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Bu tezde sunulan tiim bilgi ve sonuglarin, bilimsel yontemlerle yiiriitiilen gergek
deney ve gozlemler gercevesinde tarafimdan elde edildigini, ¢aligmada bana ait
olmayan tiim veri, diisiince, sonu¢ ve bilgilere bilimsel etik kurallarin geregi
olarak eksiksiz sekilde uygun atif yaptigimi ve kaynak gostererek belirttigimi
beyan ederim.
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ENTOMOPATOJEN NEMATODLARIN (STEINERNEMATIDAE
VE HETERORHABDITIDAE) TIRE ILCESI (IZMiR)
TOPRAKLARINDAKI TUR CESITLILiGi VE DAGILIMLARININ
BELIRLENMESI

Ayse ARI

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Mehmet KARAGOZ
2014, 49 sayfa

Bu calisma, tarimin yogun olarak yapildig1 izmir’in Tire ilgesi ve buraya bagh
bolgelerdeki topraklarda bulunan biyolojik miicadele ajani entomopatojen
nematodlarin ¢esitliligi ve dagilimlarini belirlemek amaciyla yapilmistir. Calisma
kapsaminda toplam 620 toprak Ornegi alinmis ve bunlarin ii¢ tanesinden
entomopatojen nematod izole edilmistir. Elde edilen nematod izolatlarmin tiir
teshis islemlerinde morfometrik 6lglim yontemleri ve molekiiler teknikler bir arada
kullanilmis ayrica izolatlar arasinda in vivo ciftlestirme testleri de yapilmustir. Her
bir nematod izolatinin iligkili oldugu mutualistik bakteriler izole edilip molekiiler
teknikler kullanilarak tiir tanimlamalar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
izole edilen her {i¢ nematod izolatinin Steinernema feltiae, bunlarla iligkili olan
bakterilerin ise Xenorhabdus bovienii tiiriine ait oldugunu gdstermistir.
Ciftlestirme testleri sonucunda her ii¢ izolat arasinda lireme goriilmiis ve bunlarin
ayni tiire ait farkli populasyonlar oldugu kesin olarak anlasilmistir. Elde edilen bu
izolatlar ile gergeklestirilen konukgu dagilim c¢aligmalarinda nematodlarin
Spodoptera cilium ve Tenebrio molitor larvalarina karst olduk¢a yiiksek
enfektivite gosterdikleri (%100), ancak Curculio elephas (%20-30) ve Polyphylla
fullo (%10) larvalarina kars1 fazla etkili olamadiklar1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler:  Entomopatojen nematodlar, biyolojik miicadele,
Steinernema, Heterorhabditis, Xenorhabdus, Photorhabdus.






ABSTRACT

DIVERSITY AND DISTRIBUTION OF ENTOMOPATHOGENIC
NEMATODES (STEINERNEMATIDAE AND
HETERORHABDITIDAE) IN THE SOIL OF TIRE DISTRICT
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M.Sc.Thesis, Department of Plant Protection
Advisor: Associate Prof. Dr. Mehmet KARAGOZ
2014,49 pages

This study was conducted to determine diversity and distribution of biological
control agents, entomopathogenic nematodes in the soil of Tire district, Izmir.
Totally 620 soil samples were collected and three of them were pozitif for
entomopathogenic nematodes. Based on in vivo cross-breeding tests,
morphometric and molecular data, the all nematode isolates were identified as
Steinernema feltiae. The mutualistic bacteri associated with three isolates was
identified as Xenorhabdus bovienii. As a result of in vivo cross-breeding tests, all
isolates produced progeny.

In the host range studies, all nematode isolates showed 100% larval mortality
against Spodoptera cilium and Tenebrio molitor. However, Curculio elephas and
Polyphylla fullo larvae were notably resistant to nematode infections with 20-30%
and 10% mortality, respectively.

Key words: Entomopathogenic nematodes, biological control, Steinernema,
Heterorhabditis, Xenorhabdus, Photorhabdus.
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1. GIRiS

1960’11 yillarda kimyasal pestisitlerin cevre, insan ve hayvan saglhig: tizerindeki
olumsuz etkilerinin saptanmasiyla kimyasal temelli bocek miicadelesine alternatif
olabilecek yontemlerin arastirilmasina baslanmistir. Bu konuda iizerinde en fazla
durulan alan Entegre Miicadele (IPM) olmustur (Gaugler vd., 1997).

Biyolojik miicadele, zararli populasyonunun baskilanmasinda, yogunlugunun ve
hasar seviyesinin azaltilmasinda parazitoid, predator, patojen, antagonist veya
rekabetci populasyonlarin kullanilmasidir (Waterhouse ve Norris, 1987). Bu
nedenle biyolojik miicadele, entegre =zararli miicadelesinin  temelini
olusturmaktadir (Gaugler vd., 1997).

Toprak ekosistemi i¢inde ¢ok sayida bdcek tiiriiniin dogal diismani olan ve bocek
populasyonlarin1  diizenleyici role sahip olan nematodlara “Entomopatojen
Nematodlar” adi verilmektedir. Bu nematodlarin belirli habitatlarda, biyolojik
kontrol ajan1 olarak uygulanmalar1 zararli bocek tiirlerinin etkili ve giivenilir
kontroliinii saglamaktadir (Adams ve Nguyen, 2002).

1.1. Entomopatojen Nematodlar

Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalarina ait olan nematodlar genis bir
konukg¢u dagilimina sahiptirler. Ayrica kitlesel olarak in vivo ve in vitro
yontemlerle tiretilebiliyor olmalari, sadece boceklere 6zellesmis olmalari, cevre ve
insan saglig1 acisindan herhangi bir tehdit olusturmamalar1 nedeniyle bu grup
nematodlara gilivenilir biyolojik miicadele ajani sifat1 verilmistir (Gaugler ve Kaya,
1990; Koppenhofer, 2000). Giiniimiizde entomopatojen nematodlar ticari olarak
iiretilen bir {irlin haline gelmis olup yaban mersini, enginar, mantar, elma, seftali
yetistirme alanlarinda, ¢im ekili yerlerde, siis bitkilerinde, diger bahge ve tarim
iiriinlerinde zararli boceklere karsi kullanilmaktadir (Stock, 2005).

Pek ¢ok nematod tiirli benzer ve basit bir yasam donglisiine sahip olup gelisimleri
boyunca yumurta, juvenil (J1, J2, J3, J4) ve ergin olmak iizere 6 evre gegirirler
(Kaya, 1993). Entomopatojen nematodlarin toprakta serbest olarak yasayan evresi
3. juvenil (J3) evresidir ve bu evre “infektif juvenil” (1J) evre olarak adlandirilir.
Nematodlar bu evredeyken beslenmez ve gelismezler (Kaya ve Gaugler, 1993).
Infektif juveniller toprak igerisinde uygun bir konukgu bulunca, bécegin dogal



acikliklarini kullanarak (agiz, aniis ve spirakil) veya bazi durumlarda dogrudan
kiitikuladan (genellikle Heterorhabditis cinsinde) bdcegin hemoseli igerisine
girerler. Steinernema cinsine ait olan nematodlar Xenorhabdus spp.,
Heterorhabditis cinsine ait olan nematodlar ise Photorhabdus spp. cinsi
bakterilerle mutualistik iliskilidirler. Bu bakteriler Steinernema cinsine ait tiirlerde
infektif juvenillerin bagirsaklarmin 6n kismindaki 6zel bir kesede (Bird ve
Akhurst, 1983), Heterorhabditis cinsine ait tiirlerde ise bagirsagin 6zellikle ilk
1/3’liik kisminda yogun olarak tasinmaktadir (Boemare vd., 1996). Infektif
juveniller konuk¢u hemoseline ulaginca kapali olan agizlarini agarlar ve tagidiklar
bakterileri konukg¢unun hemoseli igerisine birakirlar. Bocegin hemosolii icerisine
salian bakteriler burada hizla ¢ogalmaya baglar ve bu esnada salgiladiklar
hiicredis1 enzimler ve toksinler ile konukgunun 48 saat igerisinde septisemia’dan
6lmesine neden olurlar (Hazir vd., 2003). Bakteriler tarafindan salgilanan enzimler
bocek dokularini parcalayarak nematodlarin beslenmesi ve gelismesi i¢in uygun
forma doniistiiriirler. Nematodlar hem parcalanip ¢orba kivamina gelen bdcek
dokulart hem de ¢ogalan mutualistik bakterilerle beslenmeye baglarlar. Beslenerek
gelismeye baslayan infektif juveniller once 4. juvenil (J4) evreye, ardindan da
ergin disi ve erkek bireylere doniisiirler. Erkeklerle ¢iftlesen disiler déllenmis
yumurtalari tagirlar ve genellikle yumurta igerisinde 1. juvenil evreden (J1) 2.
juvenil evreye (J2) gegerler. Daha sonra yumurtalar acilir ve yumurtadan g¢ikan
nematodlar diginin (annelerinin) viicut dokulariyla beslenmeye baglarlar. Bir siire
sonra diginin viicudu tamamen bu yeni nesil nematodlarla kaplanir ve bu evre
“Endotokia matricida” evresi olarak adlandirilir (Ciche vd., 2008). Nematodlarin
tiremesi kadavradaki besin bitene kadar genellikle 2-3 jenerasyon boyunca devam
eder (Kaya, 2002). Disi bireyden geriye kalan tiim dokular1 bitiren nematodlar J3
evresinde gelisimlerini durdurarak konukguyu terk edip topraga gecer ve yeni

konukgular aramaya baslarlar (Kaya ve Gaugler, 1993; Hazir vd., 2003).

Heterorhabditler ile steinernematidlerin hayat dongiileri oldukca benzer olmasina
ragmen aralarindaki en Onemli fark Heterorhabditis erginlerinin konukgu
icerisindeki ilk jenerasyonda hermafrodit bireylerden olusmasi, Steinernema
erginlerinin ise biitiin jenerasyonlarda ayr1 eseyli olmasidir. Tek istisna, ilk
jenerasyonda hermafrodit bireylere de rastlanmig olan  Steinernema
hermaphroditum tiriidiir (Stock vd., 2004). Heterorhabditis cinsinde birinci
nesilden sonraki nesillerde hermafroditlerle birlikte ayr1 eseyli bireyler de
goriilmektedir (Gaugler ve Kaya, 1990).



Entomopatojen nematodlarim uygulama yapildiktan sonra toprakta kendi
kendilerine iireyebiliyor olmalar1 onlar1 biyolojik miicadelede olduk¢a cazip hale
getirmektedir. Cilinkii bu durum zararhilar iizerinde fazladan ve uzun siireli bir
kontrol saglamaktadir. Yapilan ¢ok sayidaki ¢alisma uygulama yapildiktan sonra
entomopatojen nematodlarin toprak ortaminda kendi kendilerine tekrar
cogaldiklarin1 gostermistir (Kaya, 1990; Klein, 1993).

Entomopatojen nematodlarin sahip oldugu bazi Ozellikler onlari biyolojik
miicadelede kullanilan diger organizmalardan (bakteri, fungus, virus gibi
mikroorganizmalar ile bdcek parazitoidleri ve predatorleri) ayirmaktadir.
Entomopatojen nematodlarin biyolojik kontrolde kullanilmasinin avantaj ve
dezavantajlar1 vardir.

1.1.1. Entomopatojen Nematodlarin Avantajlar

1. Genis bir konukcu spektrumuna sahiptirler. 2. Infektif juvenil adi verilen
dayanikli evreleri konukgularini aktif olarak arayabilme 6zelligindedir.

3. Kullanimlar i¢in pek ¢ok tilkede onay alinmasina gerek yoktur.

4. Kimyasal insektisitlerin kisith oldugu veya yasaklandigi yerlerde
kullanilabilirler.

5. Diinyanin pek ¢ok yerinde topraktan kolaylikla elde edilirler.

6. Konukgularini genelde 48 saat gibi ¢ok kisa bir siire i¢erisinde oldiiriirler.
7. Yapay ortamlarda in vivo ve in vitro olarak iiretilmeleri miimkiindiir.

8. Cevre ve insan sagligi agisindan son derece giivenlidirler.

9. Geleneksel ilaglama ekipmanlar1 kullanilarak uygulanmalart miimkiindjir.

10. Uygulama esnasinda 6zel bir giysi veya benzeri koruma ekipmanlarina ihtiyag
yoktur.

11. Infektif juvenil evreleri uygun kosullarda toprakta beslenmeksizin 1 y1l canli
kalabilirler.



12. Uzun mesafeli taginma islemine dayaniklidirlar.
13. Kimyasal ilaglar ve giibrelerle birlikte uygulanabilirler.

14. Nematodlara kars1 boceklerde direng s6z konusu degildir. (Gaugler ve Kaya,
1990)

1.1.2. Entomopatojen Nematodlarin Dezavantajlari

1. Kimyasal ilaglara gére pahalidirlar.

2. Raf dmiirleri kisadir (3-6 ay).

3. Uygulamadan kisa siire sonra populasyonun biiyiik bir boliimii canliligini yitirir.
4. Nem, sicaklik ve UV ekstremlerine kars1 oldukca duyarlidirlar.

5. Toprak igerisindeki yayilim gii¢leri sinirhidir. (Gaugler ve Kaya, 1990)

1.1.3. Entomopatojen Nematodlarin Konuk¢u Dagihmi ve Bunu Etkileyen
Faktorler

Toprak ortami bocek-nematod interaksiyonu i¢in miikemmel bir ortam saglar.
Zararli boceklerin %90°dan fazlas1 yasam dongiilerinin bir bdliimiinii toprakta
gegirirler ve toprak steinernematid ve heterorhabditidler i¢in dogal bir kaynaktir
(Klein, 1990).

Bazi steinernematid ve heterorhabditid’ler polioksenik’tirler. Steinernema
carpocapsae laboratuvar kosullarinda farkli takimlardan 250’den fazla bocek
tiriinii enfekte etmistir (Poinar, 1979). Ayni sekilde H. bacteriophora da genis bir
konukgu dagilimi gosterir (Khan vd., 1976; Koppenhofer, 2000). Ancak bazi
nematod tiirleri Ornegin S. scapterisci Orthoptera takimina 6zellikle de
Gryllotalpidae familyas: tiirlerine adapte olmustur ve diger bocek takimlarina karsi
diisiik patojenite gosterirler (Grewal vd., 1993; Parkman ve Smart, 1996). S.
kushidai daha ¢ok Scarabeidae larvalarina adapte olmustur ve diger bécekleri
infekte etmeleri oldukga zordur (Tanada ve Kaya, 1993).

Nematodlarin konuk¢u dagilimini sinirlayan faktorlerden birisi, infektif juveniller
tarafindan olusturulan konuk¢u arama davranis big¢imidir. Entomopatojen



nematodlar farkli konuk¢u arama, konukguya yerlesme ve enfekte etme davranisi
gosterirler (Gaugler vd., 1997). Baz tiirler toprak profili igerisinde aktif dagilim
gosteren ve konukgusunu arayan 6zelliktedir (cruser tip). Bu nematodlar daha ¢ok
hareketsiz bocekleri enfekte etmeye adapte olmusglardir (6rnegin  Steinernema
glaseri, Heterorhabditis bacteriophora, Heterorhabditis megidis). Diger tiirler,
“otur ve bekle’” stratejilerini ya da az hareketli ‘’ambushers’’ olarak tanimlanan
davranis bicimini gosterirler. Bunlar toprak yiizeyine yakin bir yerde durma
egilimindedirler (6rnegin Steinernema carpocapsae, Steinernema scapterisci).
Bilinen pek c¢ok entomopatojen nematod tiirii bu iki ekstrem konukg¢u arama
davraniginin arasinda yer alan bir davranig modeline sahiptir. Yani ne ¢ok aktif
bicimde konukgu arar ne de hareketsiz kalarak beklerler (6r: Steinernema
riobrave, Steinernema feltiae) (Lewis vd., 1995; Campbell ve Gaugler, 1997;
Campbell ve Kaya, 1999a, 1999b; Koppenhofer, 2000; Saunders ve Webster,
2000).

Entomopatojen nematodlar {izerinde topragin etkilerinin arastirildigr c¢aligmalar
toprak yapisindan ¢ok (toprak partikiillerinin gesitli biiylikliikte, geometride ve
gozeneklilikte diizenlenisi) toprak tekstiirii (partikiil biiyilikliigline gore toprak
kompozisyonu) {izerine odaklanmistir. Por boslugu, partikiillerin biiytkligi ile
diizenlenisine gore belirlenir ve toprakta havanin, suyun ve organizmalarin
hareketini etkilemektedir. Por boslugu az olan topraklarda por yapisi daha biiyiik
olan topraklara kiyasla hareket olduk¢a sinirlidir. Genel olarak hareket ve
enfeksiyon derecesi entomopatojen nematodlarin ¢apina yakin veya daha biiyiik
por bosluguna sahip topraklarla yakin bir iligkiye sahiptir (Stuart vd., 2006).

Toprak tipi, nemi ve topragin havalanmasi nematodun hareketi ile enerji
titketimini etkileyen etmenlerdir. Killi-tinli ve killi toprak kii¢iik 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-
tinl topraklar biiyiik por bosluguna ve diisiik miktarda nem potansiyeline (% 10 ve
12) sahip oldugundan nematodlar i¢in havanlanma agisindan daha iyi bir ortam
olusturur. Iyi havalanmis bir ortamda infektif juveniller depoladiklari lipidleri
daha etkili bir sekilde kullanip hayatta kalma siirelerini bdylece arttirmis olurlar
(Kung ve Gaugler, 1990).



Nem, toprakta yasayan nematodlari etkileyen en 6nemli abiyotik faktordiir. Karada
yasayan nematodlar hareket edebilmek icin yeterli kalinlikta ve devamlilikta su
filmine ihtiya¢ duyarlar (Kung vd., 1991). Su filminin kalinlig1 nematodun viicut
genisliginin yaklasik yarisi kadar oldugunda hareket optimum diizeydedir. Toprak
kurudugunda su filmi incelir ve genis porlarda bulunan su siiziilerek hareketi
sinirlamig  olur (Koppenhofer ve Fuzy, 2007). Diger yandan, por cap1
nematod’unkinden daha fazla (> 200 pm) oldugu zaman eger toprak suya
tamamen doymusgsa yiizey gerilim kuvvetinin eksikliginden dolay1 hareket
sinirlanir (Stuart vd., 2006; Koppenhofer ve Fuzy, 2007).

Pek¢ok ¢alisma, infektif juvenillerin aktif olduklart nem araliginin entomopatojen
nematod tiirleri arasinda farklilik gosterdigini kanitlamistir. Topragin kademeli
olarak kurumasi, infektif juvenillerin kismi kuruluga ve hareketsiz uyusuk doneme
fizyolojik olarak adapte olmalarimi saglayacak zamam verir (Koppenhofer ve
Fuzy, 2007). Nematodlarin ¢ogu, uyusuk donemden sonra aktiviteye yeniden
baslamay1 saglayacak fizyolojik ve davranigsal adaptasyonlara sahiptir (Glazer,
2002). Entomopatojen nematodlarin diisik nem diizeyinde azalan virulanslar
yagisla veya sulama yapilmasiyla arttirtlabilir (Grant ve Villani, 2003).

Toprak pH’s1 entomopatojen nematodlari etkilemekle birlikte nematodlar genis bir
araliktaki pH degerlerine karsi tolerans gosterebilmektedir (Stuart vd., 2006).
Kung ve Gaugler (1990), pH= 10 oldugunda steinernematid’lerin hayatta kalis
oraninin azaldigim ancak pH araliginin 4-8 oldugu durumda herhangi bir
farkliligin goriilmedigini bulmuglardir.

Nematodlar aerobik organizmalar olduklar i¢in diisiik oksijen diizeyi hayatta kalig
stirelerini azaltmaktadir. Killi, suya doymus veya yiiksek miktarda organik madde
igeren topraklarda oksijen sinirlayici bir faktordiir. Cogu serbest yasayan nematod
tiirlinde oksijen konsantrasyonunun azalmasi dormansiyi indiiklemektedir ancak
bu durum heniiz steinernematid ve heterorhabditidlerde gézlenmemistir (Glazer,
2002).

Entomopatojen nematodlar ve konukgu bocekleri poikilotermal organizmalardir.
Bu nedenle ortam sicakligi son derece Onemlidir ve her iki organizmayi da
etkilemektedir (Gouge vd., 1999). Sicaklik, entomopatojen nematodlarin
enfektivite, lireme, gelisme, solunum, hayatta kalis, dagilim ve konuk¢u bulma
davranis1 gibi biyolojik faaliyetleri {izerinde etki gdstermektedir (Grewal vd.,



1993; Griffin,1993; Jagdale ve Gordon, 1998; Jagdale vd., 2005). Entomopatojen
nematodlarin  hareketliligi ve enfektiviteleri, sahip olduklar1 simbiyotik
bakterilerin de konuk¢unun Olimiinde etkili olmasi nedeniyle, tim sicaklik
araliklarinda aymi degildir (Chen vd., 2003). Belirli bir sicaklikta konukgu
Olimiiniin az olmasi veya hi¢ ger¢eklesmemesi hem nematodun hem de
bakterisinin sicakliga karsi duyarliligimi gosterir ve hangisinin daha duyarli oldugu
nematodun konukguya girisi ile bakteri virulansim test eden deneyler yapilarak
belirlenebilir (Griffin, 1993). Pek cok entomopatojen nematod tiirii i¢in optimum
sicaklik kosullart 5°C-15°C arasinda olup, 37°C’nin {izerindeki sicakliklarda ise
genellikle oldiikleri gozlenmistir (Koppenhofer ve Kaya, 1999; Stuart vd., 20006).
Diisiik sicakliklar, entomopatojen nematodlarin 1liman bolgelerde biyolojik
miicadele ajani olarak kullanilmasimi engellemektedir. Disiik sicaklik, infektif
juvenillerin enzimatik aktivitesini, hareketini ve metabolik faaliyetini azaltip
inaktif hale gelmelerine sebep olur (Chen vd., 2003). Yiiksek sicakliklar ise
metabolik aktiviteyi arttirip, enerji rezervlerini tiiketeceginden yasam siiresini
kisaltict bir etki gosterir (Kaya, 1990; Hazir, 2002).

UV 1sinlart ¢ogu nematod tiirli i¢in zararlidir ve letal etki gostermektedir. Kisa
dalga boyundaki (366 nm) UV 1sinlarina birka¢ dakika maruz kalan Steinernema
carpocapsae’nin once enfektivitesinde azalma daha sonra da 6liimii gézlenmistir.
Gilines 151gma yakin bir dalga boyu olan 302 nm UV’ye maruz kalan H.
bacteriophora’nin tireme kapasitesi ve virulansinda azalma S. carpocapsae’ ye

kiyasla daha kisa siirede gergeklesmistir (Barbercheck ve Duncan, 2004).
Entomopatojen nematodlarin UV’ye dogrudan maruz kalmamalart igin toprak
yiizeyine uygulamalari, sabah ve aksamlar yeterli miktarda su ile birlikte verilerek
yapilmalidir (Shapiro- Ilan vd., 2006).

Entomopatojen nematodlarin varligim1 ve devamliligini etkileyen primer biyotik
faktor, uygun konukgu bulunmasidir (Mracek vd., 1999). Konukgular bol olarak
bulunuyorsa, predator, parazit ve patojenler populasyonu diizenleyebilmektedir.
Toprakta funguslar, bakteriler, protozoa, nematodlar, akarlar, collembolalar ve
mikroarthropodlarin yaygin olarak bulunmasi ve bu organizmalarin laboratuvar
kosullarinda entomopatojen nematodlar1 parcalayarak beslenmesi, dogada da bu
organizmalarin entomopatojen nematodlar iizerinde Onemli bir etkiye sahip
olabileceklerini gostermektedir (Stuart vd., 2006).



Bocek kadavrasi ile entomopatojen nematodlar, cesitli les yiyicileri tarafindan
parcalanarak beslenilmektedir. (Stuart vd., 2006). Bununla birlikte, bazen konuk¢u
kadavrasinin  kimi karinca tiirleri tizerinde uzaklastirici bir etki olusturup,
entomopatojen nematod gelisimine olanak sagladigi bulunmustur (Zhou vd., 2002;
Gulcu vd., 2012). Giiniimiizde bu etkinin sinirl sayidaki karinca ve entomopatojen
nematod tiirtinde olustugu bilinmektedir (Kaya, 2002).

Nematodlar tarafindan 6ldiiriilen konukgular, 7- 20 giin kadar topragin i¢ kisminda
veya ylizeye yakin yerlerde kalip, infektif juvenillerin ¢ikisindan dnce omurgasiz
ve ciiriikgiil beslenen canlilar i¢in besin kaynagi olurlar. Ancak c¢ogu Ornekte
bocek kadavralarmin kismen tiiketildigi gosterilmistir (Gulcu vd., 2012).
Xenorhabdus nematophila ve Photorhabdus spp. bakterilerinin {iretmis olduklari

ADF (ant deterrent factor) adli bir madde karincalarin nematodla enfekte olmus
kadavralar iizerinden beslenmesini engellemektedir. ADF {retimi in vitro
kosullarda firetilen bakterilerde de goézlenmistir (Zhou vd., 2002).

Gunumizde Steinernema cinsine ait 65, Heterorhabditis cinsine ait 16,
Neosteinernema cinsine ait ise 1 tiir olmak {izere toplam 82 tiir tanimlanmistir
(Kepenekci, 2014)

Yiizlerce laboratuvarda entomopatojen nematodlar ve birlikte yasadiklar
simbiyotik  bakteriler Tlizerine ¢alismalar siirdiiriilmektedir. ~ Aragtirmalar
taksonomi, filogenetik, biyocografya, biyoloji, ekoloji, molekiiler biyoloji,
genetik, fizyoloji, biyokimya, davramigsal ekoloji, lretim, formiilasyon ve
uygulama teknolojisi gibi ¢ok c¢esitli konular {izerinde yapilmaktadir (Burnell ve
Stock, 2000).

Entomopatojen nematodlarin tiir hatta izolatlar1 arasinda biyo-ekolojik 6zellikler
ve etkinlik bakimindan farkliliklar olmasi nedeniyle bir ¢ok iilkede yeni tiir ve
izolat bulmaya yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. Son yillarda Sri Lanka
(Amarasinghe vd., 1994), Portekiz (Rosa vd., 1994), Kanada (Mracek ve Webster,
1993), Arjantin (Stock, 1995), Kore (Choo vd., 1995), Tayland (Stock vd., 1998),
Japonya (Yoshida vd., 1998), Slovakya (Sturhan ve Liskova, 1999), Amerika
Birlesik Devletleri (Stock vd., 1999), Endonezya (Griffin vd., 2000), Tiirkiye
(Hazir vd., 2003), iran (Nikdel vd., 2010) ve Cin (Wang vd., 2014) gibi diinyanin

bir ¢ok farkli iilkesinde yapilan aragtirmalar sonucunda yeni nematod tiir ve



izolatlar1 elde edilmistir. Bu c¢aligmalardaki asil amag, belirli zararliya karsi
yapilacak uygulamada en uygun nematodu tespit etmektir.

Tiirkiye buludugu konum nedeniyle pek ¢ok bitki ve hayvan tiirii i¢in gecis bolgesi
olmustur. Sicak akdeniz ikliminden soguk karasal iklime, yiiksek daglik
bolgelerden genis ovalara kadar birgok farkli 6zellikte bolgeye sahiptir. Tarimin
yaygin olarak yapildig: lilkemiz topraklarinda zararli bocek say1 ve cesitliligi de
oldukga fazladir. Bu zararhlarin bir boliimiine karst yapilacak biyolojik miicadele
caligmalarinda kullanilmak iizere kendi iilkemiz topraklarina adapte olmus

entomopatojen nematodlarin izole edilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Yapilan bu tez galismasi kapsaminda tarimin yaygin oldugu Izmir’in Tire ilgesi ve
civarindaki topraklarin entomopatojen nematod varlig1 agisindan taranmasi ve elde

edilecek nematodlarn tiir teghislerinin yapilmasi amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Ozer vd. (1995) Tiirkiye’de entomopatojen nematod (EPN) varligin1 bildiren ilk
calismay1r yapmustir. Farkli bolgelerden toplam 106 toprak Ornegi alinmus,
bunlardan 5 tanesinden EPN izole edilmistir. Calismada, Rize’den alinan toprak
orneklerinden elde edilen tiiriin Steinernema feltiae oldugu belirlenmistir.

Susurluk vd. (2001) Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Kampiisiinden alinan
toprak orneklerinden 2 heterorhabditid nematod (TUR-H1 ve TUR H2) izole etmis
ve bunlarin Heterorhabditis bacteriophora tiirtine ait olduklarini bildirmistir.

Hazir vd. (2003) Tiirkiye’deki entomopatojen nematodlarin ¢esitlilik ve
dagilimlarin1 belirlemek tizere 1999-2000 yillar1 arasinda genis c¢apli bir
arastirmada 1080 toprak ornegi almistir. Bu 6rneklerin 22 tanesinden EPN elde
edilmis (% 2 pozitif), yapilan molekiiler ve morfometrik analizler sonucunda bu
nematodlarin Steinernema feltiae, S. affine, Steinernema n. sp. ve Heterorhabditis
bacteriophora tiirlerine ait oldugu belirlenmistir.

Hazir vd. (2004) Tiirkiye’den elde edilen entomopatojen nematodlarin mutualistik
bakterilerin tiir teshisini yapmis ve c¢alismanin sonucunda 2 yeni bakteri alt tiirii
olan Photorhabdus luminescens subsp. kayaii ve Photorhabdus luminescens
subsp. thraciaensis’i tanimlamustir.

Glngor vd. (2006) yapilan bu ¢aligmada Tiirkiye topraklarindan elde edilen yeni
tir entomopatojen nematod Steinernema  anatoliense’nin sicaklik, nem ve
konuk¢u araligi gibi temel ekolojik karakterleri tanimlanmistir. Bu tiiriin
infektivite ve gelisimi i¢in en uygun sicakligin 25 °C oldugu belirlenmistir. S.
anatoliense konukgusunu 10 °C’de enfekte etmesine ragmen tireme goriilmemistir.
S. anatoliense’nin konukgularini enfekte edebildigi en uygun toprak neminin ise
%10 oldugu belirlenmistir.

Unlii vd. (2007) vyaptiklari ¢aligmada Haccettepe Universitesi Beytepe
kampiisiinden (Ankara) 80 toprak érnegi almis ve ¢alisma sonucunda Tirkiye igin
yeni bir entomopatojen nematod tiirii olan Steinernema weiseri’yi tespit

etmislerdir.

Karag6z vd. (2009) yaptiklar1 ¢calismada Cydia splendana ve Curculio elephas
larvalarina  karg1 Tirkiye topraklarindan izole edilmis Steinernema feltiae,
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Steinernema  weiseri ve Heterorhabditis bacteriophora tiirlerine  ait
entomopatojen nematodlar1 farkli sicaklik dereceleri kullanarak test etmisler.
Calisma sonucunda entomopatojen nematodlarin kestane meyve zararlilarina karst
yiikksek etki gosterdigini belirlemislerdir. 5, 10, 15 ve 20°C gibi diisiik
sicakliklarda S. weiseri ile S. feltiae etkili bulunurken; 25 ve 30°C'lik yiiksek
sicakliklarda H. bacteriophora’nin daha etkili oldugunu tespit etmislerdir..

Yilmaz vd. (2009) Tirkiye’nin Dogu Karadeniz Bolgesinde entomopatojen
nematodlarin varligini belirlemek igin bir ¢alisma yapmustir. Galleria tuzak bocek
yontemi kullanilarak bir heterorhabditid tiirii tespit edilmistir. Yapilan morfolojik,
molekiiler ve morfometrik analizler sonucunda izole edilen tiiriin Heterorhabditis
megidis oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma ile Heterorhabditis megidis Tirkiye’den
ilk kez izole edilmistir.

Canhilal vd. (2014) calismalarinda Adana ve Kahramanmarag illerinde farkli
habitatlarda entomopatojen nematodlarin tespiti ve yayginliklarini belirlemistir.
Alman 400 toprak 6rneginden 36 6rnekte entomopatojen nematoda rastlanmustir.
Calisma sonucunda, 36 oOrnekten, 14’4 S. feltiae, 12’si S. littorale, 8’i H.
bacteriophora ve 2’si H. indica olarak tanmimlanmistir. H. indica ve S. littorale
Tiirkiye nematod faunasi i¢in yeni kayit niteligindedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Konuk¢u Olarak Kullamlan Galleria mellonella Larvalarimn
Uretilmesi

Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)’nin son dénem larvalari topraktan
entomopatojen nematod izole etmek ve laboratuvarda nematod kiiltiirii yapmak
icin kullanilan en yaygin organizmadir (Bedding ve Akhurst, 1975). Bu nedenle
laboratuvar kosullarinda tiretimi olduk¢a kolay olan G. mellonella larvalarinin
hazirlanan yapay besi ortaminda (200 gr bal mumu, 150 gr bal, 20 gr bira mayasi,
20 gr siittozu, 500 gr misir unu, 300 ml gliserin, 500 gr bugday kepegi),
kavanozlar i¢inde, 25°C’de devamli iiretimi yapilmistir (Han ve Ehlers, 2000).

3.2. Toprak Orneklerinin Alinmas:

[zmir’in Tire ilgesinin farkli yerlerinden 2012-2013 yillar1 arasinda 620 adet
toprak Ornegi alinmistir. Alman bu toprak oOrneklerinin yerleri rastgele
belirlenmistir (Griffin vd., 2000; Hazir vd., 2003). Toprak 6rnegi alinacak alanda
aralarinda 5-6 metre mesafe olacak sekilde yaklasik 10 6rnek alinmis ve alinan
ornekler plastik bir torba icerisinde karistirtlmistir. Elde edilen bu karigimdan
yaklasik olarak 1kg kadar toprak alinmistir (Hazir vd., 2003; Hatting vd., 2009).
Her Ornegin {izerine bdlgenin adi, alanin vejetasyon tipi, toprak isisi, GPS
koordinatlar1 ve alim tarihi yazilmistir. Alinan 6rneklerin  kurumasint ve UV
1sinlarina maruz kalmasini 6nlemek icin plastik torbalar igerisine alinan 6rnekler
buzluklara yerlestirilmistir (Kaya ve Stock, 1997; Stock vd., 1999; Hatting vd.
2009). Toprak aliminda yiizeyden baslayip ilk 15-20cm’lik derinlige kadar olan
bolge tercih edilmistir (Mracek ve Becvar, 2000; Hazir vd., 2003). Ornek alma
islerinde kullanilan toprak alma aleti her toprak alimindan sonra % 70’lik etilalkol
ile steril edilmistir (Stock vd., 1999).

3.3. Entomopatojen Nematodlarin Topraktan izolasyonu

Araziden toplanip laboratuvara getirilen toprak ornekleri burada 350 ml hacimli
plastik kaplar igerine alinmustir (Sekil 3.1). Her bir toprak kap igerisine 3’er adet
son evre G. mellonella larvasi konulmus ve larvalar topragin altinda kalacak
sekilde kaplar ters ¢evrilmistir (Bedding ve Akhurst, 1975; Stock vd., 1999).
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Deneye alinan ornekler 23- 24 °C’lik oda sicakliginda tutulmustur (Stock vd.,
1999). Konulan larvalarin enfekte olup olmadiklarini anlamak i¢in 3’er giin arayla

toplam 9 giin boyunca kontroller yapilmistir (Hatting vd., 2009).

Sekil 3.1. Toprak Orneklerinin entomopatojen nematod elde etmek icin
diizeneklere alinmasi.

Kontroller sonucunda enfekte oldugu tespit edilen 6lii larvalar toprak igerisinden
cikarillarak White trap (White, 1927) adi verilen diizenege alimislardir
(Koppenhofer, 2000). Bu sistemde birbiri igerisine yerlestirilmis birisi biiyiik
digeri kiigiik iki petri kabi bulunmaktadir. Biiyiik olanin igerisinde su, kiigiik
olanin igerisinde ise filtre kagidi yer alir. Enfekte olan larvalar bu filtre kagidi
iizerine yerlestirilir ve biiylik petrinin kapagi kapatilir. Yeni nesil nematodlar
tireyip konukguyu terketmeye basladiklarinda bu filtre kagidi {izerinde hareket
ederek biiyilkk petrideki suya dogru yonelmektedirler. Bu suyun alinmasi
durumunda nematodlarin sadece infektif juvenil evreleri elde edilmis olur (Hazr,
2002).
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Elde edilen infektif juveniller yiizey sterilizasyonlarinin yapilmasi i¢in bir cam
beher igerisine alinip tizerleri steril distile su ile doldurulmustur. Bir siire sonra
nematodlar beherin dibine ¢okiince iistteki distile su uzaklastirilip yerine yenisi
eklenmistir. Bu islem 3 kez tekrarlandiktan sonra ylizeyleri kismen de olsa
temizlenen nematodlar tetrapak kutular igerisine alinirak 15 °C’lik iklim dolabinda
saklanmiglardir (Gulcu ve Hazir, 2012).

Elde edilen nematodlarin entomopatojen olup olmadiklarimi teyit etmek icin bu
nematodlar saglikli G. mellonella larvalari {izerinde tekrar infektivite testine
(Koch’s postulation) tabii tutulmuslardir (Kaya ve Stock, 1997).

3.4. Steinernematid ve Heterorhabditid’lerin Tiir Teshislerinin
Yapilmasi

Glniimiizde entomopatojen nematodlarin tiir diizeyindeki teshisleri igin
morfometrik Ol¢iimler, molekiiler diizeyde analizler ve Scanning Elektron
Mikroskop (SEM) ile elde edilen detayli morfolojik goriintiiler kullanilmaktadir
(Kaya ve Stock, 1997; Burnell ve Stock, 2000; Van Luc vd., 2000).

3.4.1. Morfometrik Yontem

Morfolojik ¢alismalarda, infektif juveniller ve birinci jenerasyona ait erkek
bireyler kullanilmustir. Ilk jenerasyona ait erkek bireyler 3 giinliik kadavralar
pargalanarak elde edilmistir. Infektif juveniller ise enfekte ettikleri konukguyu terk
etmeye basladiklar1 ilk 2 giin igerisinde toplanmuslardir (Plichta vd., 2009).
Toplanan nematodlar dnce Ringer’s soliisyonu igerisine alinmis ve daha sonra
60°C’lik su banyosunda 2 dakika bekletilerek cansiz hale gelmeleri saglanmistir.
Sonraki asamada ise nematodlar triethanolamine-formalin (TAF) fiksatifi icerisine
alinmis ve daha sonra morfometrik Olgiimlerinin yapilabilmesi i¢in gliserin
yontemi uygulanmistir (Kaya ve Stock, 1997) (Sekil 3.2). Her bir yasam
evresinden 20’ser adet nematod 6l¢iilmiistiir (Plichta vd., 2009). Ol¢iimlerde Leica
IM50 Image software programi kullanilmistir.

Morfometrik 6l¢iimlerde kullanilan ortak kriterler: toplam viicut uzunlugu (TU),
maksimum viicut genisligi (MQG), bastan bosaltim deligine olan uzaklik (EP),
bastan sinir halkasi 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
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orani X 100) ve %E (anterior sonu ile bosaltim deligi arasindaki mesafenin kuyruk
uzunluguna oranm1 X 100) dir. Disi nematodlar i¢in anterior sondan vulvaya olan
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" orami (toplam viicut uzunlugunun
0zofagus uzunluguna orani ) ve "c¢" orani (toplam viicut uzunlugunun kuyruk
uzunluguna orani) nin dl¢timleri yapilmistir (Hazir, 2002) (Sekil 3.3).

Morfometrik &lgiimler Adnan Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi

Biyoloji boliimiinde gergeklestirilmistir.

Sekil 3.2. Morfometrik oOlgiimlerde kullanilmak {izere nematod kalici
preparatlarinin hazirlanmasi
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Sekil 3.3. Goriintiilii ve 6l¢iim modiilli mikroskopta morfometrik Slgiimlerin

yapilmasi.
3.4.2. Molekiiler Yontem

Morfolojik ¢aligmalara ek olarak elde edilen nematod izolatlar1 molekiiler yonden
de analiz edilmistir. Sekans analizleri i¢in 28S rRNA D2D3 bolgelerinin dizi
analizleri kullanilmigtir (Liu vd., 2000; Stock vd., 2001).

Niikleik asit amplifikasyonu igin, 3 giinliik enfekte Galleria larvalar1 pargalanarak
ilk jenerasyona ait disi bireyler elde edilmistir. Elde edilen bu nematodlar 1.7
ml’lik eppendorf tiiplerine alinip {izerine lizis tamponu eklenmistir.

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

1. Tiipler 56°C’lik sicak su banyosunda 24 saat bekletilmistir.
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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.
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 tiipiin 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 silipernatant dikkatlice alinmis ve yeni bir eppendorf tiipiine
aktarilmistir.

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
ul i¢in 10 pl Sodyum asetat eklenmistir.

11. Tiiplerin tizeri tamamen doluncaya kadar %100’lik 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 s1v1 alinmus ve tiipiin dip kismindaki materyal kurumaya birakilmistir.

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

15. Spektrofotometrik ol¢limden sonra her bir ornek igin yeni bir DNA
konsantrasyonu hazirlanmistir (20 ul’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).



18

17. DNA’lar1 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.

19. PCR yapilacak 6rnek Steinernema oldugu ig¢in 0.2 ml’lik bos eppendorf
tupune;

9.5 ul steril dH,0

12.5 pl Red taq

1 pl Primer 93 (10mM)

1 pl Primer 94 (10mM)

(forward) no. 391, 5’-AGCGGAGGAAAAGAAACTAA-3’

(reverse) no. 501, 5’-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3" (Stock vd. 2001).
eklenmis ve bu bilesenler vorteks ile karistirtlmistir.

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

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

Agaroz jel diizeneginin hazirlanmasi:

%1°lik Agaroz jel hazirlamak igin;

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’dan ¢ikan iirlinler buz igerisinde
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bekletilmistir. Hazirlanan jel igerisinde 1X TAE bulunan elektroforez tankina
yerlestirilmistir.

Jel, 6rnekleri yiiklemek i¢in hazir hale geldiginde;
1 pl tracking dye (mavi renkli yiikleme boyasi)
2 ul SYBR Green (Sigma-Aldrich)

3 ul PCR iiriinii bu 6rneklerin yani sira bir de DNA ladder hazirlanmistir. Bunun

i¢in;
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
calistirtlmistir, Daha sonra jel UV goriintileme sistemine yerlestirilerek

goriintlilenmistir.

Agaroz jel elektroforeziyle DNA miktar1 saptandiktan sonra sekans analizi i¢in

igerisinde;
5 pl PCR tirtinii

2 ul exoSAP-IT (100 bp’den biiyiikk 20 kb’dan kiigiik olan PCR iiriinlerini
temizlemek i¢in kullanilir.) 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.
3.4.3. 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 uglu motorlu doku homojenizatorii (Techmate Ltd.) kullanilarak
icerisinde 10 pl steril PBS bulunan 1.5 ml’lik eppendorf tiipii igerisinde
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par¢alanmistir. Bunun sonucunda agiga ¢ikan bakteriler NBTA besi ortamina
aktarilmstir.

Simbiyotik bakterilerin aktarildiZt 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 saklanmuistir (Orozco vd., 2013).

Total bakteriyal genomik DNA'y1 izole etmek i¢in, LB broth (Merck) ortaminda
24 saat siireyle iiretilmis bakteri kiiltiirii kullanilmigtir. Hazirlanan bu kiiltiirden
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
santriflyj edilmistir.

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

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

15 pl %20’lik SDS

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

5. 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.

6. Uygulamalar sonucu her bir 6rnege 10ul RNAaz eklenmistir.

7. Tipler vortekslenip 37°C ‘de 1 saat bekletilmistir.
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8. Tiipler 2 dakika siireyle 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
9. Ustteki siipernatant alinip baska bir bos tiip icerisine aktarilmistir.

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

11. Tiiplerin lizerindeki silipernatant dikkatlice alinmig ve yeni bir eppendorf
tiipline aktarilmstir.

12. Bu tiipler igerisine aynit hacimde 24:1 oraninda kloroform/isoamylalkol

eklenmis ve dnce vorteks sonra da santrifiijlenmistir.

13. Ustteki siipernatant toplanip yeni bir tiip igerisine aktarilmis ve bu tiipe her 100
pl i¢in 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 alinmus ve tiipiin dip kismindaki metaryal kurumaya birakilmistir.

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

spektrofotometrik okuma i¢in hazir hale getirilmistir.

18. Spektrofotometrik Ol¢limden sonra her bir Ornek igin yeni bir DNA
konsantrasyonu hazirlanmistir (20 ul’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’lar1 igeren tiipler buzdolabindan ¢ikarilarak kisa bir siire vorteksden
sonra 30 sn siireyle santriflij edilmistir.

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

22. PCR yapilacak bakteri 6rnegi i¢in 0.2 ml’lik bos eppendorf tiipiine;
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9.5 ul steril dH,0O

12.5 pl Red taq

1 ul Primer 1 (10mM)

1 ul Primer 2 (10mM)

16SP1 (forward) 5’- GAAGAGTTGATCATGGCTC-3’

16SP2 (reverse) 5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’ (Tailliez vd., 2010).

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

24. Hazir hale gelen tiipler MyCyler thermal cycler (Bio-Rad)’a yerlestirilmis ve
16S programi segilerek islem baslatilmistir. Bu program, denatiirasyon igin 94
°C’de 5 dk, 30 déngii 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
icerisinde; 10 pl PCR iiriinii, 4 pl exoSAP-IT bulunan 0.2 ml’lik yeni PCR tiipleri
hazirlanmis ve bu tiipler 37°C°de 15 dk ve 80°C’de 15 dk olmak iizere birer dongii
PCR cihazinda 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 kullanilmustir
(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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3.5. Konuk¢u Dagihm Calismalar

Izole edilen entomopatojen nematodlar ile Curculio elephas (Coleoptera:
Curculionidae), Spodoptera cilium (Lepidoptera: Noctuidae), Polyphylla fullo
(Coleoptera: Scarabaeidae) ve Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)
zararlilar1 lizerinde konuk¢u dagilim ¢aligsmalar1 yapilmistir.

Izole edilen entomopatojen nematodlarin C. elephas, S. cilium ve T. molitor’a
kars1 etkinligini 6lgmek igin iclerinde 7 gr steril kum bulunan 10 adet 40 ml
hacimli plastik kaplarin herbirine bir tane saglikli son déonem larva konmustur
(Sekil 3.4). Daha sonra kullanilacak nematodlarin konsantrasyonu 25 IJ/cm?
olacak sekilde toplam 362 IJ uygulanmistir. Kontrol grubuna ise nematod
uygulamalarinda kullanilanla ayni miktarda distile su verilmistir. Deneyler farkli
zamanlarda 3 kez tekrarlanmustir.

Entomopatojen nematodlarin P. fullo’ya karsi etkinligini 6lgmek i¢in 250 ml’lik
plastik kaplar kullanilmistir. Her kap igerisine 150 gr steril kum eklenmistir (Sekil
3.5). Nematod konsantrasyonu 50 1J/cm® olacak sekilde toplam 1250 1J 6 ml
distile su igerisinde verilmistir. Kaplardaki nem oranm1 %15 olacak sekilde
ayarlanmigtir. Daha sonra her bir kap igerisine bir adet 2 veya 3. déonem P. fullo
larvast  konmustur. Nematod uygulamasindan oOnce larvalarin  saglikli
olduklarindan emin olmak i¢in topragin icerisine dalmalar1 beklenmistir. Sagliksiz
olan larvalar yenileriyle degistirilmistir. Kontrol grubundaki kaplar deneylerdeki
ile ayn1 olacak sekilde hazirlanmis ancak nematod yerine sadece distile su
verilmistir. Her denemede 5 kavanoz kullanilmig ve deneyler farkli zamanlarda 3

kez tekrarlanmustir.

Konukgu dagilimi ¢aligmalarinin tiimii oda sicakliginda (23-24 °C) yiiriitiilmiistiir.
Deney diizenekleri her giin kontrol edilerek 6len larvalar kaydedilmis ve nematod

¢ikiglarini gézlemlemek i¢in kadavralar White-trap’lere alinmigtir.
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Sekil 3.4. Curculio elephas, Spodoptera cilium ve Tenebrio molitor larvalariyla
konukgu dagilim ¢alismalarinin yapilmas:.

Sekil 3.5. Polyphylla fullo larvalariyla konukgu dagilim ¢alismalarinin yapilmasi

3.6. Elde Edilen Nematodlarin Hermafrodit Olup Olmadiklarinin
Belirlenmesi

Steinernema cinsine ait nematodlar genel olarak ayri eseylidir. Ancak ayri eseyli
olmayip ilk jenerasyonda hermafrodit Ozellik gosteren bir nematod tiirii (S.
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hermafroditium) bulundugu i¢in bu ¢alisma sonucunda tespit edilen Steinernema
cinsine ait izolatlarin ilk nesilde hermafrodit olup olmadiklart belirlenmeye
calisilmustir.

Deneylerde 24 gozenekli doku kiiltiir kaplar1 kullanmilmistir. Her bir gdzenek
icerisine bir adet filtre kagidi (Whatman no 1) yerlestirilmis ve mikropipet
(Drummond 10ul) yardimiyla 50ul su ile birlikte her gézenege 1 adet infektif
juvenil evre nematod verilmistir (Sekil 3.6). Daha sonra her bir gdozenege 1 adet
son donem G. mellonella larvasi ilave edilip kapak kapatilmistir. Kaplarin
kurumasimi 6nlemek igin plastik torbalar igerisine alinmis ve oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Deneylerin kurulmasindan 5 giin sonra larvalar kontrol edilmis
ve Olen larvalar alinarak tireme olup olmadigimi tespit etmek icin Ringer’s
soliisyonu igerisinde parcalanmustir.

Sekil 3.6. Infektif juvenil evre nematodlarm tek tek doku kiiltiir gdzeneklerine
yerlestirilmesi.
3.7. Ciftlestirme Testleri

Elde edilen nematodlarin ayr1 eseyli oldugu anlagildiktan sonra bulunan
nematodlar birbiriyle c¢aprazlanmistir. Ayni tiire ait nematodlar birbirleriyle

ciftlesip iireyecekleri i¢in yapilacak test sonuglari elde edilen nematod izolatlarinin



26

aynt ya da farkli tiirlere ait olup olmadiklarini gosterecektir. Bu amagla 24
gozenekli doku kiiltiir kaplarindaki ¢ukurlarin her birine bir adet filtre kagidi
(Whatman no 1) ve daha sonra mikropipet yardimiyla 25 pl su ile birlikte her
gozenege farkli nematod izolatina ait infektif juvenilden 1 adet olacak sekilde
toplam 2 nematod konmustur. Daha sonra gézenek igerisine 1 adet son déonem G.
mellonella larvasi ilave edilip kapak kapatilmistir. Kontrol grubu olarak hazirlanan
diizeneklerde ise her gozenege aymi izolata ait 2 adet infektif juvenil
yerlestirilmistir (Griffin vd., 1994). Kaplarin kurumasin1 6nlemek icin plastik
torbalar igerisine alinmig ve oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Deneylerin
kurulmasindan 5 giin sonra larvalar kontrol edilmis ve 6len larvalar alinarak iireme
olup olamayacagini tespit etmek icin White-trap sistemine aktarilmigtir. Bu

calismalar tiim nematod kombinasyonlari igin ayr1 ayri yapilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1 Entomopatojen Nematodlarin Tire ve Cevresindeki Dagilimlar ve
Cesitlilikleri

Calisma siiresince alinan 620 toprak Orneginin 3 tanesinden entomopatojen
nematod elde edilmistir (%0,48 pozitif). Bu 3 pozitif 6rnegin hepsi Steinernema
cinsine ait olup Heterorhabditis cinsine ait nematod izole edilememistir. Pozitif
sonuglarin hepsi Tire’nin Biiyiikkale ile Kiiclikkale kdyleri arasinda yer alan
seftali bahcelerinden elde edilmistir. Toprak oOrneklerinin alindigi bolgeler,
nematod izole edilen yerler ve pozitif sonug elde edilen yerlerin GPS koordinatlari
Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Calisma kapsaminda toprak ornekleri alinan yerler, 6rnek sayilar ve
pozitif 6rneklerin GPS koordinatlari.

Toprak orneklerinin Ornek [[Pozitif 6rneklerin GPS
alindig1 koyler sayis1 ||koordinatlari

AKCASEHIR 10

AKKOYUNLU 10

AKMESCIT 5

AKYURT 10

ALACALI 10

ALAYLI 15

ARMUTLU 5

AY AKLIKIRI 5

BASKOY 5

BOYNUYOGUN 10

BUYUKKALE 25 N38 02530
E027 33 260

BUYUKKEMERDERE 10

BUYUKKOMURCU 7

CAMBAZLI 10
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||CAYIRLI 15
||(;ER1KOZU 6
||(;1N1YER1 6
||COBANKOY 3
[CUKURKOY 4
DAGDERE 3
[DALLIK 5
DEREBASI 4
DERELI 5
DIBEKCi 3
[DOYRANLI 10
[DUNDARLI 5
EGRIDERE 5
ESKIOBA 20
|GOKCEN-BUCAK L5
MERKEZI

[HALKAPINAR 15
HASANCAVUSLAR 10
HiSARLIK 7
ISIKLAR 5
[SIKLI 15
|KAP LAN 10
[KARATEKE 5
KiRELI 8
|KI RTEPE 12
[KIzILCAHAVLU 5
KOCAALILER 7
KUCUKBURUN 5




N38 02 349
E027 32 358
KUCUKKALE 20 ve
N38 02 347
E027 32 397
KUCUKKOMURCU 10
KURDULLU 10
KURSAK 15
IMAHMUTLAR 17
||MEHMETLER 13
||MERKEZ (KAHRAT MAH) 15
||M USALAR 10
||ORTAKOY 10
|OSMANCI K 10
PESREFLI 16
SARILAR 10
SARUHANLI 10
SOMAK 10
TOPALAK 10
TOPARLAR 10
TURGUTLU 10
UZUMLER 12
'Y AMANDERE 10
'YEGENLI 10
'YEMISLER 10
'YENICIFTLIK 5
'YENIOBA 10
'YENISEHIR 7
Toplam 6rnek sayisi: 620 3 pozitif
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Tire ve g¢evresindeki topraklardan elde edilen tiim izolatlarin tiir teshislerinde
kullanilan morfometrik 6l¢iim sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Ayrica teshiste
kullanilan erkek nematodlarin spikiil ve gubernakulum yapilar1 Sekil 4.1, 4.2 ve

4.3te verilmistir.

Morfolojik, morfometrik ve molekiiler verilerin bir arada degerlendirilmesi
sonucunda izole edilen nematodlarin hepsinin Steinernema feltiae tiiri olduklar

tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. Elde edilen nematod izolatlarinin infektif juvenil ve erkeklerine ait

morfometrik 6l¢lim sonuglari.

izolat TIRE-179

TiRE-179
1J TU MG ES EP NR | TL | AG a b c | %D | %E
Min. 673,93 | 19,77 | 104,49 | 42,61 | 54,84 | 52,83 | 11,19 | 34,1 | 6,4 | 12,8 | 40,8 | 80,7
Ort. 789,9 | 23,6 132 | 52,1 | 774 | 638 | 141 | 335 | 6,0 | 124 | 395 | 817
Maks. 85527 | 33,9 | 195,06 | 64,83 | 97,56 | 69,31 | 16,1 | 252 | 4,4 | 12,3 | 33,2 | 935
Ss. 75,1 23,6 245 | 159 | 126 | 52 15 | 32 31144 |649 | 3058
TIRE-
179
ERK TU MG | ES |EP| NR |TL | AG |SU |GB| a b c |D%| E%
Min. | 1016,3 | 77,3 | 1035 |61,8| 71,2 |26,8| 39,7 |66,5|41,7 [13,1| 9,8 |37,9| 59,7 | 230,60
Ort. | 1140,8 |103,8 | 124,1 | 79,4 | 857 |30,4| 455 |70,6|48,2|11,0| 92 |37,5| 64,0 | 261,18
Maks. | 1361,6 |138,9 | 1456 | 97,8 | 102,2 | 339 | 52,8 |77,7|549| 9,8 | 9.4 | 40,2 | 67,2 | 288,50
Ss. 1277 | 202 | 121 |14,7| 102 | 24 | 35 |36 | 49 | 6,3 |10,6 |53,2|121,5| 612,50
Izolat TIRE-271
TiRE-271
1J TU MG ES EP NR TL AG a b c | %D | %E
Min. 593,76 | 22,19 | 106,28 | 51,5 | 63,96 | 52,25 | 11,29 | 26,8 | 5,6 | 11,4 | 485 | 98,6
Ort. 753,9 | 29,04 | 1114 | 656 | 79,4 | 60,1 | 153 | 26,0 | 6,8 | 12,5 | 58,9 | 109,2
Maks. 870,33 | 37,5 | 136,34 | 94,73 | 90,72 | 87,73 | 2451 | 232 | 6,4 | 9,9 | 69,5 | 108,0
Ss. 77,08 | 49 | 337 | 135 9,4 118 | 37 | 157 | 23 | 65 | 40,1 | 114,4
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TiRE-271
ERK TU MG ES |EP [NR | TL |AG |SU [GB |a |b |c D%|E%

Min. 911,72 | 78,77 |110,89 65,82 [73,35 18,92 | 32 |65,91 |41,26 |11,6 |8,2 48,2 |59,4 |347,9

Ort. 11472 | 97,5 |116,2 |76,9 |82,4 | 257 |38,5 [68,9 |41,6 [11,8 |99 44,6 [66,2 |299,2

Maks. 1482,72 |134,46 |147,72 194,28 [109,2 33,99 51,93 82,84 |54,5 (11,0 10,0 43,6 |63,8 |277,4

Ss. 16409 | 178 | 118 [88 [97 |46 |58 [59 [47 [92 (139 357 |74,6 [191,3

izolat TIRE-279

TIiRE-279
1 TU MG ES EP NR TL | AG a b c %D | %E

Min. 593,18 | 24,8 |110,15| 67,63 | 67,85 | 53,44 | 12,67 | 239 | 54 111 | 61,4 |126,6

Ort. 7622 | 31,2 | 139,7 | 59,8 | 842 | 60,1 | 165 | 244 | 55 12,7 | 428 | 99,5

Maks. 888,71 | 42,52 | 153,76 | 52,42 | 100,75 | 68,39 | 20,7 | 209 | 58 | 130 | 341 | 76,6

Ss. 1055 | 45 | 1305 | 43 10 504 | 247 | 234 | 81 | 209 | 33,0 | 853

TIRE-
279ERK | TU MG ES EP |[NR|TL | AG |SU |GB | a b c |D% | E%

Min. 1398,9 | 1051 | 1055 | 942 | 88 |17,5| 353 |61,3|405[13,3|13,3|79,9| 89,3 | 5383

Ort. 1476,5| 1253 | 117,2 |109,2| 91 [28,2| 48,7 | 67,6 |44611,8|12,6 |52,4| 93,2 | 387,2

Maks. | 1623,6 | 161,15 | 127,84 | 129,6 | 97,8 | 33,9 | 58,55 | 70,4 | 50,9 | 10,1 | 12,7 | 47,9 | 101,4 | 382,3

Ss. 63,7 | 245 8,9 99 |47 | 7 6 3 |36]26|72]91]1112]1414
A
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Sekil 4.1. Morfometrik &lgiimlerde kullanilan TIRE-179 numarali izolata ait
infektif juvenil evre nematod.
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Sekil 4.2. Morfometrik dlgiimlerde kullamlan TIRE-179 numarali izolata ait bir
erkek nematod.
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Sekil 4.3. Erkek nematodun kuyruk yapisi (izolat TIRE-179).
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4.2. Simbiyotik Bakterilerin izole Edilmesi ve Tanimlanmasi

Yapilan molekiiler analizler sonucunda her 3 nematod izolatinin simbiyotik
bakterisinin Xenorhabdus bovienii oldugu belirlenmistir.

4.3. Konuk¢u Dagilim Calismalar:

Yapilan konuk¢u dagilim ¢alismalar1 sonucunda Curculio elephas larvalarina karsi
TIRE-179 ve 279 izolatlar1 %20, TIRE-271 izolat1 ise %30 oraninda 6liim
meydana getirmistir. Spodoptera cilium ve Tenebrio molitor larvalarina kars1 test
edilen tiim nematod izolatlar1 %100 oraninda 6liim meydana getirmistir. White

trap sistemine alinan tiim enfekte larvalardan infektif juvenil ¢ikiglart gozlenmistir.

Ancak Polyphylla fullo tiirii ile yapilan ¢alismalarda test edilen nematod
izolatlarinin enfektivite oranlart %10’u gegememis ve kadavralarda nematod

iiremesi gozlenmemistir.

4.4. Elde Edilen Nematodlarin Hermafrodit Olup Olmadiklarinin
Belirlenmesi

Enfekte larvalarin par¢alanmasi sonucu ergin disi veya erkek bireylere rastlanmis
ancak hi¢ bir lireme goriilmemistir. Mikroskop altinda yapilan incelemlerde disi
bireylerin yumurtalarinin déllenmedigi tespit edilmistir.

4.5. Ciftlestirme Testleri

Yapilan giftlestirme testleri sonucunda hem 3 farkli izolat arasinda hem de ayni
izolatin bireyleri arasindaki c¢aprazlamalarda yeni nesil nematodlarin iiredigi
belirlenmistir. Ayrica daha 6nceden tiir teshisi yapilarak S. feltiae oldugu bilinen
nematodlarla Tire’den elde edilen 3 izolat kullanilarak yapilan c¢iftlestirme
testlerinin hepsinde tireme oldugu gézlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

Bu calisma entomopatojen nematodlarin tarimin yogun olarak yapildigi izmir’in
Tire ilgesi ve bagh kdylerinde gerceklestirilen ilk kapsamli aragtirma &zelligini
tagimaktadir. Elde edilen nematod izolatlarimin ve bunlarla mutualistik yasayan
bakterilerin tiir diizeyinde teshisleri en gelismis teknikler kullanilarak yapilmistir.

Bu ¢aligma kapsaminda 620 toprak 6rneginden 3 tane pozitif sonug elde edilmistir.
Bu durumda entomopatojen nematod bulunma orani %0,48’dir. Bu oran daha 6nce
yapilan ¢alismalarla kiyaslandiginda oldukca diisiiktiir. Ozer vd. (1995) yaptiklari
calismada 106 toprak Ornegi almis ve bunlarin 5 tanesinden entomopatojen
nematod izole etmistir (%4,71). Daha sonra yapilan ve tim Tiirkiye’yi kapsayan
calismada 1080 toprak 6rnegi alinmis ve bunlarin igerisinden 22 tane pozitif sonug
elde etmistir (%2,03) (Hazir vd., 2003a). Tiirkiye’nin 75 ilini kapsayan bir bagka
calismada toplam 839 toprak oOrnegi alinmig ve bunlarin 49 tanesinden
entomopatojen nematod izole edilmistir (%35,8 pozitif) (Gozel vd., 2007). Son
olarak Canhilal vd. (2014) Adana ve Kahramanmaras illerindeki farkli
habitatlardan toplam 400 toprak 6rnegi almig, bunlardan 36 6rnekte entomopatojen
nematoda rastlamislardir (%9 pozitif).

Bugiine kadar iilkemiz topraklarindan entomopatojen nematod bulma oram
herzaman %10’un altinda olmustur. Bu oran Kuzey Irlanda’da %3,8 (Blackshaw,
1988), Portekiz’de %3,9 (Rosa vd., 2000), Kore’de %4,6 (Choo vd., 1995),
Italya’da %5 (Ehlers vd. 1991), Iran’da %3 (Nikdel vd., 2010), Cin’de %14.7
(Wang vd., 2014), Tayland’da %11 (Thanwisai vd., 2012)’dir. Ekstrem bir durum
olarak Ispanya’da %23,3 (Del Pino ve Palomo, 2006), Ingiltere’de ise bu oran
%438,6 olarak tespit edilmistir (Hominick ve Briscoe, 1990).

Tirkiye’de yapilan ¢alismalarda elde edilen en yaygin entomopatojen nematod
tiirii S. feltiae dir. Bu tiirii H. bacteriophora takip etmektedir. Ozer vd. (1995)
tarafindan elde edilen nematodlarin hepsi S. feltiae tiirine aittir. Hazir vd. (2003)
elde ettigi 22 nematod izolatindan 10 tanesinin S. feltiae, 7 tanesinin ise H.
bacteriophora tiiriine ait oldugunu bildirmistir. Canhilal vd. (2014) yaptiklar
calisma sonucunda, 36 6rnekten 14 tanesinin S. feltiae, 12’sinin S. littorale, 8’inin
H. bacteriophora ve 2’sinin H. indica oldugunu bildirmistir.
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Steinernema feltiae ve H. bacteriophora tiirleri diinyadaki en yaygin tiirlerdir
(Hominick vd., 1996). S. feltiae 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 tiiri soguk iklim
bolgelerine adapte olmus bir tiir olarak kabul edilmektedir ( Hazir vd., 2001). S.
feltiae tim Avrupa’da kaydedilmistir. Kuzey Avrupa’da bu tiir genellikle en sik
rastlanan tiirdiir ( Boag vd., 1992; Vainio vd., 1994). Orta Avrupa’da ise S. feltiae
subdominant tiirdiir. S. feltiae’nin Alplerin eteklerinde ve Jura daglarinda
dominant tiir olmasi, bu tiirlin disiik sicakliga adapte oldugu goriislni
desteklemektedir (Hominick ve Briscoe, 1990). S. feltiae’nin kirsal alanda daha
¢ok bulunmasi bu tiiriin dogal konukgulari olan ve bitki kokleri ile beslenen
Lepidoptera larvalarmin (Noctuidae ve Hepialiidae) o bolgelerde bulunmasi
nedeniyledir (Poinar, 1990). S. feltiae kadar genis bir dagilim gdstermemesine
ragmen, H. bacteriophora daha ¢ok tropik bolgelerde olmak tizere (Constatn vd.,
1998), soguk bolgelere kadar yayilim gosterebilmektedir (Hominick vd., 1996).
Yapilan ¢aligmalar sonucunda heterorhabditislerin genelde sicak iklime daha ¢ok
adaptasyon sagladigi anlasilmustir. Bu ylizden H. bacteriophora tiiriine genelde
sicak iklimlerde ve oOzellikle kiy1r bolgelerde rastlanmaktadir (Poinar, 1990;
Mracek ve Webster, 1993; Hominick vd., 1995).

Tire ilgesi ve civarinda sicaklik nispeten yiiksektir ve beklentiler bu bolgede daha
cok Heterorhabditis cinsine ait nematodlarin bulunmasi yoniindedir. Tire
bolgesinde soguk iklim sartlarina adapte olarak tamman S. feltiae tiiriiniin
bulunusu, sicak iklim sartlarina adapte olan Heterorhabditis cinsi nematodlara
rastlanmamis olmasi ilging bir sonugtur. Bu durumun olasi nedeni bdlgede tarimi
yapilan bitki ¢esitleri ve bunlarda zararli olan bocek tiirleriyle iligkili olabilir.
Clnkd S. feltiae tiirti cogunlukla Lepidoptera takimina ait bocek larvalarina adapte
olmus bir tirdiir. Tez kapsaminda kullanilan Spodoptera cilium larvalarinda 2 giin
icinde %100 6liim meydana gelmesi bu bilgileri dogrular niteliktedir. Bir baska
neden ise, alinan toprak drnekleri igerisinde bulunabilecek entomopatojen nematod
tiirlerinin konuk¢u 6zgilliigii gostermesi olasiligidir. Bu ¢alismada konukgu olarak
G. mellonella larvalar1 kullanilarak sadece Lepidoptera larvalarini enfekte edebilen
tiirler izole edilebilmistir. Lepidoptera larvasi diginda baska bir bocek grubunun
calismaya dahil edilmesiyle farkli nematod tiirlerinin elde edilmesi de olasidir.

Steinernema feltiae gliniimiizde kitle iiretimi yapilip ticari olarak bir ¢ok iilkede
satilmakta olan bir tiirdiir. Bu nedenle gelecekte yapilacak biyolojik miicadele
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caligmalarinda kolaylikla tedarik edilmesi veya kendi imkanlarimizla iiretilip
kullanilmas1 miimkiin olacaktir.
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