCGCCAGTACGGTAAATCAACCCAATTAACTTGTTTTTGTGTCGTGTTAATACCGGC
AAAGTGTATTAGCTTTAGCGATGGATCGGTTGATTCGCGTATCGATGAAAAACGCAGCAA
GCTGCGTTATTTACCACGAATTGCAGACGCTTAGAGTGGTGAAGTTTTGAACGCACAGCG
CCGTTGGGTTTTCCCTTCGACATACTGGCAAAGTGTATTAGCTTTAGCGATGGATCGGTT
GATTCGCGTATCGATGAAAAACGCAGCAAGCTGCGTTATTTACCACGAATTGCAGACGCT
TAGAGTGGTGAAGTTTTGAACGCACGCGCCGTTGGGTTTTCCCTTCGGCACGTCTGGCTC
AGGGTTGTTTAATAAGCGAAAGTGTTGAAAGTTCATTAAACGAGAGTTCGGTGATACTGA
CAACACTACGTCGAGCGGTGTACTGTTGAAAGTACCCCGTTCAAGTATCTTTATGGGGCA
ACATGTCTTCTATATGGAGACATGAAAGATATTAAGAGTATATACCTGTGGATGCCCACG
TATGAAATATGACGTGTCGTATACACGGCTAGGAGGTT

Ek 1. Sekil 6. ZET35 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (878 bp.)
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TTCGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAGCTTATCCATTTACTTGGAT
TCAAATGAATCGAGCTGAATTTTCGCTGTTCGTTTCAAAGCGTTGTATTCTCTCAACTAA
CGGCATTGAATGGTTTCTATAGGTCTGGAGCAGTTGTATGAGCGTGACTGTGTGATGGAC
ATTTTGGTGGCTCCTTAGTCGGGTCACTAGAATTAAAGAAGTCTGTTATGACTCGCCGTT
CTTAAAAAACTTCAATTAACGTTTGATCAATTTGACTGCACCAGCCGTAGGTGTACTTAA
AGATTTATCAAGTCTTGTCGGGGATCACTCGTTCGTAGTTCGTGAAAAACGGGGCAAAAA
CCGTTATTTGGCGTGAATTGCAGACATATTGAACGCTAAAATTTTGAACGCAAATGGCCT
ATCAGGTTTATATCTGTTAGTATGTTTGGTTGAGGGTCGATTCCATTCGTAACCTGCAGT
CTGCTGTGACTGTTTTTTCGATTGTATTTGGTTTTTTTATCGAGTACCTTTTTGGAATGT
GAATTTGATTGTCTAATTCGTTTCCTAATCGAAACGAGCTATTTTTTATTTCTGTGCAAT
GTATTTTTGGTGTTTCGGCGTTTTTCTTGCCGACTGATTGGTACAAACTTAACAGTTCGT
ATATTTTTCAGAATTTTTCAGAGGCCCTTACAATACATCACTTGACACAACACTATCGTT
TGTCGAGGAATTGCGCAAGAAAGAAACTTTTCGTTTTACGACCTCCTCAAGCAAGATTAC
CCGCTGAACTTAAGCATAT

Ek 1. Sekil 7. ZET76 numarali izolata ait rRNA ITS bolgesi dizin analizi (799 bp.)
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Ek 2.

TTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGAGGGCGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAA
TACCGCATAATGTCGCGAGACCAAAGTGGGGGACCTGAAAGGGCCTCACGCCGTCGGATG
AACCCAGATGGGATTAGCTGGTAGGTAGGGTAATGGCCTAACTAGGCGACGATCCCTAGC
TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGCCCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATG
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTGGAGCGGGGAGGAAGGGTTGAGCCTGAACAG
GGCTGGGCCTTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGLG
GTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATGACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGT
CAATTAAGTTAGATGTGAATTCCCCGGGCTCAACCTGGGAACGGCATCTAAGACTGGTTG
ACTGGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT
GGAGGAATACCGGTGGCGAACCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTT
GTGGCCCTGAGCTGTGGCTTTGGAAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTCTCTTGACATCCTCAGAATTTGCTGGAGA
CAGCCCGGTGCCTTCGGGAACTGAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTT
GTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGT
CGAGGTGGGAACTCCGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGATACAAAGTGAA
GCGACCTCCGAGAGCAAGCGGAACACACAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTTTGCA
ACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTAGGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTCGGTAGC
TTAACCTTTGGAATGGAGGGCGCTGACCACTTTGTGGCTCATGAC

Ek 2. Sekil 1. ZET02 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA
bolgesi dizin analizi (1365 bp.)
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TTTAACCGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAATGTCGCAAGACCAA
AGTGGGGGACCTGAAAGGGCCTCACGCCCGCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTGGTAG
GTAGGGTAATGGCCTACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAAGGAC
ACTGGGACTGAGACACGGTTCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTA
CTTTCAGCGGGGAGGAAGGATATCGCTTGAACAGAGCGGTATRTTGACGTTACCCGGCAG
AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAA
TCGGAATGACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCGGTTAAGTTAGATGTGAAATCCCC
GGGCTTAACCTGGGAACGGCATCTAAGACTGGTTGGCTGGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAG
AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG
CCCTTTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAACCTGGCAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCGGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTTCCCTAAGAGGAG
TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA
CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCTTTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAA
CGCGAAGAACCTTACCTACTTTTGACATCCTCAGAATTTGCTGGAGACAGCGAAGTGCCT
TCGGGAACTGAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACT
CAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGG
CCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGATACAAAGTGAAGCGACGTCGG
AATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTTCCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTCGGTAGCTTAACCGTTTGGAGGGCG
CTGACCACTTTGTGATTC

Ek 2. Sekil 2. ZET04 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA
bolgesi dizin analizi (1278 bp.)

GGCATTTGGTGGGGGCGGCCTACACATGCAGTCGGGCGGTAACAGGAAAGCGCTTGCGCT
TTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGGGGGCGGGGGAT
AACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAATGTCGCGAGACCAAAGTGGGGGACCTGA
AAGGGCCTCACGCCGTCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTGGTAGGTAGGGTAATGGCC
TACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATTACCAGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTG
ATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGACTTTCAGCGGGGAG
GAAGGGTTGAGCCTGAACAGGGCTTGGGGCCTTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGC
TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATGACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTTAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGG
GAACGGCATCTAAGACTGGTTGACTGGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAA
GACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGGCCCTGAGCTGTGGCTTCCGAAGCTAACG
CGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAACTCAAATGATTGACGGGGC
CGGCACAAGCGGTGGGAGCATGGTGTTCATCGATGCAACGCGAAGTACCCGTTAACCCAT
AACATGTCGCGG

Ek 2. Sekil 3. ZET09 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA
bolgesi dizin analizi (972 bp.)
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TTGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGAGGGCGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGC
TAATACCGCATAATGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTGAAAGGGCCTCACGCCATCGG
ATGAACCCAGATGGGATTAGCTGGTAGGTAGGGTAATGGCCTACCTAGGCGACGATCTCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAA
GAAGGTTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGCCAGGAAGGGTTTAGCCTGAACAGGGC
TGGGATTTTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTTAAGCCCACGCAGGCCGTCA
ATTAAGTTAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAATGGCATCTAAGACTGGTTGGC
TGGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGG
AGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGCCAAACGATGTCGATTTGG
AGGTTGTGGCCTTGAGCTGTGGCTTCCGAAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAG
TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAACCCTACTCTTGACATCCTCAGAATTTGCCGGAGAC
GGCGAAGTGCCTTCGGGAACTGAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTG
TGAAATGTTGCCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGAACTCAAAGG
AGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCTACAC
ACGTGCTACAATGGCGGATACAAAGTGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACACACAA
AGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGT
AATCGTAGATCAGC

Ek 2. Sekil 4. ZET28 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA
bolgesi dizin analizi (1214 bp.)
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AGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGGGGAAGCTT
GCTTCCCGCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATGGAGGGG
GATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACCTCTGTGGAGTAAAGTGGGGGACC
TTCGGGCCTCACGCCATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGTTGACTATTGCACAATGGGCGCAAGCCT
GATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGACGTTAGCGGGGAG
GAAGGCAACAGCGTAAATAGCGCTGTTGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTA
ACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTTAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGA
ACGGCATCTAAAACTGGTTGACTAGAGTCTCGTAGAGGAAGTAGAATTCCACGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGAC
TGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCT
GTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTT
AAATCGACCGCCTGGCGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCT
TGACTTCCTCAGAATTTGCTGGAGACAGCGAAGTGCCTTCGGGAACTGAGAGACAGTGCT
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTTCCTTTGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGAACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAGAT
CGGAGGAAGGTGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACAGTAGGGCTACACACGTGC
TACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTG
TCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGT
AGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG
GAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGGGGGCGCTTACCACTTTGTGA
TTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGAGGAG

Ek 2. Sekil 5. ZET31 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA
bolgesi dizin analizi (1483 bp.)
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GGTCCTGGGGATCTGCCCGAGGGCGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCA
TAATGTCGCGAGACCAAAGTGGGGGACCTGAAAGGGCCTCACGCCATCGGATGAACCCAG
ATGGGATTAGCTGGTAGGTAGGGTAACGGCCTACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTG
AGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGCACAAGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGC
CTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGATTGAGCCTGAACCAAGTTAGATT
AAGGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
GAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATGACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTGAATTAAG
TTAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAATGGCATCTAAGACTGGTTGAACCTGGA
GTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGA
ATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCCCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGG
CCCAGAGCCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCTCAGAATTTGCTGGAGACAG
CGTAGTGCCTTCGGGAACTGAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTT
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGCGTGATGGC
GGGAACTCAAAGGAGGCTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCA
TCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGATACAAAGTGAAGCGA
CCTCGCGAGAGCAAGCGGAACACACAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACT
CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTTT

Ek 2. Sekil 6. ZET35numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA
bolgesi dizin analizi (1242 bp.)
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GCCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCCAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGGGGGGGAA
GCTTGCTTCCCTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATG
GAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACCTCTGTGGAGTAAAGTGG
GGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGT
AATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGC
AAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCA
GCGGGGAGCCAGGCAACAGCGTGAATAGCGCTGTTGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC
ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAGTTAAGATGTGAAACCAAGGGCTCAA
CCTGGGAACGGCATCTAAAACTGGTTGACTAGCCTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAC
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGA
CGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCT
AACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTAA
TTACTCTTGACATCCTCAGAATTTGCTGGAGACAGCGAAGTGCCTTCGGGAACTGAGAGA
CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGAACTCAAGGGAGACTGCCG
GTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCTAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGC
TACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACT
CATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCGTACCTCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGGGGGCGCT
TACCACTTTGTGATTCATGAC

Ek 2. Sekil 7. ZET76 numarali izolat ile simbiyotik yasayan bakterilere ait 16 S rRNA
bolgesi dizin analizi (1461 bp.)
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