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OZET
TURKIYE’DEN ELDE EDILMIS YENIi BIR ENTOMOPATOJEN
NEMATOD iZOLATININ VE MUTUALISTiK BAKTERISININ
TANIMLANMASI
Harun CIMEN

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmant: Prof. Dr. Selguk HAZIR
2013, 70 sayfa

Bu c¢alisma, Tiirkiye topraklarindan izole edilmis olan yeni bir entomopatojen
nematod izolat1 (izolat no. 48-02) ve mutualistik bakterisinin tanimlanmasi
amaciyla yapilmistir. Caligmalar basta entomopatojen nematodun molekiiler ve
morfometrik analizlere dayanarak tanimlanmasi olmak {izere, molekiiler ve
biyokimyasal yontemler ile de mutualistik bakterilerin tanimlanmasia yonelik
olarak iki grup halinde yiiriitilmistiir.

Molekiiler ve morfometrik verilerin bir arada degerlendirilmesi sonucunda izole
edilen entomopatojen nematod izolatinin (48-02) Heterorhabditis bacteriophora
oldugu anlagilmistir.

Diger calismada, molekiiler ve biyokimyasal analizler sonucunda izole edilen
simbiyotik  bakteri Photorhabdus luminescens subsp. laumondii olarak
tammlanmustir. izole edilen P. luminescens lamondii 48-02 susunun enfekte ettigi
kadavranin rengini diger Photorhabdus izolatlar1 gibi kirmizi renge degil yesil-gri
renge ¢evirdigi ve kadavranin dokusunu sakizimsi hale getirmedigi belirlenmistir.
Antrakinon iireten gen bolgesinde mutasyon oldugu belirlenen P. luminescens
lamondii 48-02 susunun virulanshgmin molekiiler olarak benzer olan TTO1
susundan daha fazla oldugu ve konukgularini daha hizli bir sekilde oldiirdigi
saptanmustir. Ayrica yapilan ¢aprazlama testlerinde P. luminescens lamondii 48-02
susunun H. bacteriophora TTOl nematod izolatina ait infektif juvenillerinde
kolonize olabilirken, P. luminescens lamondii TTO1 susunun H. bacteriophora 48-

02’nin infektif juvenillerinde kolonize olamadiklar1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Entomopatojenik nematodlar, Heterorhabditis,
Photorhabdus.






ABSTRACT
IDENTIFICATION OF ANOVEL ENTOMOPATHOGENIC NEMATODE
STRAIN AND ITS MUTUALISTIC BACTERIA ISOLATED FROM
TURKEY

Harun CIMEN

M.S. Thesis, Biology Department
Advisor: Prof. Dr. Selguk HAZIR
2013, 70 pp.

This study has been conducted to identify a novel entomopathogenic nematode
isolate (isolate no. 48-02) and its mutualistic bacteria isolated from Turkey.
Entomopathogenic nematode was identified with molecular analyses and
morphometric measurements. Mutualistic bacteria of novel EPN strain was
identified with molecular and biochemical analyses.

According to molecular and morphometric data, new nematode isolate (48-02) was
identified as Heterorhabditis bacteriophora.

In the second part of the study, according to molecular and biochemical analyses,
isolated bacteria from novel EPN strain was identified as Photorhabdus
luminescens subsp. laumondii. The symbiotic bacteria of new H. bacteriophora
isolate do not produce red pigment and host tissue not become gumminess. P.
luminescens laumondii strain 48-02 was more virulent and Killing its host faster
then molecularly similar P. luminescens laumondii TTO1 strain. On the other hand,
cross breeding tests showed that P. luminescens laumondii strain 48-02 colonized
in H. bacteriophora TTO1 infective juveniles nematodes but the bacterial symbiont
of TTO1 did not colonized in H. bacteriophora 48-02 infective juveniles.

Key words: Entomopathogenic nematodes, Heterorhabditis, Photorhabdus.
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1.GIRIS
1.1. Nematodlar

Nematodlar; boyutlar1 mikrometre ile bir kag metre arasinda degisebilen, iireme,
sinir, sindirim, bosaltim ve kas sistemleri olan ancak dolasim ve solunum
sistemleri olmayan segmentsiz canlilardir. Genelde silindirik ve uzun bir viicut

yapisina sahiptirler (Viglierchio, 1991).

Nematodlar diinyada en fazla birey sayisiyla temsil edilen hayvanlardir.
Yeryiiziindeki her 5 ¢ok hiicreli organizmadan 4’{inlin nematod oldugu
diisiiniilmektedir (Crow, 2002). Nematodlar tathi sulardan denizlere, sicak su
kaynaklarindan buzullar ve ¢oller gibi ekstrem ortamlara kadar olduk¢a genis bir
habitat dagilimina sahiptirler (Kaya, 1993).

Yalanci tip viicut bosluguna (pseudosélom) sahip olmalarindan dolay: viicutlari i¢
ice gecmis iki tiip gibidir (Koppenhofer, 2007). Solunumlarin1 gazlara gecirgen
olan nemli viicut ylizeyleri ile yaparlar. Yalanci tip viiciit boslugu ise dolagim

sistemi olarak fonksiyon gormektedir (Viglierchio, 1991).

Nematodlarin viicut yiizeyi hiicresel olmayan elastik bir kiitikula ile ortiiliidiir.
Nematod kiitikulasi abiyotik (toprak partikiilii gibi) ve biyotik faktdrlere (parazit,
patojen ve predator gibi) karsi bariyer olarak gérev yapar. Bu kiitikul yar1 gegirgen
bir membran olup sivilarin nematod viicudu igerisine ve disariya gegisine izin
verir. Bu sayede nematod ile ¢evresi arasinda dogrudan iliski saglanir. Kiitikula
tiim nematod ylizeyini sarar ve stoma, farinks, rektum, vulva, kloak, bosaltim
deligi kanali ve belirli duyu organlarini igerir (Chen et al.,2004).

Duyu organlar1 genellikle viicudun 6n kisminda bulunur ve bunlara papilla adi
verilir. Ayrica bir ¢ift yan duyu ¢ukuru ‘Amphidler’ vardir. Kuyruk tarafinda da
papillalar ve ‘Phasmid’ denilen yapilar bulunmaktadir. Bu karakterlerin say1 ve
dizilimleri tiir teshisinde olduk¢a 6nemlidir (Hominick vd., 1997; Kaya ve Stock,
1997).



Nematodlarda sinir sistemi 6zofagusu ¢evreleyen bir sinir halkasi “nerve ring” ve
buradan ¢ikip 6ne ve arkaya uzanan sinir iplikgiklerinden olusur (Maggenti, 1981).

Nematodlarin ¢ogu agiz, stoma, 6zofagus, bagirsaklar, rektum ve aniisten olusan
iyi gelismis tam bir sindirim sistemine sahiptir (Koppenhéfer, 2000).

Nematodlarin bosaltim sistemleri ¢ok basit yapili hiicre gruplarindan olugsmustur.
Bu yap1 serbest yasayan formlarda ‘rennet bezi’, bir ¢ok parazit tiirde ise ‘H’ ya da
‘U’ seklindeki yanal kanal sistemi seklindedir. Nematodlarda bosaltim sistemi
azotlu atiklarin atiliminda ve viicut boslugunun turgor basincini ayarlamada
gorevlidir (Viglierchio, 1991).

Nematodlar, genellikle ayr1 eseylidirler. Erkeklerin iireme sistemleri ventralde
yerlesmis olan rektumdan olusmus bir kloak’a agilir. Bir ya da iki testisleri vardir.
Ciftlesme organi olarak gorev yapan bir ¢ift spikiile sahiptirler. Ayrica sklerotize
olmus ciftlesmede rol oynayan gubernakulum ad1 verilen bir yap1 mevcuttur. Ozel
kaslar araciligiyla hareket ettirilen bu yapilar, giftlesme esnasinda aniisten disari
Uzanarak, disi esey agikligini agik tutar ve yanyana gelerek spermlerin buradan
akabilecegi bir kanal olusturur. Bazi familyalarda (Heterorhabditidae,
Strongyloideae) erkek bireylerin arka uglar1 “’bursa’ diye adlandirilan semsiye
seklinde bir kese meydana getirir. Ergin disiler de bir veya iki ovaryum
bulunmaktadir. Bunlar ventral olarak ve hemen hemen viicudun orta kisminda

yerlesmis olan bir vulva ile disariya agilirlar (Kaya ve Stock, 1997).

Nematodlarin biiyiikk bolimii genelde bakteri, fungus ve diger mikroskobik
organizmalarla beslenir. Ancak ¢ok az bir boliimii bitki ve hayvanlarda patojendir.
Bu nematodlardan bazilar1 ise bdcek patojenidirler ve =zararli boceklerin
kontroliinde aktif olarak kullanilirlar. Bocek-nematod iliskileri rastlantisaldan
zorunluya ve kommensalden parazitlige kadar oldukea cesitlilik gostermektedir
(Kaya, 1993). Giinlimiizde diger omurgasizlar ve boceklerle parazitik iligki i¢inde
oldugu belirlenen nematodlar 30 familya igerisinden tanimlanmistir (Stock ve
Hunt, 2005). Bu familyalar igerisinde, bdceklerin biyolojik kontroliinde
kullanilmak {izere potansiyel role sahip olan 7 familya: Mermithidae ve
Tetradonematidae (Ordo: Stichosomida); Allantonematidae, Phaenopsitylenchidae
ve Sphaerulariidae (Ordo: Tylenchida); Heterorhabditidae ve Steinernematidae



(Ordo: Rhabditida)’dir (Koppenhofer, 2007). Bunlardan Steinernematidae ve
Heterorhabditidae familyalarina ait olanlar kitlesel iiretime uygundurlar ve bu
nematodlar ticari bir {iriin olarak piyasada bulmak miimkiindiir. Diinyanin bir¢ok
yerinde bu nematodlar “bocek patojeni”, “bocek paraziti”, “entomopatojen” ya da
bazen sadece “faydali nematodlar” olarak adlandirilirlar (Crow, 2002).

1.2. Entomopatojen Nematodlar (Fam: Steinernematidae ve
Heterorhabditidae)

Blaxter ve arkadaslarimin (1998) molekiiler filogenetik verilere dayanarak
hazirladiklar1  taksonomik  duruma gore entomopatojen nematodlarin
siniflandirmasi asagidaki gibidir:

Phylum: Nematoda
Class: Secernentea
Subclass: Rhabditia
Ordo: Rhabditida

Subordo: Rhabditina Subordo: Cephalobuna
Superfamilya: Rhabditoidea Superfamilya: Strongyloidea
Familya: Heterorhabditidae Familya: Steinernematidae

Giintimiize kadar 3 cinsin (Steinernema, Heterorhabditis ve Neosteinernema) baglh
bulundugu iki entomopatojen nematod familyasindan Steinernematidae’ye ait
70°den fazla tiir ve Neosteinernema cinsine bagl bir tiir bulunmaktadir. Ayrica
Heterorhabditidae familyasma bagli 18 tiir tanimlanmustir (Stock ve Goodrich-
Blair, 2012). Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalarina ait
entomopatojen nematodlar sirasiyla Xenorhabdus ve Photorhabdus cinslerine ait
bakteriler ile mutualistik iligki icerisindedirler (Poinar,1990). Sahip olduklar1 bu
bakteriler ile konukgularmi 48 saat gibi kisa bir siire icerisinde Oldiirebilme
yetenegine sahip olmalari, bu nematodlarin  “entomopatojen”  olarak
adlandirilmalarina neden olmustur (Kaya ve Gaugler, 1993; Goodrich-Blair ve
Clarke, 2007).



Entomopatojen nematodlar (EPN) (Fam: Steinernematidae ve Heterorhabditidae)
toprak organizmalaridir ve diinyanin pek c¢ok bdolgesinde topraktan elde
edilmektedirler (Hominick vd., 1996). Yeni tiir bulmay1 amaglayan c¢ok sayida
arastirma siirmekte ve bunlarin bazilarindan yeni tiirler elde edilmektedir (Nguyen
vd., 2008; Mracek vd. 2009; Plichta vd., 2009; Nguyen vd., 2010).

Glinlimiiz sistematik caligmalarinda morfometrik l¢imlerin yani sira molekiiler
analizler ve elektron mikroskop incelemelerinin birarada degerlendirilmesi
ongoriilmektedir (Burnell ve Stock, 2000; Liu et vd., 2000).

Entomopatojen nematodlar ekonomik olarak 6nemli pek ¢ok zararli bdcegin
kontroliinde biyolojik kontrol ajani olarak kullanilan zorunlu bocek paraziti
organizmalardir (Hazir vd., 2003). Bu familyalara ait Steinernema ve
Heterorhabditis cinslerinin konvergent olarak evrimleserek benzer morfoloji ve
yasam Ozellikleri kazandiklar1 disiiniilmektedir (Poinar, 1993). Diger pek c¢ok
aragtirmacit  tarafindan da desteklenen bu goriise gore Heterorhabditis ve
Steinernema cinsleri tamamen farkli atalardan tiireyerek sahip olduklar1 bakteriler
ve konukgu bocekler ile iliskili olarak evrimlesmislerdir (Liu vd., 1997; Adams
vd., 1998).

1.2.1. Steinernematid ve Heterorhabditid’lerin Genel Hayat Dongiisii

Steinernematidler ve Heterorhabditler genelde benzer bir hayat dongiisiine
sahiptirler. Bunlarda yumurta, 4 farkli morfolojik larval donem ve ergin donem
olmak iizere toplam 6 evre vardir (Kaya, 1993). Nematodlarin toprakta serbest
olarak yasayan tek evresi olan 3. juvenil (J3) evresi “infektif juvenil (1J)” evre
olarak adlandirilir. Nematodlar bu evredeyken beslenmez ve gelismezler (Kaya ve
Gaugler, 1993). infektif juveniller toprak icerisinde uygun bir konukcu bulduktan
sonra, konuk¢unun dogal agikliklarindan (agiz, aniis ve spirakil) veya bazi
durumlarda dogrudan kiitikulanin ince kisimlarindan (sadece Heterorhabditis
cinsinde) konuk¢unun hemosdlii igerisine girerek tagidiklar simbiyotik bakterileri
salarlar. Bu bakteriler Steinernema cinsine ait tiirlerde infektif juvenillerin
bagirsaklarinin 6n kismindaki 6zel bir kesede bulunurken, Heterorhabditis cinsine
ait tirlerde ise bagirsagin oOzellikle ilk 1/3’liik kisminda yogun olarak
taginmaktadirlar (Martens ve Goodrich-Blair, 2005) (Sekil 1.1). Bocegin hemosolii



icerisine giren 1J’ler tarafindan salinan bakteriler ¢cogalmaya baslar ve bu esnada
salgiladiklar1 hiicredis1 enzimler ve toksinler ile konuk¢unun septisemia’dan ayrica
nematodlarin neden oldugu toxemia’dan dolayr genelde 48 saat igerisinde
O0lmesine neden olurlar (Duchaud vd., 2003). Gelisimini siirdiiriip gomlek
degistirerek J4 evresine gegen nematodlar oda sicakliginda 2-3 giin igerisinde
ergin evreye ulasirlar (Wang ve Bedding, 1996). J4 dedigimiz 4. larval evrede agiz
ve stoma acik oldugundan dolay: sindirim sistemi aktiftir. Bu evredeki nematodlar
bocek hemosoliinde iireyen bakteriler ve bu bakterilerin trettikleri hidrolitik
enzimler tarafindan parcalanmis bocek dokulariyla beslenerek ergin disi ve erkek
bireylere gelisirler (Gaugler ve Kaya, 1990; Burnel ve Stock, 2000). Ciftlesmeden
bir siire sonra erkek bireyler oliirler. Genellikle nematodlar yumurta igerisinde
ikinci juvenil (J2) evresine gelisirler. Nematodlarin yumurtadan ¢ikmasi diginin
viicudu igerisinde gerceklesir. Bir siire sonra disinin viicudu tamamen bu yeni
nesil nematodlarla kaplamir ve bu evre “Endotokia matricida” evresi olarak
adlandirilir (Ciche vd., 2008). Nematodlarin iiremesi kadavradaki besin bitene
kadar genellikle 2-3 jenerasyon boyunca devam eder (Kaya, 2002). Enfekte
ettikleri konukguda besinin tiikkenmeye baslamasi iizerine 3. evre juveniller
incelmis konukcu kiitikuliinii pargalayarak disar1 ¢ikar ve yeni bir konukcu bulana
kadar toprak igerisinde canliligini aylarca siirdiirebilir (Hazir vd., 2003).

Photorhabdus-Heterorhabditis Xenorhabdus-Steinernema

Sekil 1.1. Photorhabdus ve Xenorhabdus bakterilerinin entomopatojen
nematodlarda kolonize olduklar1 bolgeler (Goodrich-Blair ve Clarke, 2007).

Steinernematidler ve Heterorhabditler genelde benzer bir hayat dongiisiine sahip
olmalarina ragmen aralarindaki en Onemli fark Heterorhabditis erginlerinin



konuk¢u igerisindeki ilk jenerasyonda hermafrodit bireylerden olusmasi,
Steinernema erginlerinin ise biitiin jenerasyonlarda ayri eseyli olmasidir. Tek
istisna, ilk jenerasyonda hermafrodit bireylere de rastlanmus olan Steinernema
hermaphroditum tiriidiir (Stock vd., 2004). Heterorhabditis cinsinde birinci
nesilden sonraki nesillerde hermafroditlerle birlikte ayr1 eseyli bireyler de
goriilmektedir (Gaugler ve Kaya, 1990).

1.3. Entomopatojen Nematod- Bakteri Simbiyozu

Xenorhabdus ve Photorhabdus spp. Enterobacteriaceac familyasina ait gram-
negatif bakterilerdir. Her iki bakteri de fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk seklinde, spor
olusturmayan, oksidaz negatif ve hareketlidir (Thomas ve Poinar, 1979; Boemare
ve Akhurst, 1988). Iki bakteri cinsi arasindaki en belirgin farklilik Photorhabdus
tirlerinin  biyolojik 1s1ma (Bioluminescens) yapabiliyor; Xenorhabdus’larin
yapamiyor olmasidir. Ayrica Photorhabdus‘lar katalaz (+), Xenorhabdus’lar ise
katalaz (-)’dirler. Bu bakterilerin en yakin olduklart cins ise Proteus’tur (Yarza
vd., 2008).

Bugiine kadar bu bakterilerin topraktan ya da su kaynaklarindan serbest yasayan
formlart izole edilememistir (Forst vd., 1997). Bu bulgular bakterilerin toprak
habitatinda hayatta kalabilmesi i¢in nematodlarla simbiyotik iliskinin gerekli
oldugunu gostermektedir. Buna karsilik bakteriler de konukgunun etkili bir
bicimde Sldiiriilmesi ve nematodlarin hayat dongiilerini tamamlamasi i¢in gerekli

olan besinin saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Kaya ve Gaugler, 1993).

Her iki cinse ait bakteriler, faz-1 ve faz-II adi verilen farkli fenotipik formlar
olustururlar. Bunlardan faz-1, nematodlarla dogal iligskide olan formdur. Faz-Il ise
bakteri kiiltiirii durgunluk fazina girdiginde olusan formdur. Faz-II hiicreleri dogal
simbiyontlar1 olan nematodlarda bulunmazlar (Boemare vd., 1996). Faz-I
bakterileri antibiyotik iiretirler, belirli boyalar1 absorblarlar ve hiicre igcinde biiyiik
yapili kristal proteinleri olustururlar. Oysa faz-11 bakterileri boya absorblamazlar
ve antibiyotik iretmezler. Ayrica faz-1 ve faz-II bakterileri birbirinden oldukga
farkli koloni morfolojisi gosterirler (Boemare vd., 1996, 1997; Boemare, 2002).
Bakteriler durgun fazda iken bdcek hemosolii igerisine lipaz, fosfolipaz, proteaz
gibi enzimler ve genis spektrumlu antibiyotikler gibi bocegin bagisiklik sistemini



baskilayacak pek ¢ok hiicre dist madde salgilarlar (Kaya, 2002; Griffin vd., 2005;
Lewis ve Clarke, 2012). Salman bu enzimler bdcek kadavrasindaki
makromolekiilleri parcalayip gelismekte olan nematodlar icin gerekli besini
saglarken, {iretilen antibiyotikler ise kadavranin diger mikroorganizmalar
tarafindan istila edilmesini engeller (Boemare, 2002).

1.4. Entomopatojen Nematodlarin Konuk¢u Dagilima

Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyalarina ait nematod tiirleri diinyanin
pek ¢ok iilkesinde Kkitlesel olarak iiretilip gesitli formulasyonlar ile ticari olarak
satilmakta ve zararli boceklerin mikrobiyal kontroliinde kullanilmaktadir (Grewal,
2002; Gaugler ve Han, 2002). Diger familyalara ait bécek patojeni nematodlarin
ise mikrobiyal kontrol potansiyelleri bu tiirlerin kiiltiire alinmasindaki zorluklar ya
da konukgu spektrumlarinin dar olmasindan dolayr daha disiiktiir (Koppenhofer,
2007).

Uzerinde detayli arastirmalar yapilmis olan entomopatojen nematod tiirlerinin
(Ornegin S .carpocapsae, S. feltiae, H .bacteriophora) laboratuvar kosullarinda
genis bir bocek grubuna karsi etkili oldugu saptanmigtir. Ancak laboratuvar
ortaminda ¢evre kosullari optimumdur ve nematodlarin etkinligini kisitlayacak
hicbir etken yoktur. Alan uygulamalarinda ise konukc¢u dagiliminin azaldigi
goriilmektedir (Koppenhofer, 2000).

Biitiin entomopatojen nematodlarin farkli boceklerin miicadelesinde etkinlikleri
esit degildir. Herhangi bir entomopatojen nematodun belirli bir bocegi enfekte
etme yetenegi bdcek ve nematodun davranisi, fiziksel engeller ve immun
cevaplarla belirlenir (Crow, 2002). S. scapterisci Orthoptera grubuna o6zellikle de
Gryllotalpidae tiyelerine adapte olmustur (Grewal vd., 1993; Parkman ve Smart,
1996). S. kushidai ise daha ¢ok Scarabeidae larvalarina adapte olmus bir tiirdiir
(Mamiya ve Ogura, 1989; Tanada ve Kaya, 1993).

Toprak, entmopatojen nematodlarin dogal yasam ortamlaridir ve toprak
icerisindeki zararli boceklere karsi yapilacak basarili bir biyolojik kontrol
uygulamasi i¢in bliyiik avantaj saglar (Shapiro-llan vd., 2005). Entomopatojen

nematodlar toprak icerisinde konukcularin1i kemosensorlerini kullanarak ayrica



boceklerin iirettikleri CO, ve elektriksel akimlari algilayarak bulurlar (Shapiro-
llan vd., 2012).

1.5. Nematodlarin Tiir Teshisinde Kullanilan Molekiiler Yontemler

Gilinimiizdeki sistematik calismalarda tiirler arasinda yeteri kadar morfolojik
farkliliklarin olmamasindan dolay: tiir teshisinde morfometrik 6lgiimlerin yanisira
molekiiler analizler de kullanilmaktadir (Stock ve Hunt, 2005).

Entomopatojen nematodlarin tiir teshisinde en fazla kullanilan molekiiler
yontemler RAPD, RFLP ve DNA sekanslama yontemleridir (Stock ve Hunt,
2005).

1.5.1. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

RAPD-PCR yontemi Heterorhabditis ve Steinernema tiirlerinin teshisinde
kullanilan ilk yontemdir. Giiniimiizde de Heterorhabditis ve Steinernema izolatlar
arasindaki genetik farkliliklar1 6lgmede ve bu taksonlar arasindaki filogenetik
iligkileri degerlendirmede kullanilmaktadir. Fakat bu yontem genellikle tercih
edilmez ¢linkii kopyalanma yetenegi, DNA kalitesi, DNA konsantrasyonu ve PCR
sartlar1 gibi bircok faktdrden kolayca etkilenir. Ayrica RAPD markerlarin
kullanarak tiir i¢i ve tiirler aras1 farkliliklar1 belirtmek zordur. Bu yilizden yanlis
teshislere yol agabilir (Stock ve Hunt, 2005).

1.5.2. RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Restriksiyon enzimleri ve PCR-RFLP Steinernema ve Heterorhabditis’ler igin iyi
bir yontem olarak bilinir ve 6zellikle de Steinernema tiirlerinin ayriminda yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir (Stock ve Hunt, 2005). Steinernema tiirlerinin
teshisinde kullanilan 17 tane restriksiyon enzimi mevcuttur. Bazi restriksiyon
enzimleri benzer RFLP modelleri gosterirken (6rnegin, Hpa Il ) bazilar1 teshis
giicii yiiksek modeller gosterir (6rnegin Alu I, Dde I, Hha | ve Hinf'l) (Stock ve
Hunt, 2005).



Son zamanlarda, niikleotid sekans analizleri hem farkli taksonomik seviyelerde iyi
bir teshis yaptigi i¢in hem de filogenetik ¢alismalarda 6nemli veriler sagladigi i¢in
en ¢ok tercih edilen yontemdir (Stock ve Hunt, 2005).

1.5.3. DNA Sekanslama Hedef Bolgeleri

1.5.3.1. Niiklear Genler

Ribozomal RNA (rRNA)‘larin sahip oldugu niikleotid polimorfizmi diisiik oldugu
icin dzellikle niiklear ribozomal RNA (rRNA) 28S biiyiik alt {initesinin (LSU)
D2/D3 bolgeleri (Steinernema’larda) ile ITS (internal transcribed spacer) bolgeleri
(Heterorhabditis’lerde) nematodlarin tiir teshisinde kullanilmaktadir (Stock vd.,
2001).

28S rDNA Steinernematidler i¢in en etkili ve en giivenilir bolge olarak bilinir. ITS
ise entomopatojen nematodlarin sistematiginde kullanilan degisken bir bolgedir.
Bu bolge bir dizi marker’a sahiptir. Heterorhabditidis’lerde ITS-1 bolgesi tiirlerin
ayriminda yeterli genetik varyasyonlara sahiptir ve tiirler arasindaki evrimsel
iligkiyi anlamada oldukga yararl veriler saglar (Stock ve Hunt, 2005).

1.5.3.2. Mitokondriyal Genler

Gilinlimiizde, nematodlarda tiirler arasi ve tiir i¢i genetik varyasyonlari ¢cézmek i¢in
yapilan calismalarda kullanilan birka¢ mitokondriyal gen vardir. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda Heterorhabditis marelata populasyonlar1 arasinda ND4
mitokondriyal genleri kullanilarak tiir i¢i varyasyonlar saptanmistir. Diger
mitokondriyal genler COXII ve 16S rRNA, Szalanski ve arkadaslar1 (2000)
tarafindan calisilmistir. Bu bdlgeler tiir seviyesindeki varyasyonlari ve segilmis
Steinernema tiirleri arasindaki ayrimi iyi bir sekilde gostermistir. Buna ragmen
birka¢ S. feltiae populasyonuyla ¢alistiklarinda tiir i¢i seviyedeki varyasyonlari
gostermede basarisiz olmuslardir (Stock ve Hunt, 2005).
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2. KAYNAK OZETLERI

Hazir vd. (2003) tarafindan yapilan ve Tiirkiye’nin tamamini kapsayan arastirma
sonucunda toplam 1167 toprak 6rnegi incelenmis ve 24 entomopatojen nematod
izolat1 elde edilmistir. Bu c¢alismada pozitif ¢ikan topraklarin orani %2 olarak
tespit edilmistir.

Hazir vd. (2004), Tiirkiye topraklarindan elde etmis olduklar1 entomopatojen
nematodlardan bakteri izolasyonu yaparak molekiiler ve biyokimyasal testlere tabi
tutmuslardir. 16S rRNA gen bolgesi sekans analizi ve gesitli biyokimyasal testler
sonucunda iki yeni alttiir olan Photorhabdus luminescens subsp. kayaii ve
Photorhabdus luminescens subsp. thracensis’i teshis etmislerdir.

Plichta vd. (2009), ilk olarak Avustralya’da klinik bir vakadan izole edilen
Photorhabdus asymbiotica tiirii ile simbiyotik iligki i¢erisinde oldugu belirlenen
ve yeni tiir olan Heterorhabditis gerrardi’yi molekiiler ve morfometrik verilere
dayanarak teshis etmislerdir.

Orozco vd. (2013), Heterorhabditis sonorensis adli entomopatojen nematod
tirtiniin simbiyotik bakterisi olan Photorhabdus luminescens subsp. sonorensis’i
biyokimyasal testler ve16S rRNA gen bolgesinin yan1 sira gyrB, recA, gltX ve
dnaN adli 4 farkli protein kodlayan gen bolgelerini kullanarak tanimlamiglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Entomopatojen Nematod ve Simbiyotik Bakterisinin Teghisine
Yonelik Calismalar

3.1.1. Toprak Orneklerinin Ahnmasi

Toprak &rnekleri Mugla iline bagli Sarigerme beldesinden alinmistir. Ornek alinan
yerler rastgele secilmistir. Toprak aliminda 6zel bir toprak alma aleti kullanilmis
ve ylizeyden baslayip 15-20 cm’lik derinlige kadar olan bdlge tercih edilmistir
(Mracek ve Becvar, 2000). Segilen her alanda aralarinda yaklagik 4-5 metre
mesafe bulunacak sekilde oOrnekler alinmis ve bu Ornekler plastik bir torba
icerisinde toplanmistir. Toplam olarak her alandan yaklasik 1kg kadar 6rnek
alimmugtir. Ayrica toprak 6rnegi alinan boélgenin GPS verileri, vejetasyon tipi ve
topragin sicakligi kaydedilmistir. Bir drnekleme alanindan digerine gecerken,
toprak alma aleti yikanmis ve %70’lik etil alkol ile steril edilmistir (Hazir vd.
2003). Almnan toprak ornekleri laboratuvara ulastirilana kadar kurumalarini
onlemek amaciyla plastik posetler icerisinde buzluga konularak tasinmstir (Kaya
ve Stock, 1997).

3.1.2. Entomopatojen Nematod Enfeksiyonuna Duyarh Konuk¢unun
Uretilmesi

Topraktan entomopatojen nematodlarin izole edilmesinde kullanilan en yaygin
yontem, duyarli bir konuk¢uyu toprak igerisine koyarak enfekte olmasini
saglamaktir (Stock vd., 1999; Nguyen vd., 2010; Malan vd., 2012). Bedding ve
Akhurst (1975), biiyik mum giivesi olarak bilinen Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae) larvalarinin son evrelerini kullanarak entomopatojen
nematodlarin topraktan kolaylikla izole edilebildigini gostermiglerdir. G.
mellonella, 25 + 4 °C sicaklikta %11 bal, %11 gliserol, %22 un, %22 misir unu,
%11 siit tozu, %5,5 kuru maya ve %17,5 bal mumu iceren yapay besi yeri
kullanilarak cam kavanozlar igerisinde tretilmistir (Han ve Ehlers, 2000).
Nematod izolasyonunda son evre G. mellonella larvalari kullanilmistir.
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3.1.3. Entomopatojen Nematodlarin izolasyonu

Araziden toplanip laboratuvara getirilen toprak ornekleri iyice karigtirildiktan
sonra 250 ml hacimli plastik kaplar icerisine alinmistir. Hazirlanan herbir toprak
ornegi igerisine 5’er adet son evre G. mellonella larvasi konulmus ve larvalar
topragin altinda kalacak sekilde kaplar ters ¢evrilmistir (Griffin vd., 2000).

Incelemeye alinan toprak oOrnekleri oda sicakhiginda (23-24°C) tutulmustur.
Konulan Galleria larvalarinin, enfekte olup olmadiklarimi anlamak igin 3’er giin
arayla 15 giin boyunca kontrol edilmistir (Yoshida vd., 1998).

Enfekte oldugu tespit edilen 6lii larvalar topraktan alinip yiizeyleri steril distile su
ile yikandiktan sonra White trap (White, 1927) ad1 verilen ortama alinmiglardir.
Bu ortamda kiigiik bir petri kab1 (6 cm capli) biiyiik bir petri kab1 (9 cm gapli)
icerisine yerlestirilmistir. Biiyiik olanin igerisinde su, kiigiik olanin icerisinde ise
filtre kagidi bulunmaktadir. Enfekte oldugu belirlenen larvalar bu filtre kagidi
iizerine yerlestirilmistir. Yeni nesil nematodlar kadavra igerisinde iireyip konagi
terk etmeye bagladiklarinda filtre kagidi lizerinde hareket ederek biiyiik petrideki
suya gecmislerdir. Suya yalnizca infektif juvenil evredeki nematodlar gecis yaptigt
icin bu suyun alinmastyla yeni jenerasyon infektif juveniller elde edilmistir. Elde
edilen infektif juveniller bir beherin igerisinde toplanarak 3 kez distile su ile
yikanmistir. Yiizeyleri kismen temizlenen nematodlar tetrapak kutulari icerisine
almarak 10-15°C’lik iklim dolabinda saklanmislardir (Gulcu ve Hazir, 2012).

Elde edilen nematodlarin kesin olarak entomopatojen olup olmadiklarinin
anlagilmas1 i¢in saglikli G. mellonella larvalar tizerinde tekrar infektivite testi

yapilmigtir (Kaya ve Stock, 1997).
3.1.4. Entomopatojen Nematodlarin Tiir Teshisinin Yapilmasi
3.1.4.1. Morfometrik Yontem

Morfolojik ¢alismalarda, infektif juveniller, birinci jenerasyon hermafrodit bireyler
ile ikinci jenerasyona ait disi ve erkek bireyler kullanilmustir. ik jenerasyona ait
hermafrodit bireyler 4-5 giinliik, ikinci jenerasyonda ortaya ¢ikan disi ve erkek
bireyler ise 7-8 giinliik enfekte kadavralar parcalanarak elde edilmistir. Infektif
juveniller ise enfekte ettikleri konukcuyu terk etmeye basladiklar1 ilk 2 giin
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icerisinde toplanmiglardir (Plichta vd., 2009). Toplanan nematodlar 6nce Ringer’s
soliisyonu igerisine alinmig ve daha sonra 60°C’lik su banyosunda 2 dakika
bekletilerek cansiz hale gelmeleri saglanmistir. Sonraki asamada ise nematodlar
triethanolamine-formalin (TAF) fiksatifi igerisine alinmus ve daha sonra
morfometrik Sl¢limlerinin yapilabilmesi i¢in gliserin yontemi (Seinhorst, 1959)
uygulanmistir (Kaya ve Stock,1997). Her bir yasam evresinden 20’ser adet
nematod &lgiilmiistiir (Plichta vd., 2009). Olgiimlerde Olympus BX51 mikroskobu
ve AnalySIS Image software (Soft Imaging System Corp., California, USA)
programi kullanilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Morfometrik 6l¢iimlerin gergeklestirilmesi.

Morfometrik 6l¢iimlerde kullanilan ortak kriterler: toplam viicut uzunlugu (TU),
maksimum viicut genigligi (MG), bastan bosaltim deligine olan uzaklik (EP),
bastan sinir halkas1 sonuna olan uzaklik (NR), bastan 6zofagusun kaidesine olan
uzaklik (ES), kuyruk uzunlugu (TL), aniis genisligi (AG), %D (anterior sonu ile
bosaltim deligi arasindaki mesafenin bastan 6zofagus kaidesine olan uzakliga
orani X 100) ve %E (anterior sonu ile bosaltim deligi arasindaki mesafenin kuyruk

uzunluguna oran1 X 100) dir. Disi nematodlar i¢in anterior sondan vulvaya olan
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uzaklik (V) ve %V (anterior sondan vulvaya olan uzakligin toplam viicut
uzunluguna oram1 X 100) oOl¢iimleri yapilmaktadir. Erkek nematodlar igin
testislerin pozisyonu (TRF), spikiil uzunlugu (SU), gubernaculum uzunlugu
(Gub.U), %SW (spikill uzunlugunun aniis genisligine oran1 X 100), %GS
(gubernaculum uzunlugunun spikiil uzunluguna oran1 X 100) 6l¢iilmiistiir (Plichta
vd., 2009). Infektif juveniller igin ise "a" orani (toplam viicut uzunlugunun
maksimum viicut genisligine orani), "b" orani (toplam viicut uzunlugunun

0zofagus uzunluguna orami ) ve "c¢" oram (toplam viicut uzunlugunun kuyruk
uzunluguna orant) nin 6l¢timleri yapilmaktadir (Hazir, 2002).

Morfometrik 6l¢iimler Amerika Birlesik Devletleri’nin Arizona Universitesi
Entomoloji bolimiinde Prof. Dr. S. Patricia Stock’un laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.

3.1.4.2 Molekiiler Yontem

Morfolojik ¢aligmalara ek olarak elde edilen nematod izolati molekiiler yonden de
analiz edilmistir. Sekans analizleri i¢in ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgesi
kullanilmustir (Liu vd., 2000; Stock vd., 2001).

Niikleik asit amplifikasyonu igin, 4-5 giinliik enfekte Galleria larvalar
parcalanarak ilk jenerasyona ait hermafrodit bireyler elde edilmistir. Elde edilen
bu nematodlar 1.7 ml’lik eppendorf tiiplerine alinip {izerine lizis tamponu

eklenmigtir.

Lizis tamponu: 500 ul TE (10 mM tris- 1 mM EDTA, pH 8.0)
15 ul %20’lik SDS
20 ul proteinaz K (Stok soliisyon 10mg/ml)

1. Tiipler 56°C’lik sicak su banyosunda 24 saat bekletilmistir.

2. Pargalanma periyodik olarak kontrol edilmistir. Eger bir gece sonra pargalanma
tam degilse 15 pl proteinaz K daha eklenmis ve bir gece daha sicak su banyosunda
bekletilmistir.

3. Bu uygulamalar sonucu her bir 6rnege 10ul RNAaz eklenmistir.
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4. Tiipler vortekslenip 37°C ‘de 1 saat bekletilmistir.
5. Tiipler 2 dakika siireyle 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
6. Ustteki siipernatant almip baska bir bos tiip icerisine aktarilmistir.

7. Her bir tiipilin icerdigi hacime esit miktarda tiiplerin {izerine fenol eklenmis ve
her tiip once kisa siireyle vortekslenip daha sonra 5 dakika siireyle santrifiij
edilmistir.

8. Tiiplerin iizerindeki slipernatant dikkatlice alinmis ve yeni bir eppendorf tiipiine
aktarilmustir.

9. Bu tiipler igerisine aymi hacimde 24:1 oraninda kloroform/isoamylalkol
eklenmis ve dnce vorteks sonra da santrifiijlenmistir.

10. Ustteki siipernatant toplanip yeni bir tiip igerisine aktarilmis ve bu tiipe her 100
pl icin 3M 10 pl Sodyum asetat eklenmistir.

11. Tiiplerin tizeri tamamen doluncaya kadar %100’liik etil alkol eklenmis ve bu
tiipler bir gece buzdolabinda bekletilmistir.

12. Bir gece sonunda bu tiipler 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
13. Ustteki siv1 alinmuis ve tiipiin dip kismindaki materyal kurumaya birakilmstir.

14. Ornekler kuruduktan sonra her bir tiipe 25 ul TE ilave edilerek

spektrofotometrik okuma i¢in hazir hale getirilmistir.

15. Spektrofotometrik Ol¢ctimden sonra her bir o6rnek igin yeni bir DNA
konsantrasyonu hazirlanmistir (20 pl’lik hacimde 100ng / ul konsantrasyonda).

16. Yeni konsantrasyondaki DNA’lar PCR i¢in hazir hale gelmistir (DNA’lar PCR
yapilana kadar +4°C’de bekletilmistir).

17. DNA’lar igeren tiipler buzdolabindan ¢ikarilarak kisa bir siire vorteksden
sonra 30 sn siireyle santrifiij edilmistir.

18. Her bir 6rnek i¢in 0.2 ml’lik 6zel PCR tiipleri kullanilmustir.
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19. PCR vyapilacak 6rnek Heterorhabditis oldugu icin 0.2 ml’lik bos eppendorf
tlipiine;

9.5 ul steril dH,O

12.5 pl Red taq (Sigma-Aldrich)

1 ul Primer 93 (10mM)

1 pl Primer 94 (10mM)

94 (forward) 5’- TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3’

93 (reverse) 5S’-TTGAACCGGGTAAAAGTCG-3’ (Plichta vd., 2009) eklenmis ve
bu bilesenler pipetaj islemi ile karistirilmistir.

20. PCR i¢in gerekli maddelerin eklendigi bu tiiplerin her birine 6nceden elde
edilen DNA’dan 1 pl ilave edilmistir.

21. Hazir hale gelen tiipler MyCycler thermal cycler (Bio-Rad)’a yerlestirilerek
islem baglatilmigtir. Bu program, denatiirasyon i¢in 94 °C’de 3 dk, 34 dongii olmak
lizere 94 °C’de 30 sn, 60 °C’de 30 sn ve 72°C’de 1 dk 15 sn, amplifikasyon sonrasi
uzama igin 72 °C’de 5 dk olmak iizere hazirlanmistir (Plichta vd., 2009).

Agaroz jel diizeneginin hazirlanmas:

%1°lik Agaroz jel hazirlamak i¢in;

0.42 gr Agaroz (Omnipur)

42 ml 1X TAE (40 mM Tris-acetate with 1 mM EDTA, pH 8.0) kullanilmustir.

Agaroz 1X TAE igerisinde eritilip sogutulduktan sonra kaliba aktarilarak 15 dk
donmasi beklenmistir. Bu siire zarfinda PCR iiriinleri buz igerisinde bekletilmistir.
Hazirlanan jel i¢erisinde 1X TAE bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir.

Jel, 6rnekleri yiiklemek i¢in hazir hale geldiginde;

1 pl tracking dye (mavi renkli ylikleme boyasi)
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2 ul SYBR Green (Sigma-Aldrich)

3 ul PCR firiinii

bu 6rneklerin yani sira bir de DNA ladder hazirlanmistir. Bunun igin;
1 ul tracking dye

2 ul SYBR Green

3 ul DNA ladder (farkli uzunluktaki DNA fragmanlarindan olusan kullanima hazir
referanslar) ilave edilmistir. Ornekler ve DNA ladder pipet ile karistirilarak jele
yikklenmis ve elektroforez tankinin kapagi kapatilarak 80 wvoltta 30 dk
calistirilmistir. Daha sonra jel UV goriintiileme sistemine yerlestirilerek
goriintiilenmistir.

Agaroz jel elektroforeziyle DNA miktar1 saptandiktan sonra sekans analizi igin
igerisinde;

5 ul PCR iiriinii

2 ul exoSAP-IT (100 bp’den biiyiikk 20 kb’dan kiigiik olan PCR iiriinlerini
temizlemek i¢in kullanilir.) bulunan 0.2 mI’lik yeni PCR tiipleri hazirlanmis ve bu
tiipler 37 °C’de 15 dk ve 80 °C’de 15 dk olmak iizere birer déngii PCR cihazinda

tutulmustur.

Elde edilen PCR f{iriinleriyle sekans analizi yapilmistir ve sekans sonuglar1 SeqEdit
(DNA Star Inc., Madison, WI) yazilimi kullanilarak diizeltilmistir.

Molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalar Amerika Birlesik Devletleri’nin Arizona
Universitesi Entomoloji béliimiinde Prof. Dr. S. Patricia Stock’un laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.
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3.1.5. Simbiyotik Bakterilerin izole Edilmesi ve Tanimlanmasi

Infektif juvenil evre nematodlarin yiizeyleri %0.4 Hyamine (Fluka) ile 2 dk steril
edildikten sonra 3 kez steril PBS (fosfat tamponlu tuzlu ¢ozelti) ¢ozeltisi ile
yikanmustir. Steril u¢lu motorlu doku homojenizatorii (Techmate Ltd.) kullanilarak
icerisinde 10 pl steril PBS bulunan 1.5 ml’lik eppendorf tiipii igerisinde
parcalanmistir (Sekil 3.2). Bunun sonucunda agiga ¢ikan bakteriler daha 6nceden
hazirlanan Nutrient agar + bromtimol mavisi + tetrazolium klorid (NBTA)

ortamina aktarilmigtir.

Sekil 3.2. Yiizeyleri steril edilmis infektif juvenillerin motorlu doku

homojenizatorii kullanilarak pargalanmasi.

Simbiyotik bakterilerin aktarildiZnt NBTA ortamu 28°C’de 48 saat siireyle
inkiibasyona tabi tutulmustur (Orozco vd., 2013) Saf kiiltiir olarak izole edilen
simbiyotik bakteriler %0,1 Sodyum pyruvate (Sigma) ile zenginlestirilmis LB
broth ortaminda 28°C’de, 200 rpm’de iiretilmis ve %40’lik glycerol ile esit oranda
karigtirilarak 2 ml’lik cryo tiipler igerisinde -80 °C’lik derin dondurucularda stok
olarak saklanmistir (Orozco vd., 2013).

3.1.5.1. Simbiyotik Bakterilerin Molekiiler Karakterizasyonu

Total bakteriyal genomik DNA'y1 izole etmek i¢in, LB broth (Merck) ortaminda
24 saat siireyle tiretilmis bakteri kiiltiiri kullanilmistir. Hazirlanan bu kiiltiirden
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alman 1 ml’lik bakteri siispansiyonuna asagida belirtilen basamaklar1 iceren DNA

izolasyon ydntemi uygulanmustir.

1. 1 ml bakteri kiiltiirii 1.7 ml’lik eppondorf tiipiine aktarilarak 10.000 rpm’de 5 dk
santrifilj edilmistir.

2. Santrifiigasyon sonunda iistteki siipernatant alttaki pelete dokunulmadan aspire
edilmistir.

3. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra peletin {izerine lizis tamponu konmustur.
Lizis tamponu: 500 pl TE (10 mM tris- 1 mM EDTA, pH 8.0)

15 ul %20°lik SDS

20 pl proteinaz K (stok soliisyon 10mg/ml)
4. Tipler 56°C’lik sicak su banyosunda bir gece bekletilmistir.

5. Parcalanma periyodik olarak kontrol edilmistir. Eger bir gece sonra parcalanma
tam degilse 15 pl proteinaz K daha eklenmis ve bir gece daha sicak su banyosunda
bekletilmistir.

6. Uygulamalar sonucu her bir 6rnege 10ul RNAaz (20pg/ml) eklenmistir.
7. Tiipler vortekslenip 37°C ‘de 1 saat bekletilmistir.

8. Tiipler 2 dakika siireyle 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

9. Ustteki siipernatant alinip baska bir bos tiip icerisine aktarilmstir.

10. Her bir tiipiin icerdigi hacime esit miktarda tiiplerin iizerine fenol eklenmis ve
her tiip 6nce kisa siireyle vortekslenip daha sonra 5 dakika siireyle santrifiij

edilmisgtir.

11. Tiiplerin iizerindeki siipernatant dikkatlice alinmig ve yeni bir eppendorf

tiipiine aktarilmistir.
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12. Bu tiipler icerisine ayni hacimde 24:1 oraninda kloroform/isoamylalkol
eklenmis ve dnce vorteks sonra da santrifiijlenmistir.

13. Ustteki siipernatant toplanip yeni bir tiip icerisine aktarilmis ve bu tiipe her 100
pl icin 3M 10 pl Sodyum asetat eklenmistir.

14. Tiiplerin iizeri tamamen doluncaya kadar %100’liik etil alkol eklenmis ve bu
tiipler bir gece buzdolabinda bekletilmistir.

15. Bir gece sonunda bu tiipler 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
16. Ustteki s1v1 alinmis ve tiipiin dip kismindaki metaryal kurumaya birakilnustir.

17. Ornekler kuruduktan sonra her bir tipe 25 pl TE ilave edilerek
spektrofotometrik okuma i¢in hazir hale getirilmistir.

18. Spektrofotometrik olgiimden sonra her bir ornek igin yeni bir DNA
konsantrasyonu hazirlanmistir (20 pl’lik hacimde 100ng / ul konsantrasyonda).

19. Yeni konsantrasyondaki DNA’lar PCR i¢in hazir hale gelmistir (DNA’lar PCR
yapilana kadar +4°C’de bekletilmistir).

20. DNA’lan igeren tiipler buzdolabindan ¢ikarilarak kisa bir siire vorteksden

sonra 30 sn siireyle santrifiij edilmistir.

21. Her bir 6rnek i¢in 0.2 ml’lik 6zel PCR tiipleri kullanilmustir.

22. PCR yapilacak bakteri 6rnegi igin 0.2 ml’lik bos eppendorf tiipiine;
9.5 pl steril dH,0

12.5 pl Red taq

1 pl Primer 1 (10mM)

1 ul Primer 2 (10mM)

16SP1 (forward) 5’- GAAGAGTTGATCATGGCTC-3’
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16SP2 (reverse) S~ AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’ (Tailliez vd., 2010).

23. PCR i¢in gerekli maddelerin eklendigi bu tiiplerin her birine énceden elde
edilen DNA’dan 1 pl ilave edilmistir.

24. Hazir hale gelen tiipler MyCyler thermal cycler (Bio-Rad)’a yerlestirilmis ve
16S programi secilerek islem baglatilmigtir. Bu program, denatiirasyon igin 94
°C’de 5 dk, 30 dongii olmak iizere 94 °C’de 1 dk, 60 °C’de 1 dk ve 72 °C’de 2 dk,
amplifikasyon sonrasi uzama igin 72 °C’de 5 dk olmak iizere hazirlanmigtir
(Tailliez vd., 2010).

PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen amplifikasyon {iriinleri, %1°lik agaroz jel
elektroforezine tabi tutularak incelenmistir.

Agaroz jel elektroforeziyle DNA miktar1 saptandiktan sonra sekans analizi igin
igerisinde;

10 pl PCR iiriinii

4 ul exoSAP-IT bulunan 0.2 ml’lik yeni PCR tiipleri hazirlanmig ve bu tiipler
37°C’de 15 dk ve 80°C’de 15 dk olmak iizere birer dongii PCR cihazinda

tutulmustur.
Elde edilen PCR iiriinleri sekans analizine tabi tutulmustur.

Simbiyotik bakterilerin sekans sonuglari SeqEdit (DNA Star Inc., Madison, WI)
yazilimi kullanilarak diizeltilmistir. Coklu sekans hizalamasi ClustalX v1.83.1
kullanilarak  gergeklestirilmistir  (Thompson vd., 1997). Hizalamadaki
uyumsuzluklar Mesquite v2.6 programi kullanilarak diizeltilmistir (Maddison ve
Maddison, 2009). Filogenetik analizler icin PAUP v 4.0b10 kullanilmistir
(Swofford, 2002). Siralanmis veriler MrModel Test programinda uygun modeller
kullanilarak kisimlara ayrilmistir (Nylander, 2004). Son olarak Bayesian analizi
standart sapma degeri 0.01’e ulasana kadar Markov-Chain Monte-Carlo’nun iki
tekrart ile uygulanmistir (Huelsenbeck vd., 2001).
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Simbiyotik bakterilerin teshisi i¢in molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalar Amerika
Birlesik Devletleri’nin Arizona Universitesi Entomoloji béliimiinde Prof. Dr. S.
Patricia Stock’un laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.1.5.2. Simbiyotik Bakterinin Fenotipik Karakterizasyonu

Molekiiler olarak tanimlanan Photorhabdus sp. susuna, asagida belirtilen standart
fenotipik analizler uygulanmustir.

1. Pigmentasyon (Antrakinon iiretimi)

Izole edilen simbiyotik bakterinin LB broth ortaminda hazirlanmus bir gecelik
kiiltirinden 10’ar pl alinarak 10 adet G. mellonella larvasinin 1. ve 2. gift
bacaklarin oldugu bolgeden enjekte edilmistir (Akhurst, 1980, 1982). Larvalar
25°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Sentezlenen antrakinon miktar1 enfekte
olan larvalarin pigmentasyon diizeyine bagli olarak tayin edilmistir.

2. Antibiyotik iiretimi

Izole edilen simbiyotik bakterinin hazirlanmis bir gecelik sivi  kiiltiirii
spektrofotometre (Shimadzu UV mini-1240) kullanilarak 600 nm’de 1 absorbans
degerine (ODggo:1) ulasincaya kadar seyreltilmis ve LB pyruvat agar bulunan
petrinin tam ortasina nokta seklinde 5 ul ekilmistir. Hazirlanan petriler 30 °C’de 3
giin stireyle inkiibe edilmistir. Simbiyotik bakterilerin olusturdugu bu kolonilerin
daha fazla biiylimesini durdurmak i¢in, petrilerin kapagi alinip ters ¢evrilerek 5 dk
UV 1s1@ina maruz birakilmigtir. Bu esnada LB broth besiyerine 7.5 g/l agar
(Merck) eklenerek soft agar hazirlanmistir (Stock ve Goodrich-Blair, 2012).
Otoklavdan ¢ikan soft agarin Micrococcus luteus’un bir gecelik sivi kiiltiiriiniin
eklenebilmesi i¢in uygun sicakliga geldiginde son konsantrasyon %21 olacak
sekilde bakteri kiiltiirii eklenmistir. Hazirlanan bu soft agar Photorhabdus
kolonisinin iizerini tamamen ortecek sekilde petriye dokiilmiis ve 30 °C’lik
inkiibatore yerlestirilmeden 6nce soft agarin katilasmasi beklenmistir. Antibiyotik
iiretim diizeyi, 3 giin inkiibasyondan sonra Photorhabdus kolonisi etrafindaki M.
luteus bakterisinin iireyemedigi temiz zon odlgiilerek belirlenmistir (Volgyi vd.,
1998).
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3. Biyolojik 1s1ma (Biyoluminesens) aktivitesi

LB pyruvat agar, Lipaz agar, Proteaz agar ve NBTA agar gibi ¢esitli besi
ortamlarinda 72 saat inkiibasyon siireci sonunda gelisen Photorhabdus kolonileri
ve bu bakterilerin siv1 besiyerinde iretilmis kiiltiirlerinden alinarak enfekte edilmis
Galleria larvalarinin biyoluminesens aktiviteleri In Vitro Imaging System (IVIS-
100, Xenogen Alameda, CA, USA) kullanilarak Ol¢iilmistiir. Photorhabdus
bakterilerinin in vivo ortamda yani G.mellonella larvasi iginde biyoluminesens
aktivitelerinin 6l¢iimiinde biyoluminesent oldugu bilinen bir bagka Photorhabdus
susu kontrol amagli kullanilmistir. Tiim Ol¢iimlerde bakterilerin cihazda maruz
kalma siireleri 1 sn olarak ayarlanmistir. Olciimler yapilirken, dlgiim modiiliinde
bakteri kolonilerinin yani sira Ol¢iimiin dogrulugundan emin olmak amaciyla
besiyerinin orta yani bakteri gelisiminin olmadigt kismida secilerek
gergeklestirilmistir (Stock ve Goodrich-Blair, 2012).

4. Boya alimm

Boya alimi ¢esitli ayirt edici besi yerleri kullanilarak test edilmistir (Sekil 3.3).
Her besi yeri i¢in bir gecelik siv1 bakteri kiiltiirii absorbans degeri 600 nm’de 1
olacak sekilde seyreltildikten sonra 5 pl alinarak nokta seklinde besi yerlerine
ekilmis ve 30°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Her bir besiyerinden 3’er adet

hazirlanmustir.

Sekil 3.3. Boya aliminin test edildigi cesitli besi yerleri (NBTA, LB pyruvat agar,
MacConkey agar, EMB agar), lipaz agar, proteaz agar ve siderophore
agar.
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NBT agar

Photorhabdus suslarinin bromthymol blue’yu hiicre igerisine alip almadiklarini
test etmek amaciyla LB broth besi yerinde hazirlanmis bir gecelik kiiltiirlerinden 5
ul alinarak, igerisinde %0,004 triphenyltetrazolium chloride (TTC) ve %0,0025
bromthymol blue (BTB) bulunan nutrient agar (NBTA) ortamina ekilmistir
(Orozco vd., 2013).

MacConkey agar

Photorhabdus suslarinin nétral kirmizi boyayi absorblamasini test amaciyla
hazirlanan bir gecelik sivi1 kiiltiirlerden alinarak 6zel bir besiyeri olan MacConkey
agara ekilmistir (Sergeant vd., 2006).

EMB (Eosin Methylene Blue Lactose) agar

Photorhabdus suslarinin eosin Y ve methylen blue boyalarini absorblamalarini ve
besi yerinde bulunan laktozu pargalamalarini test etmek amaciyla EMB agar
kullanilmistir. Hazirlanan gecelik sivi  kiiltiirlerden alman 5 pl  bakteri

stispansiyonu EMB agara ekilmistir.
5. Lipaz aktivitesi

Nutrient agar icerisine Tween 80 (Sigma) eklenerek hazirlanan lipaz agar ortamina
Photorhabdus suglarinin bir gecelik siv1 kiiltiiriinden 5 pl alinarak nokta seklinde
ekilmistir. Photorhabdus’un lipolitik aktivitesi Tween 80’e karsi Ol¢iilmiistiir.
Aktivitenin diizeyi Photorhabdus kolonilerinin etrafinda beliren zonlara bakilarak
belirlenmistir. Lipaz aktivitesi inokulasyondan 3 giin sonra 6l¢tlmiistiir (Stock ve
Goodrich-Blair, 2012).

6. Proteaz aktivitesi
LB pyruvat agar (Sigma) icerisine skim milk eklenerek hazirlanan proteaz agar

ortamina Photorhabdus suslarinin bir gecelik siv1 kiiltiirinden 5 pl alinarak nokta
seklinde ekilmistir. Proteaz aktivitesi, proteaz agarda bulunan skim milk’e kars1
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Olciilmiistiir. Proteaz aktivitesi sonucu olusan zonlar inokulasyondan 3 giin sonra
Olciilmiistiir (Boemare vd., 1997).

7. Siderophore iiretimi

Siderophore iiretimini 6l¢mek {izere Photorhabdus suslariin sivi kiiltiirleri,
icerisinde 6zel bir boya (chrome azurol sulphate) ve demir c¢dzeltisi (1ImM
FeCl;.6H,0, 10 mM HCI) bulunan LB agar ortamina nokta seklinde ekilmistir.

Siderophore iiretimi inokulasyondan 3 giin sonra dl¢iilmiistiir (Watson vd., 2005).
8. Hareketlilik

Motility agar [LB broth + %0.3 agar] deneyin yapilacagi zaman taze olarak
hazirlanarak petrilere dokiilmiistiir. Petriler agar yiizeyinin katilagmasi igin
kapaklar1 agik bir sekilde bir siire bekletilmistir. Konsantrasyonu ayarlanan
(ODggo:1) sivi bakteri kiiltiirinden 5Sul alinarak agarin tam orta noktasina
damlatilarak petrileri ters ¢gevirmeden 30°C’lik inkiibatore aktarilmiglardir. Yiizme
hareketliligi 24 saat sonra koloninin biiyiikliigiine bakilarak Sl¢iilmiistiir (Easom
ve Clarke, 2008).

9. infektif juvenillerde bakterilerin kolonize olmasi

Yiizeyleri, steril 1.5 ml’lik eppendorf tiip igerisinde %0.4 Hyamine ile 2 dk
bekletilerek temizlenmis infektif juveniller 3 kez steril PBS ¢ozeltisi ile
yikandiktan sonra herbir izolata ait 10’ar adet infektif juvenilden ayr1 ayr1 bakteri
izolasyonu yapilmustir. Tek bir infektif juvenil 100 pl steril PBS ¢6zeltisi bulunan
1.5 ml’lik eppendorfa aktarilmis ve motorlu el homojenizatorii ile 1 dk siireyle
pargalanmustir. Lizatin 50 pl’si LB pyruvate agara ekilerek 30°C’de 72 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Herbir sus i¢in hazirlanan 10 adet petrideki bakteri
kolonileri sayilarak ortalamalar1 alinmis ve herbir infektif juvenilin tasidig1 bakteri

sayisi belirlenmistir.

Bu asamadan sonra yapilan tiim deneylerde, izole edilen Photorhabdus susuna
(48-02) molekiiler olarak ¢ok yakin ve iyi bilinen bir bagka Photorhabdus susu
(TTO1) kontrol amach olarak eslik etmistir.
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3.1.5.3. Biiyiime egrisinin saptanmasi

Biiylime egrisinin saptanmasi i¢in Photorhadus suslarina (48-02 ve TTO01) ait bir
gecelik sivi kiiltiirler hazirlanmigtir. Bu sivi kiiltiirlerden 0.5 ml alinarak daha
onceden hazirlanmig 250 ml’lik erlen icerisindeki 50 ml LB broth besiyerine
ekilmistir. Ekim islemini takiben bakteri siispansiyonunun optik yogunlugu
spektrofotometre (Shimadzu UV mini-1240) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bakteriler
calkalamali inkiibatore yerlestirilerek 30°C’de 200 rpm hizda inkiibasyona
birakilmistir. Optik yogunlugu olgme islemi 1’er saat arayla 9 saat boyunca
yapilmigtir. Optik yogunluk ODgyp’de 1°e ulastiginda, bu yogunluktaki bakteri
sayisini  saptayabilmek amaciyla bakteri siispansiyonlari seriler halinde
seyreltilerek LB pyruvate agara ekilmistir. Ayrica optik yogunluk arttikca
(>ODggo:1) daha giivenilir sonuglar alabilmek igin 6lgiimler bakteri siispansiyonu
seyreltilerek gerceklestirilmistir. Deney 3 kez tekrarlanmistir.

3.1.5.4. Patojenite testi

Bakteriyal suslarin patojenitelerini test etmek icin, bu suslara ait LB broth’da bir
gecelik sivi kiiltlirler hazirlanmis ve optik yogunluklari PBS ile ODgg’de 1’e
seyreltilmigtir. Biiylime egrisinin saptanmasi sirasinda elde edilen verilere
dayanilarak (ODggp:1°de 2x10° bakteri/ml) bakteri siispansiyonunun yogunlugu
100 bakteri/10 pl olacak sekilde hazirlanmistir. Konsantrasyonlar1 ayarlanan
bakteri suslar1 100 pl’lik enjektor (Hamilton) icerisinde BD Microlance™ 3 30G
x ¥%” igne (0.3mmx13mm) kullanilarak 10’ar adet son donem G. mellonella
larvasina 1. ve 2. ¢ift bacaklarin bulundugu bolgeden enjekte edilmistir (Sekil 3.4).
Enjekte edilecek bakteri suslari degistirilmeden once siringa ilk 6nce %70’lik
alkol ile steril edilmistir. Alkol ise steril PBS ile yikanarak uzaklastirtlmistir.
Deneyde negatif kontrol olarak 10’ar adet G.mellonella larvasina 10l steril PBS
enjekte edilmistir. Larvalar 25°C’de inkiibasyona birakilarak, LTs, degerinin
saptanabilmesi i¢in 72 saat boyunca belirli araliklarla kontrol edilmistir.
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Sekil 3.4. Sivi bakteri kiiltiiriiniin enjekte edildigi bolge ve deney diizenegi.

3.1.5.5. Koloni varyasyonlarinin saptanmasi

Iki farkli Photorhabdus susunu tasiyan infektif juvenillerin yiizeyleri steril
edildikten sonra, 100 pl PBS igeren 1.5 ml’lik eppendorf tiipiinde motorlu el
homojenizatorii kullanilarak tek infektif juvenilden bakteri izolasyonu yapilmustir.
Her iki izolata ait 10’ar adet infektif juvenil pargalandiktan sonra 50 ul lizat LB
pyruvat besi yerine ekilmistir. Besi yerleri 30°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra
her iki bakteri susuna ait koloni varyasyonu saptanmustir.

3.1.5.6. Biyokimyasal testler

Bakteri suglarmin biyokimyasal analizleri i¢cin API 20E (BioMerieux, Inc.
Durham, NC) kiti kullanilmigtir.

Biyokimyasal testlere tabi tutulacak olan Photorhabdus suslar1 (48-02 ve TTO01)
LB pyruvat agar ortamina ekilmislerdir. Daha sonra, API test sistemine uygun
olarak inkiibasyon kutusu (tepsi ve kuyucuk) hazirlanmis ve nemli atmosfer
yaratmak i¢in tepsi kuyucuklarina yaklasik 5 ml distile su dagitilmistir.
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Inkiibasyon kutusunun iizerine suslara ait referans numaralar1 yazilnustir. Stripler
inkiibasyon kutusuna yerlestirilmistir. Steril pastor pipeti kullanilarak LB pyruvat
agar ortamindaki 24 saatlik kiiltiirden, tek bir koloni alinarak steril distile su
ortaminda ezilmistir. Hazirlanan homojen bakteri silispansiyonu, bekletilmeden
kullanilmigtir. Stribin inokulasyonu yapilirken tiipiin dibinde hava kabarcig
kalmamasina dikkat edilerek pipetle strip tiiplerine bakteri silispansiyonu
dagitilmistir. Sitrat kullanimi, asetoin iiretimi ve jelatinaz testlerine ait tiiplerin
tamami, diger testlerin sadece tip boliimleri bakteriyal siispansiyon ile
doldurulmustur.

Arjinin dihidrolaz, Lizin dekarboksilaz, Omithin dekarboksilaz, H,S {iretimi ve
iireaz testlerinde anaerobik ortam olusturmak icin tlipler mineral yag ile
kaplanmustir. Inkiibasyon kutusu kapatiip 24 saat siireyle 30°C’de inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon siiresinden sonra, strip okuma tablosuna gore okunmustur.

Triptofan DeAminaz (TDA) testi: Kitler iizerindeki kuyucuga bir damla TDA
reaktifi eklenmis ve kirmizi kahverengi bir renk ortaya ¢iktiginda sonug semasina
pozitif olarak kaydedilmistir.

Indol (IND) iiretimi testi: IND kuyucuguna bir damla JAMES reaktifi eklenmis

pembe renk olugmasi durumunda sonug¢ semasina pozitif olarak kaydedilmistir.

Voges Proskauer (VP) testi: VP1 ve VP2 reaktiflerinin her birinden birer damla
eklenmis, 10 dk beklendikten sonra pembe veya kirmizi renk olusmasi durumunda

sonu¢ semasina pozitif olarak kaydedilmistir.

Glukoz (GLU) testi: GLU tiipiine NIT1 ve NIT2’den 1’er damla eklenmis ve 5 dk
beklenmistir. Kirmizi renk olusumu pozitif, sar1 renk olusumu ise negatif olarak

kabul edilmistir.
3.1.5.7. Caprazlama testi (in vitro)

Ik olarak test edilecek Photorhabdus bakteri suslarmin (48-02 ve TTO01) bir
gecelik sivi kiiltiirleri ODggo’de 1’e seyreltilmistir. Caprazlamayi in vitro olarak
test etmek i¢in lipid agar ve TSA agar (Oxoid) besi ortamlar1 secilmistir. Bu besi
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yerlerinden deney ve kontrol gruplari i¢in 10’ar adet olmak iizere toplam 80 tane 9
cm’lik plastik petri icerisinde hazirlanmigtir. Besi yerleri taze olarak hazirlanip
kullanilmistir. Petrilere dokiilen besi yerlerinin yiizeylerindeki nem 15 dk kadar
bekletilip kurutulduktan sonra bakteriler “Z” seklinde ekilmistir (Sekil 3.5). Bu
islem 50 pl bakteri kiiltiiriiniin esit araliklarla petrinin ortasina birakilip steril 6ze
ile dagitilmasiyla gerceklestirilmistir.

Sekil 3.5. Caprazlama testi icin hazirlanan deney diizenegi.

Bakteri ekilmis besi yerlerinin orta kisimlarina yiizeyleri steril edilmis 50’ser
infektif juvenil eklenmeden dnce 30°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. izole edilen
Photorhabdus susunun (48-02) ekildigi besi yerlerine TTO1 susuna ait infektif
juveniller, kontrol amagl kullanilan Photorhabdus susunun (TTO01) ekildigi besi
yerlerine ise 48-02 susuna ait infektif juveniller eklenmistir. Kontrol grubunda ise
infektif juveniller simbiyotik iliskide bulunduklar1 Photorhabdus suslarinin ekili
bulundugu petrilere eklenmislerdir. Her bir petri nem kaybii minimize etmek
icin 2 kat parafilm ile sarilarak 25°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Kullanilan
petriler iki bolmelidir. Bir tarafta besi ortamu varken diger tarafa steril 1X PBS
¢ozeltisi konmustur. Ug hafta sonra PBS ¢ozeltisine gegen yeni jenerasyon infektif
juveniller toplanmistir. Elde edilen infektif juvenillerden bakteri izolasyonu
yapilarak kolonize olan bakteriler tespit edilmistir.
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3.1.5.8. Caprazlama testi (in vivo)

Bu test icin konukcu olarak son dénem G. mellonella larvalari kullanilmistir. Tlk
olarak her bir Photorhabdus susu i¢in hazirlanan bir gecelik siv1 kiiltiir 10 pl’de
100 bakteri olacak sekilde seyreltilmistir. Daha sonra seyreltilen bu bakteri
kiiltiirleri enjektor ile 10’ar adet larvamin 1. veya 2. ¢ift bacagindan enjekte
edilmistir. Bu iglemin bitimini takiben petrilere konan larvalarin {izerine, enjekte
edilen bakteri susundan farkli bir bakteri tasiyan infektif juveniller (1000
J/ml)’den 1 ml eklenmistir. Enfekte olan larvalar White trap sistemine
aktarilmistir. Elde edilen yiizeyleri steril edilmis yeni jenerasyon infektif
juvenillerden tek bir infektif juvenile ait bakteri izolasyonu yapilarak hangi bakteri
susunun daha iyi kolonize olabildigi belirlenmistir.

Ayrica enfekte larvalar yeni jenerasyon infektif juveniller elde edildikten sonra
yiizeyleri %70’lik alkol ile steril edilerek igerisinde 4 mm capli 5 adet cam bilye
(Fisher, USA) ve 5 ml steril PBS bulunan 25 ml’lik falcon tiiptine aktarilmistir. Bu
tiip, larvalari homojenize etmek i¢in 2 dk boyunca vortekslenmistir. Cam
bilyelerin larvalari mekanik olarak par¢alamalar1 sonucu agiga ¢ikan bakteriler
seyreltilerek LB pyruvate ortamina ekilmistir. 30°C’de 2 giin inkiibasyondan sonra
petrilerde olusan koloniler sayilarak hangi bakteri susunun larva igerisinde daha

iyi kolonize oldugu belirlenmistir.
3.2. Konukc¢u Dagilimi Calismalan

Izole edilen entomopatojen nematod (48-02) ile basta nematodun izole edildigi
bolgeden toplanmis olan Scarabaeidae familyasindan Anomala sp. olmak iizere
Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) ve Curculio elephas (Coleoptera:

Curculionidae) zararlilari iizerinde konukgu dagilimi ¢aligmalari yapilmigtir.

Izole edilen entomopatojen nematodun S. littoralis’e kars: etkinligini 6lgmek igin
iclerinde steril kum bulunan 10 adet 50 ml hacimli plastik kaplarin herbirine birer
adet saglikli son donem larva konmustur (Sekil 3.6). Daha sonra nematodlarin
konsantrasyonu distile su ile 25 1J/cm? olacak sekilde hazirlamp uygulanmistir,
Kontrol grubu i¢in ise nematod uygulamasinda uygulanan doz ile ayni miktarda
distile su uygulanmistir. Etkinlik denemesi 3 kez tekrarlanmustir.
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Sekil 3.6. Spodoptera littoralis ile yapilan deneylerde kullanilan diizenek.

EPN izolatinin Anomala sp.’ye karsi etkinligini 6l¢mek i¢in ¢esitli donemlerdeki
saglikli larvalar secilerek yarisindan fazlasi steril toprak ile dolu olan 250 ml’lik
plastik kaplar kullanilmistir. Deney diizenegi 5’er tane larva olmak iizere ii¢ deney
grubu ve bir kontrol grubu olarak kurulmustur. Nematod uygulamasindan once
larvalarin saglikli olduklarindan emin olmak i¢in topraga dalmalari beklenmistir.
Daha sonra deney gruplarina konsantrasyonu 75 IJ/em? olarak hazirlanmis
nematod siispanyonu uygulanmistir. Kontrol grubu i¢in ise ayn1 miktarda yalnizca

distile su uygulanmustir,
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Son olarak da entomopatojen nematod izolatinin Curculio elephas zararlisina karsi
etkinligini 6lgmek i¢in herbir gbzeneginde 0.5 g steril kum bulunan 24 gézenekli
hiicre kiiltiir kaplar1 kullanilmgtir (Sekil 3.7). Herbir gozenege saglikli birer larva
yerlestirilerek konsantrasyonu 50 1J/60 pl distile su olarak hazirlanmig nematod
siispanyonu uygulanmistir. Kontrol grubu i¢in ise larvalarin bulundugu
gozeneklere yalnizca 60 pl distile su uygulanmigtir (Karagoéz vd., 2009). Etkinlik
denemesi 3 kez tekrarlanmustir.

Konukgu dagilimi ¢alismalarimin tiimii oda sicakliginda (23-24 °C) yiiriitiilmiistiir.

Sekil 3.7. Curculio elephas larvalarl 1le yapilan deneylerde kullanilan diizenek.



Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan besi yerleri
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Besi ortami

LB broth

Icerik

LB granulleri (Merck) 25g/I

Kullanim amaci

Rutin bakteri kiiltlir tiretimi

LB agar

LB granulleri (Merck) 25g/I
Agar (Merck) 15g/1

Rutin bakteri kiiltiir tiretimi

LB pyruvate agar

LB granulleri (Merck) 25g/I
Pyruvate (Sigma) 19/l
Agar (Merck) 15g/1

Photorhabdus suslarmnin rutin

kiiltiir yapim

EMB (Eosin
Methylene Blue)

Eosin methylene blue agar (Oxoid) 37.5g/1

Boya alimi i¢in fenotipik test

Nutrient agar (Oxoid) 28g/I
Bromothymol blue (BDH chemicals)
15mg/l

Boya alimi i¢in fenotipik test

Tween 80 (Fisher scientific) 0.5%

NBTA . .
2,3,5 triphenly tetrazolium salt (Merck)
30mg/I
MacConkey agar MacConkey agar (Merck) 50g/I Boya alimi i¢in fenotipik test
Nutrient agar (Oxoid) 28g/I Tween 80’e karsi lipa
Lipase agar gar ( ) 289 v 31 ipaz

aktivitesinin belirlenmesi

Protease agar

LB pyruvate agar + 1% skim milk,10x
stok solusyondan (distile su ile
hazirlanmus 10% skim milk, 115°C 10 dk

otoklavlanmis)

Proteaz aktivitenin
belirlenmesi

50 ml dH,0’da 60.5mg Chrome Azurol S
+ 10ml demir (IIT) ¢ozeltisi (1mM
FeCl3.6H,0, 10 mM HCI)= ¢ozelti A;
40ml dH,0’da 72.9 mg CTAB = solution

Siderophore iiretiminin

CAS agar B; Cozelti A ve B karigimi = CAS . .
. belirlenmesi

¢Ozeltisi, otoklav; LB agar CAS

¢ozeltisiyle 1:10 oraninda karigtirilir.

LB broth 25¢/I Antibiyotik {iretiminde M.
Soft agar .

Agar 7.5¢/I luteus’un eklenmesinde
Motility agar LB granules (Merck) 25g/I Yiizme hareketliliginin
(%0.3 agar) Agar (Merck) 3¢/l belirlenmesi

Lipid agar

Misir surubu (Karo) 10g/1

Yeast Extract (Bacto™) 5g/l
Nutrient agar (Oxoid) 25g/I

Sivi yag 10ml/1

MgCl,.6H,0 (Fisher scientific) 2g/l

Cross-breeding test (in vitro)
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4. BULGULAR

4.1. Entomopatojen Nematodlarin Tiir Teshisine Yonelik Calismalar

Alnan toprak orneklerinden iki farkli entomopatojen nematod izole edilmistir.

Ileri calismalar icin bu izolatlardan bir tanesi kullanilmistir.

Morfometrik ve molekiiler verilerin bir arada degerlendirilmesi sonucu elde edilen
entomopatojen nematod izolatinin Heterorhabditis bacteriophora oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Tiir adi: Heterorhabditis bacteriophora
Izolat no: 48-02

Cizelge 4.1. Heterorhabditis bacteriophora (izolat 48-02)’nin morfometrik 6lgtim
(um) sonuglar1 Infektif juveniller

TU MG ES EP NR TL AG a b ¢ %D %E
Min 512.7 193 1178 903 882 742 121 196 43 6.1 714 997
Ort 5679 247 1238 953 982 874 138 232 46 6.5 77.0 109.6
Maks 608.6 30.8 130.9 1057 107.2 96.8 164 280 48 7.4 86.4 133.3
Ss 263 28 3.2 3.4 5.4 64 11 20 01 03 35 93
Erkek nematodlar
TU MG ES EP NR TL AG
Min 494.1 25.7 75.4 113.6 61.3 22.2 14.3
Ort 614.0 31.3 100.8 123.0 67.7 33.6 22.4
Maks 805.6 42.6 107.3 133.3 107.2 42.5 25.8
Ss 89.8 4.3 5.3 8.3 7.4 4.3 2.1
SuU Gub. U %SW %GS D E
Min 31.6 16.0 132 40.6 97.2 259.4
Ort 39.9 18.7 176 50.6 116.5 328.3
Maks 42.8 21.8 263 63.8 165.7 451.1
Ss 3.1 2.8 25 5.2 16.3 32.6
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Cizelge 4.1. Heterorhabditis bacteriophora (izolat 48-02)’nin morfometrik 6l¢tim

(um) sonuglar1 Infektif juveniller (Devamu)

Disi nematodlar

TU MG ES EP NR

Min 1386.7 67.3 112.6 105.3 71.2
Ort 1852.9 98.7 131.3 126.3 93.6
Maks 2421.6 148.8 167.8 151.7 135.9
Ss 247.3 14.5 11.7 9.4 13.3
TL AG %V %D %E

Min 61.7 19.3 39.3 74.2 118.2
Ort 78.9 28.7 42.2 93.2 158.6
Maks 93.6 36.8 51.7 109.9 191.7
Ss 8.3 2.8 2.1 8.3 18.4

Hermafrodit nematodlar

TU MG ES EP NR

Min 3205.7 156.8 176.5 142.2 123.1
Ort 4470.4 203.5 197.1 177.9 146.4
Maks 5216.4 2315 216.5 207.8 163.8
Ss 543.0 19.4 11.0 19.9 9.0
TL AG %V %D %E
Min 68.1 42.8 35.1 77.8 169.9
Ort 86.3 59.0 40.3 89.8 207.1
Maks 103.8 70.3 44.1 98.8 253.0
Ss 8.6 6.8 1.9 7.2 23.4

Min: Minimum
Ort: Ortalama
Max: Maksimum

Ss: Standart sapma
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Sekil 4.1. Elde edilen Heterorhabditis bacteriophora (48-02) tiiriine ait ilk
jenerasyon hermafrodit nematodlarin bas kismi.

Sekil 4.2. Elde edilen Heterorhabditis bacteriophora (48-02) tiiriine ait infektif
juvenillerin kuyruk kismi.
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4.2. Simbiyotik Bakterilerin Molekiiler Karakterizasyonu

Yapilan molekiiler islemler sonucu H. bacteriophora (izolat 48-02)’nin simbiyotik
bakterisinin Photorhabdus luminescens subp. laumondii oldugu belirlenmistir ve
sekans analizi sonuglarina dayanarak filogenetik agag ¢izilmistir (Sekil 4.3ve 4.4).

_E P. luminescens subsp. luminescens strain Hb (AY278640)
72 P. luminescens subsp. luminescens strain ATCC29939 (AY870658)

—— P asymbiotica (AY278672)

P. asymbiotica subsp. australis strain GCH001 (AY280574)

1
s 20 P. asymbiotica subsp. australis strain 9802892 (NR029093)
P. asymbiotica subsp. australis strain 9800946 (AY217761)

73— P. luminescens subsp. akhursti strain LN2 (AB355866)

_E P. luminescens subsp. akhurstit strain W14 (AY278642)

_l§4 P. luminescens subsp. akhursti strain 0805-P5G (EU301784)
{ P. luminescens subsp. thracensis strain 398 (NR029012)

e | °0 P. luminescens subsp. thracensis strain Iran3 (EU122952)

——p_uminescens subsp. thracensis strain LBO3 (HM140702 )

— P. luminescens subsp. kayaii strain 1121 (NR023011 )

P. luminescens subsp. kayai strain DSM 15198 (AJS60631)

82
P. luminescens subsp. kayaii strain FR41 (EU190979)

(0 | — P. luminescens subsp. kleini strain DSM23513 (JX513408)

[e— P uminescens subsp. laumondii strain TUR1 (AJ295161)

1
— e p— D juminescens subsp. laumondii TTO1 (AY278646 )

——— P luminescens subsp. laumondii strain ARG (AY278650 )

E. coli K12

Sekil 4.3. Photorhabdus luminescens subp. laumondii 48-02 susuna ait tiir
dagilimim gosteren filogenetik agac.
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Sekil 4.4. Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susuna ait scanning
elektron mikroskop (SEM) goriintiisi (SEM goriintiisii  Arizona
Universitesi USIF Gériintiileme Merkezinde ¢ekilmistir).

4.2.1. Simbiyotik Bakterinin Fenotipik Karakterizasyonu

4.2.1.1. Pigmentasyon (Antrakinon iiretimi)

izole edilen simbiyotik bakteri ile enfekte olan G.mellonella larvasinin 72 saat
sonunda yesilimsi gri bir renk aldigr goézlenmistir (Sekil 4.5). Bu goézleme
dayanarak Photorhabdus lumninescens subsp. laumondii 48-02 susunun

antrakinon tliretmedigi saptanmustir.
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Sekil 4.5. Photorhabdus lumninescens subsp. laumondii 48-02 susu ile enfekte
olmus Galleria mellonella larvalarinda renklenme.

4.2.1.2. Antibiyotik iiretimi

Yiiriitiilen deneyler sonucunda Micrococcus luteus bakterisinin iireyemedigi temiz
zonlar elde edilerek izole edilen Photorhabdus lumninescens subsp. laumondii 48-
02 susunun oldukgea etkili antibiyotik sentezledigi saptanmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Photorhabdus lumninescens subsp. laumondii 48-02 susu tarafindan

antibiyotik iiretimi.
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4.2.1.3. Biyolojik 1s1ma (Biyoluminesens) aktivitesi

NBTA, MacConkey agar, Lipaz agar, Proteaz agar ve EMB agarda iireyen
Photorhabdus luminescens subsp. laumondii kolonilerinde EMB agar haricindeki
tiim besi yerlerinde biyoluminesens aktivite tespit edilmistir (Sekil 4.7). NBTA
ortaminda bulunan bakteri kolonilerinin biyoluminesens aktivitelerinin diger besi
yerlerine gore daha fazla oldugu gozlenmistir. Ayrica Photorhabdus luminescens
subsp. laumondii 48-02 susunun biyoluminescens aktivitesi enfekte G. mellonella
larvalart kullanmlarak in vivo ortamda da tespit edilmistir. Photorhabdus
luminescens subsp. laumondii 48-02 susunun biyoluminesent oldugu bilinen ve
kontrol amacgli kullanilan bir diger Photorhabdus luminescens TTOI1 susundan
daha fazla biyoluminesens aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.8).

Camara: IS 13150, SEXEEV

Sekil 4.7. Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susunun gesitli besi
yerlerindeki biyoluminesens aktivitesi.
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Sekil 4.8. Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susu (alt) ve kontrol
amach kullanilan Photorhabdus luminescens TT01 susunun (iist) in vivo
ortamdaki biyoluminesens aktivitelerinin karsilastirilmasi.

4.2.1.4. Boya alm
NBT agar

[zole edilen Photorhabdus kolonileri NBTA ortaminda 72 saat inkiibasyon
sonrasinda kirmizi renkte gozlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. NBTA besi ortaminda iiremis olan Photorhabdus luminescens subsp.
laumondii 48-02 susu.

MacConkey agar

izole edilen Photorhabdus kolonileri McConkey agar ortaminda 72 saat
inkiibasyon sonrasinda besi yerindeki boyayi absorbladigi goézlenmistir (Sekil
4.10).

Sekil 4.10. McConkey besi ortaminda iiremis olan Photorhabdus luminescens
subsp. laumondii 48-02 susu
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EMB agar

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susu EMB agar ortaminda
iirememistir.

4.2.1.5. Lipaz aktivitesi

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susunun 72 saat sonunda Lipaz
agarda bulunan Tween 80’¢ karsi lipolitik aktivitesinin olmadigi belirlenmistir
(Sekil 4.11).

Sekil 4.11. Lipaz agar ortamindaki Photorhabdus luminescens subsp. laumondii
(48-02) suslart.
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4.2.1.6. Proteaz aktivitesi

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susunun 72 saat sonunda
Proteaz agarda bulunan skim milk’e karsi proteaz aktivitesinin oldugu ve
kolonilerin etrafinda temiz zonlar olusturdugu belirlenmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Proteaz agar ortamindaki Photorhabdus susunun (48-02) proteaz
aktiviteleri.

4.2.1.7. Siderophore iiretimi

Photorhabdus 48-02 susu az miktarda siderophore iireterek besiyerinde bulunan
demiri baglamis ve turuncu renkte gozlenen ince zonlar olusturmustur (Sekil
4.13).
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Sekil 4.13. CAS agar ortamindaki Photorhabdus susu (48-02) tarafindan
siderophore iiretimi.

4.2.1.8. Hareketlilik

Motility agar ortamina ekilen Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02
susunun hareketli oldugu 24 saat sonunda yapilan incelemeyle belirlenmistir (Sekil
4.14).

Sekil 4.14. Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susunun Motility
agar iizerindeki hareketliligi.
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4.2.1.9. infektif juvenillerde bakterilerin kolonize olmasi

Yiizeyleri steril edilmig 10 adet infektif juvenilden ayri ayri1 izole edilen
Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susu ekildigi besi yerlerinde 72
saat inkiibasyon sonrasinda sayilarak ortalamalari alinmis ve tek bir infektif
juvenildeki bakteri sayis1 120 olarak saptanmistir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. Besi ortaminda iireyen Photorhabdus luminescens subsp. laumondii
(48-02) kolonilerinin sayimi

4.2.2. Biiyiime egrisinin saptanmasi

Yiritilen deneyler sonucunda iki farkli Photorhabdus luminescens subsp.
laumondii susunun (48-02 ve TTO1) biiyiime hizlarinin olduk¢a benzer oldugu
saptanmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Photorhabdus suslarina (48-02 ve TTO1) ait biiylime egrisi.
4.2.3. Patojenite testi

Yiiriitiilen patojenite testi sonucunda 48-02 susunun virulansinin, kontrol amaglt
kullanilan Photorhabdus susundan (TTO1) daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.17). 48-02 susunun LTs degeri 38 saat olarak belirlenirken TTO1 susunun
LTso degeri 50 saat olarak saptanmustir.

Negatif kontrol grubu olarak steril PBS enjekte edilen G.mellonella larvalarinin

tamaminin canli kaldig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.17. ki farkli Photorhabdus susunun (48-02 ve TTO1) virulanslarini
gosteren grafik.

4.2.4. Koloni varyasyonlarinin saptanmasi

Yiizeyleri steril edilmis infektif juvenillerden izole edilen Photorhabdus
luminescens subsp. laumondii suslarinin (48-02 ve TTO1) koloni varyasyonlari 48
saatlik inkiibasyon sonrasinda ekildikleri LB pyruvat besi yerlerinde gézlenmistir.
48-02 susu tii¢ farkli koloni tipine sahipken (Sekil 4.18) TTO1 susunun 2 farkl
koloni tipine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.19).



Sekil 4.18. Izole edilen Photorhabdus luminescens subsp. laumondii (48-02)
koloni varyasyonu.

Sekil 4.19. Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TT01 susunun koloni
varyasyonu.
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4.2.5. Biyokimyasal testler

Biyokimyasal testler (Api 20E) sonucunda Photorhabdus luminescens subsp.
laumondii 48-02 ve TTOl suslar1 arasinda bazi farkliliklarin oldugu tespit
edilmistir. Bu farkliliklar glukoz, inositol ve sorbitol reaksiyonlarinda gézlenmistir
(Sekil 4.20).

Glukoz Inositol Sorbitol
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Sekil 4.20. Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 ve TTO1 suslarina
ait Api 20E biyokimyasal test sonuglar1 ve goriilen farkliliklar.

4.2.6. Caprazlama testi (in vitro)

Yiriitilen deneyler sonucunda H. bacteriophora (48-02) ve H. bacteriophora
(TTO1) izolatinin kendileriyle hazirlanan tim besi yerlerinde iireyebildigi
saptanmistir (Sekil 4.21). 48-02 EPN izolatinin, simbiyotik iligki igerisinde
olmadigi Photorhabdus suslarinin bulundugu besi ortamlarinda bakteriler ile
beslenerek gelistigi gozlenmistir (Sekil 4.21). Ayni sekilde TTO1 EPN izolatinin
da simbiyotik olarak iliskide bulunmadigi Photorhabdus 48-02 susunun ekili
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bulundugu besi yerlerinde geliserek cogaldigi gozlenmistir. Her iki EPN izolati
(48-02 ve TTO1) i¢in hazirlanan kontrol gruplarinda da gelisme g6zlenmistir.

- "

Sekil 4.21. Caprazlama testinde (in vitro) kullanilan besi yerinde gelismis olan 48-
02 izolatina ait hermafrodit birey.

4.2.7. Caprazlama testi (in vivo)

Yiiriitiilen deneyler sonucunda Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02
susunun simbiyotik olarak iliskide olmadigi halde H. bacteriophora TTO1
nematod izolatina ait infektif juvenillerde kolonize olduklar1 saptanmigtir. Buna
karsin Photorhabdus TTO1 susunun 48-02 H. bacteriophora nematodlarina ait
infektif juvenillerde kolonize olamadiklar1 saptanmistir. Ayrica infektif juvenil
¢ikigini takiben alinarak pargalanan G. mellonella larvalarinin igerisinde kolonize
olan bakterilerden 48-02 susunun TTOl1 susuna gore oldukg¢a baskin oldugu

gozlenmistir.
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4.3. Konuk¢u Dagilimi Calismalari

Yapilan konuk¢u dagilimi ¢alismalar1 sonucunda H. bacteriophora 48-02
izolatinin Spodoptera littoralis larvalarina karsi 48 saat icerisinde %100 &liim
gosterdigi belirlenmistir. Daha sonra White trap sistemine alinan enfekte
larvalardan infektif juvenil ¢ikiglar1 gozlenmistir. Kontrol grubunda ise yalnizca
distile su uygulanan Spodoptera larvalarindan 6len olmamustir.

Anomala sp. tiiriine karsi yapilan konuk¢u dagilim g¢alismalarinda ise 48-02
izolat1 hi¢bir etkinlik gdsterememistir.

48-02 izolatinin Curculio elephas’a karsi etkinliginin 6l¢iildiigi konukgu dagilim
calismalarinda 6liim orani %40 olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda 6li
larvaya rastlanmamistir. White trap sistemine alinan enfekte larvalarin tiimiinden

infektif juvenil ¢ikislarinin oldugu tespit edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC
5.1. Entomopatojen Nematodlarin Tiir Teshisine Yonelik Calismalar

Tez c¢alismas1 kapsaminda yiiriitilen deneyler sonucunda elde edilen
entomopatojen nematod 48-02 izolat1 Heterorhabditis bacteriophora olarak

tanimlanmustir.

Tirkiye’deki en yaygin entomopatojen nematod tiirii Steinernema feltiae’dir ve
bunu Heterorhabditis bacteriophora takip etmektedir (Hazir vd., 2003). Bu iki
entomopatojen nematod tiirli diinyada en yaygin tiirler olarak bilinmektedir
(Hominick vd., 1996). Teshisi yapilan Heterorhabditis izolati Akdeniz ikliminin
hakim oldugu Mugla ilinden izole edilmistir ve gelisim sicaklig1 temel alindiginda
H. bacteriophora’nin tropikal ve subtropikal bélgelere daha iyi adaptasyon
gosterdigi saptanmistir (Grewal vd., 1994).

5.2. Simbiyotik Bakterilerin Tanimlanmasina Yonelik Calismalar

Molekiiler ¢alismalar ve biyokimyasal testler sonucunda H. bacteriopora (48-
02)’den izole edilen simbiyotik bakteri Photorhabdus luminescens subsp.
laumondii olarak tanimlanmustir.

5.2.1. Simbiyotik Bakterilerin Fenotipik Karakterizasyonuna Yonelik
Cahsmalar

1. Pigmentasyon (Antrakinon iiretimi)

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1’mn primer formlar1 biiyiimenin
durgunluk fazinda antarakinon (kirmizi pigment) liretmektedirler (Richardson vd.,
1988). izole edilen Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susunun
antrakinon lireten gen bolgesindeki mutasyondan dolay1 antrakinon iiretemedigi ve
bu nedenle 48-02 susu ile enfekte larvalarin yesil-gri bir renk aldig1 belirlenmistir.

2. Antibiyotik iiretimi

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susu antibiyotik iireterek ayni
besi yerinde bulunan Micrococcus luteus bakterisinin iiremesini engellemistir.
Photorhabdus’un primer varyantlan stilbene (ST) antibiyotigi tireterek etraflarina
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salmaktadirlar. Kolonilerin etraflarina salinan bu stilbene, M. luteus gibi gram-
pozitif bakteriler igin inhibisyon zonu olusturmaktadir. Simbiyotik bakteriler
antimikrobiyal metabolitler iiretmeleri sonucu diger mikroorganizmalarin
iremelerini engelleyerek nematod ile enfekte kadavralarin cilirlimelerini
onlemektedir (Hu ve Webster, 2000)

3. Biyolojik Isima (Biyoluminesens) aktivitesi

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susu yiiksek biyoluminesens
aktivitesi gostermistir. Photorhabdus bakterileri tarafindan gerceklestirilen
biyolojik 1s1ma yalnizca durgunluk fazi gibi yiiksek hiicre yogunluklarina
ulasildig1 zamanlarda goézlenmistir (Daborn vd., 2001). Photorhabdus’un sekonder
formlar1 ise primer formlara gore 20 kat daha az biyolojik 151ma aktivitesi
gostermektedir (Joyce ve Clarke, 2003).

4. Boya alimm

Photorhabdus’larin primer formlar1 ¢esitli boyalar1 absorblayabilirken, sekonder
formlar1 absorblayamamaktadir (Boemare vd., 1993).

NBT agar

Photorhabdus’un primer formlart NBTA ortaminda bromothymol blue boyasini
absorblarken tetrazolium chloride’i indirgemektedir (Akhurst, 1980). Koloniler 72
saat sonunda koyu kirmizi renkte goriiniirken, boyay1 absorblayamayan koloniler
ise sar1 renkte goriinmektedirler. Photorhabdus 48-02 susuna ait koloniler NBTA

ortaminda kirmizi renkte géziikmektedir.

MacConkey agar

MacConkey agar laktoz, safra tuzlar1 ve noétral kirmizi boya igermektedir.
Photorhabdus bakterilerinin primer formlar1 laktozu fermente ederek asit iiretirler
(Boemare vd., 1993) ve bdylece diisik pH’da boyanin absorblanmisi saglanir.
Boyay1 absorblayan koloniler kirmizi, absorblayamayan koloniler ise agik renkli
goriinmektedirler. Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susu
bakteriler laktozu fermente ederek asit iretmis ve ortamdaki boyayi

absorblamistir.
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EMB (Eosin Methylene Blue Lactose) agar

Photorhabdus bakterilerinin primer formdaki kolonileri laktozu fermente
ederek son iirlin olarak asit iiretirler (Boemare vd., 1993). Bu ortamin diisiik
pH’1 boya alimimi saglamaktadir. Koloniler boyanin yapisindan dolay1
metalik  parlaklikla ~ kirmizi-siyah ~ renkte  goriinmektedir.  Laktoz
fermentasyonu yoklugunda asit iiretilmez ise koloniler agik renkli olarak
belirmektedir. Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susunun EMB
agar besi yerinde iireyemedigi gozlenmistir. Bunun sebebi olarak besi
ortaminda yer alan boyalarin bakteri hiicrelerine toksik etki yaptigi
diistiniilmektedir.

5. Lipaz aktivitesi

Lipazlar Photorhabdus bakterilerinin durgunluk fazinda iiretilmektedir ve primer
formlar sekonder formlara gore daha fazla lipolitik aktivite gostermektedir
(Boemare vd., 1993). Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susunun
Tween 80’e karsi lipolitik aktivitesinin olmadigi belirlenmistir.

6. Proteaz aktivitesi

Photorhabdus bakterilerinin sekonder formlarinin primer formlara gore daha fazla
proteaz aktivitesi gosterdigi belirtilmistir (Forst ve Nealson, 1996). Proteaz agarin
bulanik bir goriintiisii vardir ancak Photorhabdus’larin proteaz aktivitesiyle
koloniler etrafinda temiz zonlar belirmistir. Photorhabdus luminescens subsp.
laumondii 48-02 susunun proteaz agarda yer alan skim milke karsi proteaz

aktivitesinin oldugu gozlenmistir.
7. Siderophore iiretimi

Siderophore tiretimi, CAS ilave edilmis LB agar kullanilarak l¢tilmiistiir (Watson
vd., 2005). CAS’da bulunan boya (chrome azurol sulphate) besi yerinde demir ile
bag yaparak koyu yesil renkte goriinmektedir. Bakteri kolonileri siderophore
iirettiklerinde demir alimimi saglanir ve koloni etrafindaki besi yerinin rengi sari-
turuncu renge doniislir. Bu yiizden kolonilerin etrafindaki sar1 halka demirin
bakteri tarafindan alindigim1 ve halkanin boyutu da bakteri tarafindan {iretilen
siderophore miktarin1  gostermektedir.  Photorhabdus luminescens  subsp.
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laumondii  48-02 susunun siderophore ireterek besi yerindeki demiri
baglayabildigi gozlenmistir.

8. Hareketlilik

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susunun motility agar
kullanilarak yiizme hareketliligi saptanmistir. Photorhabdus bakterilerinin
sekonder formlar1 flagellalar1 olmadigi i¢in hareketli degillerdir (Boemare ve
Akhurst, 2006).

Photorhabdus bakterileri, Coleoptera, Lepidoptera ve Dictyoptera takimlarinin
ozellikle larva donemlerine karsi oldukca virulanttir (Bowen vd., 1998). Bocegin
nematod ile enfekte olmasinmi takiben salinan bakterilerin, bocek hemosdliinde
katlanarak ¢ogalmasi sonucu bakteri hiicresi yogunlugu 48 saat icinde 10° koloni
olugturabilen birim/bdcege ulasabilir (Watson vd., 2005). Bennett ve Clarke
(2005) Photorhabdus bakterilerinin 5’den az koloni olusturabilen biriminin (cfu)
bdcek hemosdliine enjekte edilmesinin bdcegi oldiirmeye yetecek doz oldugunu
saptamislardir. Kanost vd., (2004) 108 cfu E. coli hiicresinin bocek hemosdliine
enjekte edilmesi sonucu bocegin enfekte olmadigini, ayrica bocegin bagisiklik
sisteminin enjekte edilen bakterileri saatler igerisinde ortadan kaldirdigini
gostermislerdir. Photorhabdus bakterileri, LB broth besi yerinde oldugu gibi
bocek hemosoliinde de katlanarak hizli bir sekilde gogalmaktadir ve bakterinin
¢ogalma hiz1 ile LTsy degeri yani enfekte edilen boceklerin %50’sini 6ldiirme
zamani arasinda pozitif bir iliski vardir (Daborn vd., 2001; Watson vd., 2005).

Tez ¢alisgmasi kapsaminda yapilan patojenite testlerinde Photorhabdus
luminescens subsp. laumondii 48-02 ve TTO1 suslarinin benzer biiyiime egrilerine
sahip olmalarina ragmen 48-02 suslarinin LTs, degerinin daha diisiik 6l¢iilmesinin
sebebi olarak tirettigi toksinlerin testlerde kullanilan G.mellonella larvalarini

6ldiirmede daha etkili ve hizli oldugu tespit edilmistir.

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susunun 3 farkli koloni tipine
sahip oldugu tespit edilmistir. Somvanshi vd., (2010) Photorhabdus genomunda
Ag/Kapa seklinde ¢alisan madswitch adli diizenleyici bolgenin mad (maternal
adhesion defective) gen bolgelerini kontrol etmesi sonucu koloni varyasyonlar
olustugunu bildirmistir. mad gen bdlgelerinde meydana gelen mutasyon sonucu
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Photorhabdus’larin infektif juvenillerde kolonize olusunda sorunlar olustugu
bildirilmistir (Somvanshi vd., 2010). Bu yilizden mad gen bdélgeleri simbiyozisde
onemli bir rol oynamaktadir.

Api 20E kiti kullanilarak yapilan biyokimyasal testler sonucunda Photorhabdus
luminescens subsp. laumondii 48-02 ve TTO1 suslarinin karsilagtiritlmasi sonucu
glukoz, inositol ve sorbitol karbonhidratlarinin kullaniminda farkliliklar tespit
edilmistir. Bu farklilik TTO1 susunun yillardir laboratuvarda stok kiiltiir olarak
saklanmas1 sonucu bazi enzim aktivitelerindeki diislisten kaynakli olabilecegi
diistiniilmektedir(Blazevic vd., 1979).

Yiriitilen in vivo ve in vitro c¢aprazlama testi g¢alismalar1 Photorhabdus
luminescens subsp. laumondii 48-02 susunun TTOl susundan daha baskin
oldugunu ortaya koymustur. Bashey vd., (2012) yiiriittiikleri ¢aligmalar sonucunda
bakteriyal simbiyontlarin ayni ortamda bulunan diger rekabet¢i simbiyontlart
elemine etmek amaciyla bakteriyosinler iirettigini saptamistir. Bu tez calismasinda
Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 48-02 susunun bakteriyosinler
ireterek Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 susunu rekabet
ortamindan uzaklastirdig1 belirlenmistir.

Tez caligmalar1 kapsaminda yiiriitiilen konuk¢u dagilimi g¢aligmalarindan elde
edilen verilere gore Heterorhabditis bacteriophora 48-02 izolati laboratuvar
ortaminda Spodoptera littoralis’e karst %100 oliim saglamistir. Gillespie vd.,
(1997) boceklerin iyi gelismis bir bagisiklik sistemine sahip oldugunu ve
enfeksiyonlardan  fagositozis, enkapsiilasyon, antimikrobiyal peptitlerin
sentezlenmesi gibi mekanizmalarla korundugunu bildirmistir. 48-02 izolatinin
Anomala sp. ve Curculio elephas’a kars1 etkinligini kisitlayan faktorlerin bu

mekanizmalardan bir ya da birkagimin kullanilmasinin oldugu diistiniilmektedir.

Yiriitiilen bu tez ¢alismasi sonucunda Heterorhabditis bacteriophora ile enfekte
kadavralarin renginin her zaman kirmizi renkte gozlenmedigi ve konukgu
dokusunun sakizimsi bir hal almadigr anlagilmistir. Ayrica izole edilen P.
luminescens subsp. laumondii 48-02 susunun kirmizi pigment iiretmeyen ve
oldukea virulent yabanil tip bir bakteri susu oldugu belirlenmistir.
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