T.C
ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJi ANABILIM DALI
BiY-YL-2007-0004

ENTOMOPATOJENIK NEMATODLARIN
(STEINERNEMATIDAE VE HETERORHABDITIDAE)
AYDIN iLi VE CEVRESINDEKiI TOPRAKLARDA TUR
CESITLILIGI VE DAGILIMLARININ BELIRLENMESI

Miifide Sonay AYDIN

DANISMAN
Dog. Dr.Selcuk HAZIR

AYDIN-2007



T.C
ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
FEN BiLiIMLERIi ENSTIiTUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI
BiY-YL-2007-0004

ENTOMOPATOJENIK NEMATODLARIN
(STEINERNEMATIDAE VE HETERORHABDITIDAE)
AYDIN iLi VE CEVRESINDEKiI TOPRAKLARDA TUR
CESITLILIGI VE DAGILIMLARININ BELIRLENMESI

Miifide Sonay AYDIN

DANISMAN
Doc. Dr.Selcuk HAZIR

AYDIN-2007



T.C.
ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
FEN BiLiIMLERIi ENSTITUSU MUDURLUGUNE
AYDIN

Biyoloji Ana Bilim Dal1 Yiiksek Lisans Programi 6grencisi Miifide Sonay AYDIN
tarafindan hazirlanan Entomopatojenik nematodlarin  (Steinernematidae ve
Heterorhabditidae) Aydin ili ve cevresindeki topraklarda tiir cesitliligi ve
dagilimlarinin belirlenmesi bashkli tez, 04.09.2007 tarihinde yapilan savunma

sonucunda asagida isimleri bulunan jiiri iiyelerince kabul edilmistir.

Unvani Adi Soyadi Kurumu imzasi
Baskan : Dog.Dr. Selguk HAZIR Adnan Menderes Universitesi
Uye :Dog.Dr. Hatice MERGEN Hacettepe Universitesi

Uye  :Yrd.Dog.Dr. Fatih Mehmet SIMSEK  Adnan Menderes Universitesi

Juri Oyeleri tarafindan kabul edilen bu Yiksek Lisans tezi, Enstiti Yo&netim
Kurulunun o saylll  karariyla ...l tarihinde

onaylanmistir.

Unvani, Adi Soyadi
Enstitd MOduru



ii

Bu tezde gorsel, isitsel ve yazih bicimde sunulan tiim bilgi ve sonuclarin
akademik ve etik kurallara uyularak tarafimdan elde edildigini, tez icinde yer
alan ancak bu calismaya 06zgii olmayan tiim sonu¢ ve bilgileri tezde kaynak
gostererek belirttigimi beyan ederim.

Adi Soyad1 : Miifide Sonay AYDIN

Imza



iii

OZET

Yiiksek Lisans Tezi
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Bu caligma, Tirkiye’de cok oOnemli bir tarim bolgesi olan ve daha Once
entomopatojenik nematod izole edilmemis Aydin ili ve cevresindeki
entomopatojenik nematodlarin dagilimlar ve cesitliklerinin belirlenmesi amaciyla
yapilmistir. Calisma boyunca Aydin’in farkli bolgelerinden toplanan 82 toprak
orneginin 10 tanesinden entomopatojenik nematod elde edilmistir. Nematod elde
edilme oranm1 %12.1 olarak tespit edilmistir. Bu caligmada kullanilan 28S rRNA,
D2D3 ve ITS (internal transcribed spacer) bolgelerinin dizi analizleri ile morfolojik
ve morfometrik incelemelerden elde edilen verilere dayanarak, elde edilen
entomopatojenik nematodlardan, 1 tane Steinernema weiseri, 2 tane Steinernema
feltiae ve 7 tanesinin ise Heterorhabditis bacteriophora tiiriine ait oldugu tespit
edilmistir. Akdeniz ikliminin hakim oldugu Aydin ilinde yapilan bu c¢alisma,
Heterorhabditis cinsinin Steinernema cinsine oranla sayica daha fazla oldugunu

gostermistir.
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This study was conducted to determine the diversity and distribution of
entomopathogenic nematodes in Aydin which is one of the most important
agricultural city in Turkey. There has been no record about entomopathogenic
nematodes from Aydin. Totally 82 soil samples were collected and 10
entomopathogenic nematode isolates were recovered. The ratio of nematode
recovery was determined as 12.1%. Nematodes were identified with molecular
analyses 28S rRNA, D2D3 domains and ITS regions (internal transcribed spacer)
and morphometric measurements. Isolated nematodes were identified as one
Steinernema weiseri, two Steinernema feltiae and seven H. bacteriophora species
from ten isolates. This study showed that genus Heterorhabditis was more common

than Steinernematids in Aydin which has Mediterranean climate.
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1-GIRIS

Nematodlarin biiyiikk boliimii genelde bakteri, fungus ve diger mikroskobik
organizmalarla beslenir. Ancak ¢ok az bir boliimii bitki ve hayvanlarda patojendir.
Bu nematodlardan bazilar ise bocek patojenidirler ve zararli boceklerin kontroliinde
aktif olarak kullanilirlar. Bunlardan Steinernematidae ve Heterorhabditidae
familyalarina ait olanlar kitlesel iiretime uygundurlar ve bu nematodlarn ticari bir
tiriin olarak piyasada bulmak miimkiindiir. Diinyanin bir¢cok yerinde bu nematodlar

“bocek patojeni”, “bocek paraziti”, “entomopatojenik” ya da bazen sadece “faydali

nematodlar” olarak adlandirilirlar (Crow, 2002).

Entomopatojenik nematodlar (Rhabditida: Steinernematidae ve Heterorhabditidae)
toprakta yasayan zararl bocekler iizerinde son derece basarili biyolojik kontrol ajani
olarak bilinirler ve turunggil bahgelerinde, cilek tarlalarinda, yaban mersini yetisen
tarlalarda, mantar yetistirme alanlarinda ve ¢imenlik alanlarda yaygin olarak

kullanilirlar (Grewal, et al., 2005).

Entomopatojenik nematodlarin formiilasyon teknolojileri ve Kkitlesel iiretimindeki
ilerlemeler ile pestisit kullanimdaki zararlarin daha iyi anlagilmasi bu nematodlarin

bilimsel ve ticari alanda ¢ok biiyiik ilgi gormesine yol agmistir (Georgis et al., 2006).

Entomopatojenik nematodlar, biyolojik kontrol ajam olarak bir¢cok kimyasala gore
belirli avantajlara sahiptir. Buna ragmen baz iilkeler kendisine ait olmayan canl tiir
ve izolatlarin disaridan getirilip kullanimina izin vermezler (Smart, 1995). Konak
Ozgiilligli yani hedef zararlimin kontroliinde uygun nematodun sec¢ilmesi sarti, bu
organizmalar1 kimyasal insektisitlerden ayiran en temel Ozelliklerden birisidir

(Smart, 1995).

Diinyanin neredeyse biitiin bolgelerinde entomopatojenik nematodlarla ilgili
calismalar yapilmistir. Entomopatojenik nematod izole edilmeyen tek kita

Antartika’dir (Uribe-Lorio et al., 2005).



Amerikadaki calismalarin ¢cogu Puerto Rico, Florida, Kuzey Carolina, Hawaii, New

Jersey, Tennessee, Oregon ve California’da yapilmistir (Stock et al., 1999).

Sri Lanka, Malezya, Vietnam ve Endonezya gibi Asya’nin tropikal giineydogu
tilkelerinde de bir¢ok calisma yapilmis ve yeni tiirler bulunmustur (Stock et al., 1998;
Luc et al., 2000)

Avrupa’da entomopatojenik nematodlarla ilgili calismalar en ¢ok Almanya, Belcika,
Cek Cumhuriyeti, Hollanda, Isve¢ ve Ingiltere’ de yapilmustir (Spiridonov et al.,
2005).

Tiirkiye sahip oldugu cografik ve ekolojik 6zellikleri bakimindan entomopatojenik
nematodlarin ¢esitliligi ve dagilimi agisindan son derece ©nemli bir iilkedir.
Entomopatojenik nematodlarin Tiirkiye’deki dagilimlart ve cesitliligi ile ilgili ilk
ayrintili ¢alisma 1999 ve 2001 yillar1 arasinda Hazir et al.,, (2003) tarafindan
yapilmistir. Ancak o calismada Ege bolgesinden sadece iki tane entomopatojenik

nematod izolat1 elde edilmis ve bunlarin tiir teshisleri yapilmamuistir.

Bu tez ¢alismasi icin iilkemizin Ege bolgesinin 6nemli tarim alanlarindan biri olan ve
daha Once entomopatojenik nematod izole edilmemis Aydin ili secilmistir.
Calismanin amaci bu bolgedeki topraklarda yer alan olast entomopatojenik

nematodlarin dagilimlarinin ve cesitliklerinin belirlenmesidir.



2-GENEL BIiLGIi

Nematodlar ya da diger bir adiyla segmentsiz yuvarlak solucanlar, sayica diinya
izerinde en fazla bulunan ¢ok hiicreli omurgasiz hayvan subesidir. Yeryiiziindeki her
cok hiicreli bes organizmadan dordiinin nematod oldugu diisiiniilmektedir.
Nematodlar diger toprak solucanlarindan (Annelidler) ve bilinen segmentli

solucanlardan (Cestodlar) oldukca farklidirlar (Crow, 2002).

Diinyada yasayan nematod tiir sayisinin tahmini olarak 20 milyon olduguna
inanilmaktadir. Bunlardan sadece 25.000 civarinda tiir giiniimiizde tanimlanabilmistir

(Crow, 2002).

Nematodlar diinya iizerinde ¢ok degisik yasam yerlerine uyum saglamislardir.
Denizlerde, tatlh su ortamlarinda, karasal ortamlarda bazilar1 serbest, bazilari

kommensal veya mutualistik, bazilar1 ise parazitik yasar (Maggenti, 1981).

Nematodlar viicut duvari, bosaltim sistemi, ireme sistemi, sindirim sistemi, kas ve
sinir sistemine sahip olan segmentsiz canlilardir. Ancak 6zellesmis bir dolasim ve

solunum sistemleri yoktur (Kaya and Stock, 1997).

Nematodlar genelde ayr1 eseylidirler. Erkeklerin lireme sistemi ventral kisimda
bulunan rektumdan olugmus bir kloak’a acilir. Bir ya da iki testisleri vardir.
Ciftlesmeyi saglayan bir cift spikiilleri mevcuttur. Bunun yaninda ciftlesmeye
yardimc1 olan gubernakulum adi verilen bir yapiya da sahiplerdir. Ozel kaslar
tarafindan hareket ettirilen bu yapilar ¢iftlesme sirasinda aniisten disar1 uzanarak disi
vulvasimi agik tutar ve yan yana gelerek spermlerin akabilecegi bir kanal olusturur.
Ergin disiler genelde viicudun orta kisminda ya da daha posterior kisimda yerlesmis

bir vulvayla disar agilan bir ya da iki ovaryuma sahiplerdir (Kaya and Stock, 1997).

Nematodlar hiicresel olmayan elastik bir kutikulayla ortiiliidiirler. Nematod
kutikulas1 abiyotik (toprak partikiilii gibi) ve biyotik faktorlere (parazit, patojen ve
predator gibi) karsi bariyer olarak gorev yapar. Bu kutikiil yar1 gegirgen bir membran

olup sivilarin nematod viicudu icine ve disina gecisine izin verir. Bu sayede nematod



ile cevresi arasinda dogrudan iliski saglanir (Hazir, 2002). Kutikula tiim nematod
yiizeyini sarar ve stoma, farinks, rektum, vulva, kloak, bosaltim deligi kanali ve

belirli duyu organlarini icerir (Chen et al., 2004).

Duyu organlar1 genellikle viicudun 6n kisminda bulunur ve bunlara Papilla adi
verilir. Ayrica bir ¢ift yan duyu cukuru ‘Amphidler’ vardir. Kuyruk tarafinda da
Papillalar ve ‘Phasmidler’ denilen yapilar vardir. Bu papilla ve phasmidlerin say1 ve
dizilimleri tiir teshisinde oldukca 6nemlidir (Hominick et al., 1997; Kaya and Stock,
1997).

Nematodlar genelikle aerobik organizmalardir. Ozel bir solunum ve dolasim
sistemleri olmadig1 icin sahip olduklar1 kutikulayla disaridan oksijen alinir ve

organlara aktarilir (Chen et al., 2004).

Nematodlarda sinir sistemi 6zofagusu cevreleyen bir sinir halkasi ‘nerve ring’ ve

buradan ¢ikip dne ve arkaya uzanan sinir iplik¢iklerinden olusur (Maggenti, 1981).

Nematodlarda bosaltim sistemi protonefridium ve alev hiicreleri icermez. Bosaltim
sistemleri ¢ok basit yapili hiicre gruplarindan olusmustur. Bu yap1 serbest yasayan
formlarda ‘rennet bezi’, bir ¢cok parazit tiirde ise ‘H’ ya da ‘U’ seklindeki yanal kanal
sistemi seklindedir. Nematodlarda bosaltim sistemi azotlu atiklarin atiliminda ve
viicut boslugunun turgor basincim ayarlamada gorevlidir (Viglierchio, 1991;

Demirsoy, 1998).

Boceklerle iligkili olan ya da parazitlige sebep olan 30’dan fazla nematod familyasi
vardir. Bu familyalarin 7 tanesi biyolojik kontrol ajami olarak bilinir. Bunlar
Mermithidae, Allontonematidae, Neotylenchidae, Sphaerularidae, Rhabditidae,
Steinernematidae ve Heterorhabditidae’dir. Toprakta yasayan zararlilara karsi
biyolojik kontrol ajam olarak bilinen Steinernematidac ve Heterorhabditidae

familyalar1 son zamanlarda en ¢ok ilgiyi ¢ceken familyalardir (Stock and Hunt, 2005).

“Bocek paraziti nematodlar” ve “biyolojik kontrol saglayan nematodlar” birbirinden

farkli ifadelerdir. Gergek parazitlik konagindan beslenen parazitliktir. Buna ragmen



entomopatojenik nematodlarda durum biraz farklidir. Biyolojik kontrol
calismalarinda kullanilan entomopatojenik nematodlar hem bocek dokusuyla hem de
mutualistik iligkili olduklar1 bakterilerle beslenirler. Aslinda konag1 6ldiiren gercek
parazit bakteridir. Ciinkii patojeniteye bu bakteriler sebep olur. Dogrudan bocek
paraziti olan nematodlar da vardir. Ornegin Mermitidler ¢ekirge, hamambocegi ve
sivrisinek parazitidir. Bu nematodlar sadece konak dokular iizerinden beslenirler ve
tiretilmeleri i¢in canli boceklere ihtiya¢ vardir. Bu ise etkili ve ucuz bir liretim yolu
degildir. Biyolojik kontrol saglayan entomopatojenik nematodlar ise 6zel nematod
tiretim tanklarinda bakterilerle beslenmek suretiyle iiretilebilirler. Dolayisiyla bu

nematodlarin iiretimi oldukga kolay ve daha ucuzdur (Crow, 2002).

2.1 ENTOMOPATOJENIK NEMATODLAR
(STEINERNEMATIDAE VE HETERORHABDITIDAE)

2.1.1 Taksonomi

Blaxter ve arkadaslarinin (1998) molekiiler filogenetik verilere dayanarak
hazirladiklar1 taksonomik duruma gore entomopatojenik nematodlarin

siniflandirilmasi agagidaki gibidir.

Phylum: Nematoda
Class: Chromadorea
Subclass: Chromadoria

Order: Rhabditida

Suborder: Tylenchina Suborder: Rhabditina
Superfamily: Strongyloidoidea Superfamily: Strongyloidea
Family: Steinernematidae Family: Heterorhabditidae

Giiniimiize kadar iki entomopatojenik nematod familyasina (Steinernematidae ve
Heterorhabditidae) ait 3 cinse (Steinernema, Heterorhabditis ve Neosteinernema)

bagli bulunan 69 tiir tanimlanmistir(Cizelge 2.1).



Giiniimiiz nematod sistematik calismalarinda morfometrik Olgiimler, molekiiler
analizler ve elektron mikroskop incelemeleri bir arada degerlendirilmektedir.
Morfometrik ¢alismalar sirasinda en ¢ok kullanilan yapilardan birisi ilk jenerasyon
erkek nematodlara ait spikiil ve gubernakulum yapilarmin sekil ve pozisyonlaridir.
Ayni zamanda kuyruk tarafinda bulunan papilla ve phasmidlerin say1 ve dizilimleri

tiir teshisinde olduk¢a 6nemlidir (Kaya and Stock, 1997; Stock et al., 2000).

Cizelge 2.1 Steinernema, Neosteinernema ve Heterorhabditis cinslerine ait tanimlanmis
entomopatojenik nematod tiirleri

Nematod Tiirii Kaynak

Genus: Steinernema Travassos, 1927

Steinernema kraussei (Steiner, 1923) Travassos, 1927
S.abbasi Elawad et al., 1997

S.aciari Qiu et al., 2005

S.affine (Bovien, 1937) Wouts et al., 1982
S.akhursti Qui, Hu, Zhou, Pang and Nguyen, 2005
S.anatoliense Hazir et al., 2003

S.arenarium (Artyukhovsky, 1967) Wouts et al., 1982
S.ashiunense Phan, Nguyen,2006**

S.asiaticum Anis et al., 2002

S.apuliae Triggiani et al., 2004

S.beddingi Qui, Hu, Zhou, Pang and Nguyen, 2005
S.bicornutum Tallosi et al., 1995

S.carpocapsae (Weiser, 1955) Wouts et al., 1982
S.caudatum Xu et al., 1991

S.ceratophorum Jian et al., 1997

S.costaricense Uribe-Lorio, Mora and Stock, 2006**
S.cubanum Mrécek et al., 1994

S.diaprepesi Nguyen and Duncan, 2002

S.feltiae (Filipjev, 1934) Wouts et al., 1982
S.glaseri (Steiner, 1929) Wouts et al., 1982
S.guangdongense Qiu et al., 2004

S.intermedium (Poinar, 1985) Mamiya, 1988
S.hermaphroditum Stock, GriYn and Chaenari, 2004
S.jollieti Spiridonov et al., 2004

S.karii Waturu et al., 1997

S.krausseri Steiner, 1923

S.kushidai Mamiya, 1988

S.litorale Yoshida, 2004

S.loci Phan et al., 2001a

S.longicaudum Shen and Wang, 1991

Syn.S. serratum Liu, 1992




S.monticolum

Stock et al., 1997

S.neocurtillae

Nguyen and Smart, 1992

S. oregonense

Liu and Berry, 1996b

S. pakistanense

Shahina et al., 2001

S. puertoricense

Roman and Figueroa, 1994

S.puntauvense Uribe-Lorio, Mora and Stock, 2006**
S.rarum (de Doucet, 1986) Mamiya, 1988

S. riobrave Cabanillas et al., 1994

S. ritteri de Doucet and de Doucet, 1990

S. robustispiculum Phan et al., 2005

S.sangi Phan et al., 2001b

S.scapterisci

Nguyen and Smart, 1990

S.scarabaei

Stock and Koppenhofer, 2003

S.serratum

Liu, 1992 7

S.siamkayai

Stock et al., 1998

S.silvaticum

Sturhan, Spiridonov and Mracek, 2005

S.tami Van Luc et al., 2000

S.thanhi Phan et al., 2001a

S.thermophilum Ganguly and Singh, 2000

S.websteri Cutler and Stock, 2003

S.weiseri Mrécek et al., 2003

S.thermophilum Ganguly and Singh, 2000

S.yirgalomense Nguyen, Tesfamarian, Gozel, Gaugler and Adams

Genus: Neosteinernema

Nguyen and Smart, 1994

Neosteinernema longicurvicauda

Nguyen and Smart, 1994

Genus: Heterorhabditis

Poinar, 1976

Heterorhabditis bacteriophora

Poinar, 1976

H.heliothidis

(Khan et al., 1976) Poinar et al., 1977

H.argentinensis Stock, 1993

H.baujardi Phan et al., 2003
H.brevicaudis Liu, 1994a

H.downesi Stock et al., 2002
H.indica Poinar et al., 1992

Syn.H. hawaiiensis Gardner et al., 1994
H.marelatus Liu and Berry, 1996a,b,c
Syn. H. hepialius Stock et al., 1996
H.megidis Poinar et al., 1987
H.mexicana Nguyen et al., 2004
H.poinari Kakulia and Mikaia, 1997a
H.taysearae Shamseldean et al., 1996
H.zealandica Poinar, 1990

H floridensis Khoung B. Nguyen, 2006

H.amazonensis

Andalo et al., 2006

* tip tar

T tam olarak teshis yapilmamis

** tanimlanmis olan tirler basimda

(Nishimura et al., 1994; He et al.,2000; Koppenhofer, 2000)




2.1.2 Nematodlarin tiir teshisinde kullanilan molekiiler yontemler

Tamimlanmig tiir sayisimin artmasiyla birlikte geleneksel olarak kullanilan
morfometrik yontemler entomopatojenik nematodlarin teshisinde ve taksonomisinde
yetersiz kalmistir. Bu yitizden nematodlarda tiir teshisinde morfometrik dl¢iimler ve
molekiiler analizler birlikte kullanilmaktadir. Morfometrik yontemin yeterli olmama
sebepleri; a- Tiirler arasinda yeteri kadar morfometrik farkliliklarin olmamasi b- Tiir
tanimlanmasinda kullanilan karakterlerin cogu sadece teshis icin kullanildiginda ve

filogenetik bilgi az oldugunda daha anlamlidir.

Tiir tamimlanmasinda kullanilan bir diger yontem de ciftlestirme testleridir.
Nematodlarin tiir tamimlanmasinda ciftlestirme testleri genellikle pek tercih edilmez.
Bunun en 6nemli sebebi zaman ve emek isteyen bir is olmasidir. Sonuglarin evrimsel
bir anlam tasimas1 gerektigi i¢in ¢iftlestirme testleri tek basina anlamli degildir. Ayn1
zamanda Steinernematidlerde hefmafroditizm’in kesfedilmesiyle (Griffin et al.,
2001) aym grup ig¢indeki tiirlerin dogrulugunu test etmek ve bunun i¢in yapilan
hibridizasyon uygulamalarim1 degerlendirmek oldukca zordur. Tiim bu zorluklarin
istesinden gelmek i¢in morfometrik yontemlere ilaveten bir dizi molekiiler yontem

kullanilmaktadir (Stock and Hunt, 2005).

Entomopatojenik nematodlarin tiir teshisinde en fazla kullanilan molekiiler

yontemler RAPD, RFLP ve DNA sekanslama yontemleridir (Stock and Hunt, 2005).

2.1.2.1 RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA)

RAPD-PCR yontemi Heterorhabditis ve Steinernema tiirlerinin teshisinde kullanilan
ilk yontemdir. Giliniimiizde de halen Heterorhabditis ve Steinernema izolatlar
arasindaki genetik farkliliklar1 Olgmede ve bu taksonlar arasindaki filogenetik
iliskileri degerlendirmede kullanilmaktadir. Fakat bu yontem genellikle tercih
edilmez ciinkii kopyalanma yetenegi, DNA kalitesi, DNA konsantrasyonu ve PCR
sartlar gibi bircok faktorden kolayca etkilenir. Ayrica RAPD markerlarini kullanarak
tiir i¢i ve tiirler aras1 farkliliklar1 belirtmek zordur. Bu ylizden yanlis teshislere yol

acabilir (Stock and Hunt, 2005).



2.1.2.2 RFLP (Restriction fragment lenght polymorphisim)

Restriksiyon enzimleri ve PCR-RFLP Steinernematid ve Heterorhabditis’ler i¢in iyi
bir yontem olarak bilinir ve ozellikle de Steinernema tiirlerinin ayriminda yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir (Stock and Hunt, 2005). Steinernema tiirlerinin
teshisinde kullanilan 17 tane restriksiyon enzim mevcuttur. Bazi restriksiyon
enzimleri benzer RFLP modelleri gosterirken (6rnegin, Hpa 11 ) bazilar teshis giicii
yiikksek modeller gosterir (6rnegin Alu I, Dde 1, Hha 1 ve Hinf 1) (Stock and Hunt,
2005).

Son zamanlarda, niikleotid sekans analizleri hem farkli taksonomik seviyelerde iyi
bir teshis yaptigi icin hem de filogenetik ¢alismalarda 6nemli veriler sagladigi i¢in en

cok tercih edilen yontemdir (Stock and Hunt, 2005).

2.1.2.3 DNA sekanslama hedef bolgeleri

2.1.2.3.1 Niiklear genler (¢ekirdege ait genler)

rRNA ‘larin sahip oldugu niikleotid polimorfizmi diisiik oldugu icin 6zellikle niiklear
ribozomal RNA 28S biiyiik alt iinitesinin (LSU) D2/D3 bolgeleri (Steinernema’larda)
ile ITS (internal transcribed spacer) bolgeleri (Heterorhabditis’lerde) nematodlarin

tiir teshisinde kullanilmaktadir (Stock et al., 2001).

28S rDNA Steinernematidler i¢in en etkili ve en giivenilir bolge olarak bilinir. ITS
ise entomopatojenik nematodlarin sistematiginde kullanilan degisken bir bolgedir.
Bu bolge bir dizi markera sahiptir. Heterorhabditidis‘lerde ITS-1 bolgesi tiirlerin
ayriminda yeterli genetik varyasyonlara sahiptir ve tiirler arasindaki evrimsel iligkiyi

anlamada oldukga yararh veriler saglar (Stock ve Hunt, 2005 ).
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2.1.2.3.2 Mitokondriyal genler

Giiniimiizde, nematodlarda tiirler arasindaki ve igindeki genetik varyasyonlari
¢ozmek icin yapilan calismalarda kulamilan birka¢ mitokondriyal gen vardir. Son
zamanlarda yapilan calismalarda Heterorhabditis marelata populasyonlar1 arasinda
ND4 mitokondriyal genleri kullanilarak tiir i¢i varyasyonlar saptanmistir. Diger
mitokondriyal genler COXII ve 16S rRNA Szalanski ve arkadaslar1 tarafindan
calisilmistir. Bu bolgeler tiir seviyesindeki varyasyonlar1 ve secilmis Steinernema
tirleri arasindaki ayrimi iyi bir sekilde gOstermistir. Buna ragmen birkag
Steinernema feltiae populasyonuyla calistiklarinda tiir i¢i seviyedeki varyasyonlari

gostermede basarisiz olmuslardir (Stock and Hunt, 2005).

2.1.3 Entomopatojenik nematodlarin biyolojisi ve ekolojisi

Nematodlarin sebep oldugu parazitizmde, nematodlar bocek konaklar {izerinde
bircok farkli zararli etkiye sahiptir. Bunlar; kisirlagtirma, dogurganligi, yasam
siiresini ve avcidan kagma aktivitesini azaltma, gelismeyi geciktirme ya da
davranigsal, fizyolojik ve morfolojik bozukluklar gibi olumsuz etkilerdir (Kaya and

Stock, 1997).

Boceklerdeki enfeksiyonu, morfolojik ve fizyolojik acidan toprakta uzun siire
kalabilmeye uyum saglamis olan infektif jiiveniller gergeklestirir. Infektif
jiivenillerin rolii uygun bir konagin yerini bulmaktir. Konagin yerini bulmaya yardim
eden iyi gelismis amfidlere ve bas bolgesinde papillara sahiplerdir. Hayatta kalma
siireleri nematod tiirtine (fizyolojik adaptasyon) ve ortamin fiziksel sartlarina
baghdir. Infektif jiiveniller hayatta kalmak icin bir takim morfolojik adaptasyonlar
kazanmuslardir. Ornegin, bagirsak kanallar1 ve farinks kapali oldugu igin sindirim
sistemleri islevsel degildir. Boylece sindirim sistemi boslugu indirgenmistir. Aym
zamanda agiz ve aniis kapahdir. Aylarca beslenmeden yasayabilecek biyolojik bir
doneme girerek canli kalabilirler. Bu durum nematodlar icin en dnemli hayatta kalma
stratejisidir.  Steinernematidler konak hemosdliine, bocegin sadece dogal
acikliklardan girerler (agiz, aniis ve spirakil). Buna ragmen Heterorhabditler bir cift

dorsal dise (bazen iki daha kiiciik subventral) ya da kanca seklinde yapilara sahip
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olduklar1 icin bocegin dis kutikulasini delerek dogrudan da girebilirler. Infektif
juveniller bocegin icine girdikten sonra tasidiklart mutualistik bakterileri bocegin
hemosoliine salarlar. Bakteriler girdikleri bocek dokusu i¢inde hizla cogalir ve
tirettikleri toksinle bocegi birkac giin i¢inde oldiiriirler (genelde 48 saat). Nematodlar
hem {iireyen mutualistik bakterilerin kendisiyle hem de bu bakterilerin uygun hale
getirdigi bocek dokusuyla beslenir. Erginlesen nematodlar ciftlesir ve konak iginde
tirerler. BoOylece bocegin i¢i nematodlarla dolar ve infektif juveniller besin
kalmaymca baska konak bulmak i¢in kadavradan disar ¢ikarlar. Nematodlar konagin
biiyiikliigiine gore bir, iki ya da daha fazla jeneresyon gecirebilirler (Gaugler and

Kaya, 1990).

Steinernema ve Heterorhabditis cinsleri arasindaki temel farklardan biri infektif
evreyi olusturan siirecteki gelisim sekilleridir. Steinernema’larda infektif juveniller
genelde ayr eseyli olup, disi ve erkeklere gelisirler. Heterorhabditis’lerde ise her bir
infektif juvenil hermafrodit bir disi bireye gelisir. Bunlarda sadece ikinci

jenerasyonda erkek ve disi bireyler ortaya ¢ikar (Gaugler and Kaya, 1990).

Oda sicakliginda bir¢cok Steinernematid i¢in yasam dongiisii yani enfeksiyondan
sonra infektif jiivenillerin ortaya ¢ikmasina kadar gecen siire, 7 ile 10 giin arasinda

degisir. Heterorhabdit’lerde ise bu siire 12- 15 giin kadardir (Bedding et al,. 1994).

Yapilan ¢alismalarda Steinernema cinsine ait infektif juvenillerin Xenorhabdus spp.,
Heterorhabditis jlvenillerinin ise Photorhabdus spp. bakterileriyle mutualistik
iligkili olduklari bulunmustur (Gaugler, 2002). Steinernema ve Heterorhabditis
tirleriyle iligkili olan bakteriler Cizelge 2.2’de verilmistir. Bu bakteriler sadece
biyolojik kontrol ajan1 entomopatojenik nematodlarda bulunur. Sadece III. evre
juveniller diger bir deyimle infektif jiiveniller mutualistik bakterileri tasirlar.
Steinernema infektif jiivenillerinde bakteriler, 6zofagusun arka kisminda bir kese
icinde bulunurlar. Heterorhabditis’lerde boyle bir kese yoktur. Bakteriler bagirsagin
1/3’1ik kisminda daha ¢ok ug tarafta yogun olarak bulunurlar. Photorhabdus tiirleri
biyolojik 1s1ma yapabilirler. Bu nedenle Heterorhabditis’le enfekte olmus bir larva

karanlik bir ortamda parlak goriiliir (Boemare, 2002).
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Xenorhabdus ve Photorhabdus, entomopatojenik nematodlarla mutualistik olarak
yasayan Enterobacteriaceae familyasina ait gram negatif bakterilerdir. Her iki bakteri
de fakiiltatif anaerob ve cubuk morfolojilidir. Nitrat1 nitrite indirgeyemezler. iki
bakteri cinsi arasindaki fark Photorhabdus  bakterilerinin biyolojik 1s1ma
yapabiliyor; Xenorhabdus’larin yapamiyor olmasidir. Ayrica Xenorhabdus katalaz
bakimindan negatif, Photorhabdus ise katalaz bakimindan pozitiftir. Bu bakterilerin

en yakin olduklari cins Proteus’tur (Boemare, 2002).

Bakterilerde Faz-1 ve Faz-II olmak iizere iki temel faz vardir Faz-1 nematod gelisimi
icin en ideal fazdir. Bunlar diger mikroorganizmalarin konaktan faydalanmamasi i¢in

cesitli tipte antibiyotikler iiretir (Gaugler and Kaya, 1990).
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Cizelge 2.2 Entomopatojenik nematodlar (Steinernematidae ve Heterorhabditidae) ve
bunlarla mutualistik yasayan bakteri tiirleri

Mutualistik bakteri

izole edilen nematod tiirii

Kaynak

X. nematophila

S. carpocapsae

(Poinar and Thomas, 1965)
Thomas and Poinar, 1979

X. bovienii S.affine, S.feltiae, S. intermedium, | (Akhurst, 1983)
S. kraussei

X. poinarii S. glaseri, S. cubanum (Akhurst, 1983)

X. beddingii S. longicaudum (Akhurst, 1986) Akhurst
and Boemare (1993)

X. japonica S. kushidai Nishimura et al., 1994

X. budapestensis S. bicornutum Lengyel et al., 2005

X. ehlersii S. serratum Lengyel et al., 2005

X. innexi S. scapterisci Lengyel et al., 2005

X. szentirmaii

S.rarum (Cordoba, Argentina)

Lengyel et al., 2005

P. luminescens

H. bacteriophora Brecon

(Thomas and Poinar, 1979)
Boemare et al., 1993

P.luminescens subsp. | H. indica Fischer-Le Saux et al., 1999
akhurstii
P. luminescens subsp. | H. bacteriophora HP88 Fischer-Le Saux et al., 1999
laumondii
P. temperata H. zealandica, Fischer-Le Saux et al., 1999
H.bacteriophora NC1, H. megidis
(Neoarctic izolat)
P. temperata subsp. | H.megidis (Palearctic izolat) Fischer-Le Saux et al., 1999
temperata
P.luminescens subsp. | H. bacteriophora Hazir et al., 2004
kayaii
P.luminescens  subsp. | H. bacteriophora Hazir et al., 2004
thracensis

Diger biyolojik kontrol

ajanlart  gibi

Steinernematid ve Heterorhabditidler

laboratuvarda genis bir bocek grubuna karsi etkilidirler. Bu etkilesim optimal ¢evre

sartlar1 ve hicbir ekolojik ya da davranmigsal sinirlarin olmadigi laboratuvar sartlar

gibi ortamlarda gerceklesir (Kaya and Gaugler, 1993). Buna en iyi ornek agag

yapraklariyla beslenen kelebek larvalaridir. Bu bocekler petri kaplarinda enfeksiyona

olduk¢a hassastirlar ama dogada nadiren etkilenirler. Ciinkii nematodlar cevresel

sartlardan olumsuz yonde etkilenirler. Ornegin kuruma, radyasyon ve sicaklik
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nematodlar iizerinde etkili olan abiyotik faktorlerden birkacidir (Kaya and Gaugler,

1993).

Toprak, entmopatojenik nematodlarin dogal yasam ortamlaridir ve toprak
icerisindeki zararli boceklere karsi yapilacak basarili bir biyolojik kontrol
uygulamasi i¢in biiyiik avantaj saglarlar (Shapiro-Ilan et al., 2005). Entomopatojenik
nematodlar, toprak iizerindeki canlilara etkili degillerdir ve toprak igerisinde

konaklariny, iirettikleri CO2 ‘le bulurlar (Hazir, 2002).

Baz1 Steinernematid ve Heterorhabditidler poliokseniktirler. Ornegin S.carpocapsae
laboratuvar kosullarinda farkli ordolardan 250’den fazla bocek tiiriinii enfekte
etmistir (Poinar, 1979). Benzer olarak H. bacteriophora da genis bir konak dagilimi

gosterir (Hazir, 2002).

Biitiin entomopatojenik nematodlarin farkli boceklerin miicadelesinde etkinlikleri
esit degildir. Herhangi bir entomopatojenik nematodun belirli bir bocegi enfekte
etme yetenegi bocek ve nematodun davranisi, fiziksel engeller ve immun cevaplarla
belirlenir (Crow, 2002). S. scapterisci Orthoptera grubuna oOzellikle de
Gryllotalpidae iiyelerine adapte olmustur (Grewal et al., 1993; Parkman and Smart,
1996). S. kushidai ise daha ¢ok Scarabeidae larvalarina adapte olmus bir tiirdiir
(Mamiya, 1989; Tanada and Kaya, 1993). Cizelge 2.3’te entomopatojenik

nematodlarla kontrol edilebilen bazi zararhilar verilmistir.
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Cizelge 2.3 Entomopatojenik nematodlar ile kontrol edilen bazi zararlilar ve kullanildiklart

yerler.
Uygulama Zararh Nematod tiirii
alam
Cilek, Maymuncuklar
. e H. bacteriophora
kiraz,vb. (Orn: Otiorhynchus spp).
_ Maymuncuklar
Turunggil . S. riobravis
(Orn: Diaprepes abbreviatus).
Mantar sinekler _
Mantar . S. feltiae
(Orn:Lycoriella sp.) Bradysia sp.
Siis Maymuncuklar
o . H. bacteriophora, H. megidis
bitkileri (Orn: Otiorhynchus spp).
Odun bécekleri(Orn: Capnodis spp.) || S.carpocapsae, H.bacteriophora
Cim Manas larvasi H. bacteriophora

Danaburnu

(Orn:Gryllotalpa gryllotalpa)

S. riobravis, S. scapterisci

Bozkurtlar, (Orn:Agrotis segetum)

S. carpocapsae

Dogal diismanlar biitiin organizmalar i¢in populasyon ekolojisinde ©nemli bir

faktordiir. Toprakta yasayan entomopatojenik nematodlarin populasyonu bakteriler,

funguslar, akarlar predatér nematodlar ve toprakta yasayan diger organizmalarla

azalir. Sterilize edilmis toprakta hayatta kalma siiresi sterilize edilmemis olana gore

daha uzundur. Akarlar bilinen en iyi nematod predatorleridir (Kaya, 2002).
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Topraga nematod uygularken dikkat edilmesi gereken en Onemli faktor nematod
kurumadan ve UV den zarar gérmeden hizli bir sekilde yiiksek konsantrasyonda

suyla birlikte topraga vermektir (Bedding et al., 1994).

Steinernematid ve Heterorhabditidleri etkileyen abiyotik faktorler; nem, sicaklik,

UV, toprak yapist, oksijen, pH ve tuzluluk gibi faktorlerdir (Kung et al., 1990).

Nem, nematodlarin canli kalmasindaki en Onemli faktordiir. Nematodlar hareket
edebilmek icin suya ihtiya¢ duyarlar. Sicaklik ise entomopatojenik nematodlarin
gelisimini, tiremesini ve infektivitesini etkileyen onemli ikinci faktordiir. Genelde
Steinernematidler diisiik sicakliklara, Heterorhabditidler ise yiiksek sicakliklara daha
iyl adaptasyon gosterirler.Entomopatojenik nematodlar diisitk ve yiliksek sicaklik

derecelerinde inaktiftirler (Grewal et al., 1994; Mracek and Webster, 1993).

Entomopatojenik nematodlar cogunlukla kumlu ve kumlu-tinli topraklardan elde
edilmislerdir. Nematodlar killi topraklarda az bulunur. Bunun sebebi killi topraklarin
daha az bosluga ve dolayisiyla daha diisiik oksijene sahip olmasidir (Portillo-Aguilar,
et al., 1999).

Nematodlar i¢in en uygun toprak pH degeri 4-8 arasindadir (Kung et al., 1990).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 TOPRAK ORNEKLERININ ALINMASI

2006-2007 yillar1 arasinda Aydin ili ve ¢evresinde arazi ¢calismas1 yapilarak toprak
ornekleri alinmugtir. Ornek alinan yerler rastgele secilmistir. Toprak aliminda
yiizeyden baslayip 15- 20 cm’lik derinlige kadar olan bolge tercih edilmistir (Mracek
and Becvar, 2000). Alinan 6rnekler arasinda en az 10 km’lik bir mesafe birakilmustir.
Secilen alanda aralarinda yaklasik 5-6 metre mesafe olan bir iicgen olusturularak
toplam 3 ayr1 ornek alinmigtir. Ayni alandan alinan bu 6rnekler karstirilarak elde
edilen karisimin icerisinden yaklastk 1 kg kadar toprak alinmistir. Ornek alma
isleminde kullanmilan alet her toprak alimindan sonra % 70’lik etil alkolle steril
edilmistir (Stock et al,, 1999). Toprak Ornegi alinan bolgenin adi, yiiksekligi,
vejetasyon tipi, toprak sicakligi ve GPS koordinatlar1 kaydedilmistir. Her toprak
ornegine bir kod numarasi verilerek etiketlenmistir. Alinan topraklarin kurumasini
onlemek i¢in 6rnekler plastik torbalar icerisinde buzluklara yerlestirilmistir (Kaya

and Stock, 1997; Stock et al., 1999; Mracek and Becvar, 2000).

3.2 TOPRAKTAN ENTOMOPATOJENIK NEMATODLARIN
IZOLASYONU

Araziden toplanip laboratuvara getirilen toprak ornekleri 250 ml hacimli plastik
kaplara aktarilmistir. Hazirlanan her bir toprak ornegi icerisine 5’er tane Biiyiikk Mum
Giivesi Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) son evre larvalar1 konulmustur
(Lopez-Nunez et al., 2007; Simard et al., 2007). Deney kaplan 23-24°C’lik oda
sicakliginda beklemeye alinmistir. Konulan larvalarin enfekte olup olmadigim
anlamak icin 3’er giin arayla bu kaplar toplam 15 giin siiresince kontrol edilmistir
(Hazir et al., 2003). Bu siire icerisinde enfekte olan larvalar topraktan c¢ikarilarak
White trap (White, 1927) ad1 verilen ortama alinmislardir. White trap, nematodlarla
enfekte olmus larvadan infektif jiivenillerin toplanmasi i¢in hazirlanmis olan bir
sistemdir. Bu sistem i¢ ice gecmis iki petri kabindan olusur. icte filtre kagidi olan
kiigiik petri dista ise nematodlarin ¢ikmasi i¢in su dolu olan biiyiik petri bulunur.

Enfekte olan bu larvalar filtre kagidi iizerine yerlestirilir ve biiylik olan petrinin



18

kapagi kapatilir. Yeni nesil nematodlar, filtre kagidinin oldugu kiigiik petriyi terkedip
biiyiik olan petri kabindaki suya gecerler. Boylece bu su alinarak nematodlarin
infektif jiivenil evreleri elde edilmis olur (Kaya and Stock, 1997; Koppenhofer and
Kaya, 1999).

Elde edilen infektif jiiveniller yiizeylerinin temizlenmesi i¢in cam bir beher icerisine
alinmis ve iizerlerine steril distile su eklenmistir. Nematodlar dibe ¢oktiikten sonra
istteki distile su uzaklastirilip yerine yeniden steril distile su ilave edilmistir. Bu
islem 3 kez tekrarlanmig ve boylece nematodlarin yiizeyleri yikanmistir. Temizlenen
bu nematodlar 6zel saklama kaplarina alinarak 10 vel5 °C’lik iklim dolaplarinda

saklanmistir (Kaya and Stock, 1997; Koppenhofer and Kaya, 1999).

3.3 STEINERNEMATID VE HETERORHABDITIDLERIN TUR
TESHISLERININ YAPILMASI

Elde edilen entomopatojenik nematodlarin tiir teshis islemleri icin morfolojik ve

morfometrik yontemlerin yani sira molekiiler teknikler de kullanilmistir.

Molekiiler calismalarda sekans analizleri i¢in Steinernematidlerde 28S rDNA’nin
biiyiik alt iinitesi (LSU), Heterorhabditidler icinse ITS (internal transcribed spacer)
bolgesi kullanilmigtir. Sekans sonuglart Gen Bankasinda mevcut olan diger tiirlere ait
sekanslarla karsilastirilmistir. Tiim izolatlar Stock et al., (2007) uygun olarak

Arizona Universitesinde molekiiler yonden analiz edilmistir.
3.4 MORFOMETRIK YONTEM

Entomopatojenik nematodlarin tiir teshisi yapilirken morfometrik 6l¢iimlerde infektif
jiiveniller ve ilk jenerasyona ait erkek nematodlar kullanilmistir (Hominick et al.,
1997; Kaya and Stock, 1997). Her Steinernema cinsine ait nematod izolat1 igin
birinci jenerasyona ait ergin erkekler ile infektif jiivenillerden 20 6rnegin Ol¢timii

yapilmistir (Hazir et al., 2003)
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Morfometrik olciimler Amerika Birlesik Devletleri Arizona Universitesi Plant

Pathology boliimiinde Dr. Patricia Stock’un laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

Morfometrik ol¢iimlerde kullanilan ortak kriterler: toplam viicut uzunlugu (TU),
maksimum viicut genisligi (MG), bastan bosaltim deligine olan uzaklik (EP), bastan
sinir halkasi sonuna olan uzaklik (NR), bastan 6zofagus kaidesine olan uzaklik (ES),
kuyruk uzunlugu (TL), aniis genisligi (AG), “a” oran1 (toplam viicut uzunligunun
maksimum viicut genisligine orani), “b” oram (toplam viicut uzunligunun 6zafagus
uzunluguna orani), “c” orani (toplam viicut uzunlugunun kuyruk uzunluguna orani),
“d” orami (%D) (anterior sonu ile bosaltim deligi arasindaki mesafenin 6zofagus
uzunluguna orant X 100), dir “e” oram (%E) (anterior sonu ile bosaltim deligi
arasindaki mesafenin kuyruk uzunluguna orant X 100) dir. Bunlara ilaveten erkek
nematodlar icin spikiil uzunlugu (SU), gubernaculum uzunlugu (Gub.U), genital
papillalarin sayist ve dizilimleri de gdz oniine alinmistir (Hominick et al.1997; Kaya

and Stock, 1997).

3.5 MOLEKULER YONTEM

3.5.1 Fenol-Kloroform ekstraksiyonunun hazirlanmasi

Niikleik asit amplifikasyonu igin, Heterorhabditis izolatlar1 icin 7-8 giinliik;
Steinernema izolatlar1 icinse 3-4 giinliikk enfekte olmus Galleria larvalan
parcalanarak disi ve erkek nematodlar elde edilmistir. Elde edilen bu nematodlar 1.7

ml’lik eppendorf tiiplerine alinip iizerine lizis tamponu ilave edilmistir.

Lizis tamponu: 500 pul TE (10 mM tris- 1 mM EDTA, pH 8.0)
15 ul %20’lik SDS
20 pl proteinaz K (son konsantrasyon 10mg/ml,)
1. Tipler 50°C’lik sicak su banyosunda bir gece bekletilmistir.
2. 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.
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Eger pargalanma tam olarak gerceklesmis ise Ornekler bir giin siireyle +4 °C’de
buzdolabinda bekletilmistir.

3. Bu uygulamalar sonucu her bir 6rnege 10ul RNAaz eklenmistir.

4. Tipler 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 aktarilmustir.

7. Her bir tiipiin icerdigi hacime esit miktarda tiiplerin iizerine fenol eklenmis ve her
tiip Once kisa siireyle vortekslenip daha sonra 5 dakika siireyle santrifiij edilmistir.

8. Tiiplerin iizerindeki siipernatant dikkatlice alinmig ve yeni bir eppendorf tiipiine
aktarilmistir.

9. Bu tiipler icerisine ayn1 hacimde 24:1 oraninda kloroform/isoamylalkol eklenmis
ve Once vorteks sonra da santrifiijlenmistir.

10. Ustteki siipernatant toplanip yeni bir tiip icerisine aktarilmis ve bu tiipe her 100
pl igcin 10 pl Sodyum asetat eklenmistir.

11. Tiiplerin iizeri 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 s1v1 alinmis ve tiipiin dip kismindaki metaryal kurumaya birakilmustir.

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

15. Spektrofotometrik 6Olciimden sonra her bir Ornek 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).

3.5.2 Polimeraz zincir reaksiyonu icin orneklerin hazirlanmasi

PCR, DNA molekiilleri toplulugunda, 6zgiil hedef DNA dizilerinin dogrudan
cogaltilmasina dayanir ve bu yontemin uygulanabilmesi icin ¢ok az miktarda DNA
bile yeterlidir. Bir PCR reaksiyonunda 25-30 dongii yeterlidir. Bir dongii 4-5 dakika
siirer. 25-30 dongii sonunda, DNA miktrarinda yaklasik 1,000,000 kez artma olur.
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Islem, thermocycler (1s1 dongiiciisii) denilen makinelerde, dnceden dongii sayisi ve

sicakliklar belirlenen programlarla, otomatik olarak gerceklestirilir.

PCR ii¢ temel basamaktan olusur

Cogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir (90-95°C” de,
yaklagsik 5 dakika).

Primerler tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanir (50-70°C’ de 15-30
niikleotit uzunlugunda).

DNA polimerazin 1s1ya dayanikli bir sekli, niikleotitleri 5° den 3" ne dogru
ekleyerek, primerlerin uzamasimi saglar ve hedef DNA’min iki zincirli

kopyasin olusturur (70-75°C).

PCR’nin Temel Bilesenleri

Kalip DNA

DNA polimeraz enzimi
Primerler

dNTP karisimi
Tampon ve MgCl2

(Temizkan ve Arda, 2003)

1. Buzdolabindan cikarilan DNA tiipleri kisa bir vorteksden sonra 30 sn siireyle

santrifiijlenmistir.

2. Her bir 6rnek i¢in 0.2 pl’lik 6zel PCR tiipleri kullanilmistir.

3. Her bir 0.2 pI’lik bos ependorf tiipiine;

Heterorhabditisler icin,

7.0 ul
12.5ul
1.25ul
1.25ul

steril distile H,O
Red taq
Primer 93

Primer 94
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94 (forward) 5’- TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3’
93 (reverse) 5’-TTGAACCGGGTAAAAGTCG-3" (Ellis et al.,1986; Stock et
al,2001).

Steinernematidler igin;

7.0 ul steril distile H,O

12.5ul Red taq

1.25ul  Primer 391

1.25ul  Primer 501

391 (direct) 5’-AGCGGAGGAAAAGAAACTAA-3’
501 (reverse) 5’-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3’

eklenmis ve bu maddeler vorteks ile karigtirilmigtir.

5. PCR i¢in gerekli maddelerin eklendigi bu tiiplerin her birine 6nceden elde edilen
DNA’dan 3pl ilave edilmistir.

6. Hazir hale gelen tiipler PCR aletine yerlestirilmis ve Heterorhabditisler igin,
ITS-60°C’lik program, Steinernematidler i¢in; 28S-52°C’lik program secilerek islem

baslatilmistir.

3.5.3 Agaroz jel diizeneginin hazirlanmasi

%1.3’liikk Agaroz jel hazirlamak i¢in;
0.36 gr Agaroz (Omnipur )
28 ml 1X TBE kullanilmustir.

Agaroz eritilerek hazirlandiktan sonra icerisinde 1X TBE tamponu bulunan jel
tankina dikkatlice aktarilmistir. Jel yaklasik 20 dakika siireyle donmaya birakilmis ve

bu arada PCR’dan ¢ikan tiipler buz igerisine konulmustur.

Jel yiiklemek icin hazir hale geldiginde icerisinde;

3ul steril distile H,O
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2ul Tracking dye (mavi renkli yiikkleme boyasi)
2ul DNA

bulunan her bir 6rnek icin yeni 0.2ul’lik tiipler hazirlanmistir. Bu tiiplerin yam sira

bir de DNA ladder hazirlanmistir. Bunun icerisine de;

4 ul steril distile H,O
2ul Tracking dye
1ul DNA ladder (farkli uzunluktaki DNA fragmanlarindan olusan kullanima hazir

referanslar) ilave edilmistir.

Hazirlanan bu tiipler 6nce vorteklenip daha sonra 15 sn siireyle santrifiij edildikten
sonra agaroz jel’in her kuyucuga 7 ul olacak sekilde yiikleme yapilmis ve yiiriitme
tankinin kapagi kapatilip voltaj 100-103 volta ayarlanmistir. Yaklasik 45 dakika
siireyle beklendikten sonra i¢inde tampon bulunan jel icinde 33ul Ethidium Bromide
bulunan bir kaba aktarilmis ve kap calkalayici iizerine yerlestirilmistir. 15 dakika
siireyle bu ortamda bekleyen jel icerisinde sadece distile su bulunan bagka bir kaba
aktarilip tekrar 15 dakika siireyle calkalayici iizerinde bekletilmistir. Daha sonra
Ethidium Bromide iceren jel’e temas etmeden jel, ultraviole (UV) aleti iizerine

yerlestirilmis ve karanlik bir ortamda goriintiilenmistir.

Molekiiler diizeyde yapilan calismalar Arizona Universitesi Plant Pathology

boliimiinde Dr. Patricia Stock’la birlikte gerceklestirilmistir.

3.5.4 Sekans analizi

Agarose jel elektroforeziyle DNA miktar1 saptandiktan sonra sekans analizi igin
icerisinde;

10 pl PCR iiriinii

4 pl exoSAP-IT (usb) (exoSAP-IT 100bp den biiyiik 20 kb dan kiigiik olan PCR
tiriinlerini temizlemek i¢in kullanilir.) bulunan 0.2 pl’lik yeni tiipler hazirlanmig ve

bu tiipler



24

37°C’de 15 dakika bir kez, 80°C’de 15 dakika bir kez olmak tizere PCR makinesinde
tutulmustur.

Steinernema  spp. LSU  sekanslart  ig¢in ileri yondeki 1no.502 (5°-
CAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGGC) primerleri kullamlmistir. Ters yondeki
primerler olarak no.503 (5’- CCTTGGTCCGTGTTTCAAGACG) kullanilmistir
(Stock et al., 2001).

Sekans reaksiyonlart ABI BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ile
firmanin 6nerdigi protokole uygun olarak yapilmistir. Sekans reaksiyonu sonrasi

ornekler Applied Biosystems 3730 DNA Analyzer aleti kullanilarak yiiriitiilmiistiir.

Bu tez calismasinda elde edilen Steinernema cinsine ait nematod tiirlerinin molekiiler
analizi i¢cin 856 baz cifti uzunlugundaki 28S ribozomal RNA biiyiik alt biriminin
D2D3 gen bolgesi, Heterorhabditis’ler i¢in ise ITS bolgesi kullanilmistir. 28S rDNA
dizi analizleri PAUP Version 4.0b10 Macintosh (PPC/Altivec) filogeni c¢izim

programi kullanilarak olusturulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calisma entomopatojenik nematodlarin dagilimlartyla ilgili olarak Aydin ilinde
yapilan ilk arastirma ozelligini tasimaktadir. Calisma sonucunda Aydin ili ve
cevresindeki topraklarda bulunan entomopatojenik nematodlarin cesitliligi ve
dagilimlar1 belirlenmistir. 2006-2007 yillar1 arasinda yapilan arazi ¢aligmalarinda
toplam 82 toprak 6rnegi alinmis ve bunlarin 10 tanesinden entomopatojenik nematod
elde edilmistir. Pozitif 6rneklerin toplam sayisal oram1 %12’dir. Hazir ve arkadaslar
(2003) tarafindan yapilan ve Tirkiye’nin tamamimi kapsayan arastirma sonucunda
toplam 1167 toprak Ornegi incelenmis ve 24 entomopatojenik nematod izolati1 elde
edilmistir. Bu ¢alismada pozitif c¢ikan topraklarin oran1 %2 olarak tespit edilmistir.
Aydin bolgesinde yapilan detayli calismadan elde edilen %12’lik oran Tiirkiye

ortalamasina oranla oldukga yiiksek bir degerdir.

Morfometrik, morfolojik ve molekiiler verilerinin bir arada degerlendirilmesi
sonucunda Aydin ili ve ¢cevresinde gerceklestirilen bu calisma sonucunda elde edilen
10 entomopatojenik nematod izolatinin 3 tanesinin Steinernema cinsine, 7 tanesinin

ise Heterorhabditis cinsine ait oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Aydin ili ve cevresindeki topraklardan elde edilen entomopatojenik nematod
tiirleri ve habitat 6zellikleri

izolat | Entomopatojenik Ornek alman Topralf Yiikseklik| Ornek alma .

no nematod yerler Sli?(l;l)lgl (metre) Zamani Habitat
09-01 |S.weiseri Germencik 17 467  21.03.2006 |Cam Ormani
09-20 |H. bacteriophora |Davutlar 234 31 P3.02.2006 [Meyve bahgesi
09-31 |S.feltiae Pasayaylasi 153 204 130.04.2006 |Sebze tarlasi
09-38 |S.feltiae Umurlu 23.9 66 30.04.2006 [Karpuz tarlas:
09-38 |H. bacteriophora |[Umurlu 239 66 130.04.2006 [Karpuz tarlasi
09-39 |H. bacteriophora |Yenipazar 25.3 63  130.04.2006 [Meyve bahgesi
09-43 |H. bacteriophora |incirliova 29.6 296 [20.062006 [Meyve bahgesi
09-48 |H. bacteriophora  Bryikl kdyii 27.2 55  10.06.2006 |Sebze tarlasi
09-58 |H. bacteriophora  |Alangiillii kOyii| 27 57  10.06.2006 |Sebze tarlasi
09-64 |H. bacteriophora |Yenice 241 318 115.07.2007 [Sebze tarlast
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m H.bacteriophora
% S.weiseri

\ A S.feltiae

Sekil 4.1 Aydin ili ve ¢evresindeki topraklardan elde edilen entomopatojenik nematodlarin

dagilimlari.
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Elde edilen her tiire ait bir izolatin tiir teshisinde kullanilan morfometrik Sl¢iim

sonuclar1 Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.2 Steinernema feltiae (izolat 09-38)’nin morfometrik 6l¢iim (um) sonuglari

Tiir ad1: Steinernema feltiae

Izolat no: 09-38

Infektif juveniller

TU MG ES EP NR TL AG a b c d e
Min 775.7 27.8 1185 550 97.0 69.1 159 19.7 63 10.6 439 70.1
Ort 875.6 365 126.1 609 1123 76.0 18.6 243 69 11.5 483 80.3
Maks 936.1 449 136.8 65.0 1259 83.8 224 285 7.7 126 536 &9.1
Ss 39.1 46 51 26 67 41 17 27 03 06 25 5.1

[lk jenerasyon erkek nematodlar

TU MG ES EP NR TL AG SU Gub.U a b c d e

Min 1013.6 71.7 112.1 61.4102.920.1 33.7 58.0 32.1 13.0 79 319 423 175.0
Ort 13154 82.1 134.1 77.1 123.129.0 38.7 684 458 195 83 29.0 119.7 418.3
Maks 1639.5 96.0 152.1 87.2 141.538.7 45.5 76.5 58.7 19.7 13.0 66.8 74.7 363.3
Ss 1933 82 128 8.7 122 49 30 59 73 1.8 31.8 45 4664 654

Min: Minimum
Ort: Ortalama
Maks: Maksimum
Ss: Standart sapma
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Cizelge 4.3 Steinernema weiseri (izolat 09-01) nin morfometrik 6l¢iim (um) sonuglari

Tiir adi: Steinernema weiseri

zolat no:09-01

Infektif juveniller

TU MG ES EP NR TL AG a b C d e

Min 8147 239 112.6 552 934 61.6 145 226 6.7 11.8 452 794
Ort 9146 30.8 121.3 60.0 106.6 68.8 17.3 30.0 7.6 133 495 874
Maks 989.0 384 130.8 66.1 1189 779 19.1 379 87 152 577 95.1
Ss 514 39 47 35 63 40 13 37 05 08 31 44

[1k jenerasyon erkek nematodlar

TU MG ES EP NR TL AG SU Gub.U a b [ d e

Min 1054.2 75.0 122.554.1 1049209 315 675 402 1.7 7.6 295 43.0 1609
Ort 1392.9 132.0 134.2 77.6 120.331.7 40.5 79.5 52.3 19.5 83 29.0 119.7 4183
Maks 1782.8 947.0 144.5 98.5 138.346.7 50.7 86.4 61.7 19.6 129 65.9 69.8 394.2
Ss 2105 19207.1 11.892 56 48 53 5.6 3.8 31.8 45 4664 654

Min: Minimum
Ort: Ortalama
Maks: Maksimum
Ss: Standart sapma
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Cizelge 4.4 Heterorhabditis bacteriophora (izolat N09-39)’mn morfometrik 6l¢iim (um)

sonuglari

Tiir ad1: Heterorhabditis bacteriophora

Izolat no: 09-39

Infektif juveniller

TU MG ES EP NR TL AG a

b c d e

Min 521.2 223 1147 124.1 1044 614 10.0 194 42 70 974 155.1
Ort 5777 248 1242 1324 1132 68.6 11.7 234 4.7 85 106.7 194.5
Maks 618.9 31.2 130.1 1409 1229 83.1 142 2642 5.08 10.0 122.84 223.7

Ss 263 22 4.1 48 4.8 59 12 19

02 0.8 5.8 18.1

Erkek nematodlar

TU MG ES EP NR TL AG SU Gub.U a b c d e

Min 797.3 39.6 104.7 113.891.2 22.6 16.1 40.6 17.6
Ort 896.0 46.0 108.1 129.595.9 309 18.4 449 224
Maks 1024.0 53.9 111.2 147.5103.388.2 21.7 50.8 26.7
Ss 611 40 19 90 33 137 15 29 25

15.8 7.4 10.4 106.1 160.6
19.5 83 29.0 119.7 418.3
223 9.2 399 1329 570.0
1.5 31.8 45 4664 654

Min: Minimum
Ort: Ortalama
Maks: Maksimum
Ss: Standart sapma
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Molekiiler analizler sonucu elde edilen filogenetik agaclar Steinernema ve

Heterorhabditis tiirleri arasindaki iligkileri gostermistir (Sekil 4.2 ve 4.3).

Steinernematidler icin olusturulan filogenetik agaca gore, 09-31 ve (9-38
izolatlarinin S. feltiae oldugu belirlenmistir. 09-01 no’lu izolatin ise ayr1 bir grupta
yer aldig1 ve bu izolatin S. weiseri tiiriine ait oldugu tespit edilmistir. S. feltiae ve S.
weiseri tiirlerinin birbirine yakin tiirler oldugu ve bu iki ayn tiire en yakin tiirlerin
Steinernema kraussei ve Steinernema oregonense oldugu filogenetik agacta

goriilmektedir (Sekil 4.2).

Heterorhabditidler icin olusturulan filogenetik agaca gore biitiin izolatlarin ayni tiir
oldugu ancak 09-39, 09-58 ve 09-64 izolatlarin bir grup, 09-38, 09-20, 09-43, 09-48
izolatlarinin ise kendi aralarinda bir grup olusturdugu goriilmiistiir (Sekil 4.3) 09-39,
09-58 ve 09-64 izolatlarinin digerlerinden ayrilip ayni grup i¢inde toplanma sebebi

bu tiirlerin 2 bazinin digerlerinden farkli olmasidir.
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—— S.affine

S.intermedium
S.anatoliensel

S.websteri
S.weiseri

L Stein 09-01
— Stein 09-31

Stein 09-38
S.feltiae
S.kraussei
S.oregonense
S.kushidai
S.diaprepesi
S.puertoricense
S.cubanum
S.longicaudum
S.arenarium
S.hermaphroditum
S.scarabaei

S .karii

S.rarum
S.bicornutum
S.riobrave
S.abassi
S.monticolum
S.siamkayai
S.carpocapsae
S.scapterisci

C.elegans

Sekil 4.2 Steinernema cinsine ait entomopatojenik nematodlarin tiir dagilimini gosteren

filogenetik agac
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H.bacteriophora

H.bact-09-20

H.bact-09-48

H.bact-09-43

H.bact-09-38

Het-09-64

Het-09-39

Het-09-58

H.mexicana

H.baujardi

H.indica

H.zealandica

H.megidis

H.marelata

C.elegans

Sekil 4.3 Heterorhabditis cinsine ait entomopatojenik nematodlarin tiir dagilimini gosteren

filogenetik agac
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Hazir et al., (2003) tarafindan yapilan ¢alismada Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden
elde edilen 24 izolatin 17 tanesi Steinernema, 7 tanesi ise Heterorhabditis cinsine

aittir. Aydin ili ve cevresinde Heterorhabditis’lerin daha yogun oldugu goriilmiistiir.

Bu calismada elde edilen Steinernema cinsine ait olan 3 izolattan 2 tanesinin
Steinernema feltiae (izolat no 09-38 ve 09-31), 1 tanesinin ise Steinernema weiseri
(izolat no 09-01) tiiriine ait oldugu belirlenmistir. Elde edilen S. feltiae izolatlarindan
biri Pasayaylasi bolgesindeki sebze bahgesinden, digeri ise Umurlu ilgesindeki
karpuz tarlasindan elde edilmistir. S. weiseri izolat1 ise Germencik ilcesinin Habibler

koyii cam ormanindan elde edilmistir.

S. feltiae tiirii diinyadaki en yaygin entomopatojenik nematod tiirli olarak kabul
edilmektedir. Bunun olasi nedeni olarak S. felfiae tiiriiniin ya kitalar ayrilmadan 6nce
ortaya ¢ikmis bir tiir olmasindan ya da etkin bir dagilim gosterebilen 6zellik tastyor
olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir (Hominick et al., 1996). Tiirkiye’den ilk
elde edilen entomopatojenik nematod tiirii de S. feltiae’dir (Ozer et al., 1995). Hazir
et al (2003) tarafindan yapilan calismada elde edilen 17 Steinernema’nin 10 tanesi
yine S. feltiae tiirtine ait bulunmus ve Tiirkiye’deki en yaygin entomopatojenik

nematod tiirii oldugu belirtilmistir.

Aydm ili ve cevresinden elde edilen diger Steinernema tiiri olan S. weiseri ise son
yillarda ve sadece Avrupa’da tespit edilen bir tiirdiir. Bugiine kadar Cek
Cumhuriyeti, Almanya, Slovakya, Ingiltere ve Iskogya’dan izole edilmistir (Mracek
et al., 2003). Tiirkiye’de S. weiseri’nin ilk tespiti ise Ankara’dan olmustur (Unlu et
al., 2007). izole edildigi bolgelere bakildiginda S. weiseri’nin soguk bolgelere adapte
bir tiir oldugu disiiniilmektedir. Yapilan calismalarda bu tiiriin daha cok ¢im
alanlardan ve meyve bahgelerinden, daha az siklikla ormanlik alanlardan izole
edildigi belirtilmistir. Unlii ve arkadaslart (2007) S.weiseri tiiriinii Ankara,
Beytepe’den cam agaci ormanindan izole etmistir. Benzer olarak bu calismada elde
edilen S.weiseri de cam ormanindan izole edilmistir. Bazman ve arkadaslari,
(yaymlanmamis veri) S. weiseri’nin ekolojisiyle ilgili yaptiklar1 detayli ¢aligmada bu
tiriin soguga adapte bir tiir oldugunu belirlemistir. Aydin ili ve cevresi genelde

tliman Akdeniz iklimine sahiptir. Ancak S. weiseri’nin izole edildigi Germencik-
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Habibler koyii daglik bir bolge olup deniz seviyesinden yiiksekligi yaklagik 500m.

civarindadir.

Aydm ilinden elde edilen Heterorhabditis cinsine ait izolatlarmn hepsinin
Heterorhabditis bacteriophora tiiriine ait oldugu belirlenmistir. Tiirkiye’de bugiine
kadar yapilan calismalardan elde edilen Heterorhabditis’lerin tamami H.
bacteriophora tiiriine ait ¢ikmistir. Daha 6nce yapilan c¢alismada da (Hazir et al.,
2003) elde edilen Heterorhabditis izolatlarinin hepsinin H. bacteriophora tiiriine ait
olduklar1 bildirilmigtir. Susurluk et al., (2001), yaptiklar1 calismada H. bacteriophora
tiiriine ait (izolat Tur-H1 ve Tur-H2) entomopatojenik nematodlar izole etmislerdir.
S. feltiae gibi H. bacteriophora da diinyanin en yaygin entomopatojenik nematod
tirlerinden birisidir. Genelde S. feltiae soguk iklim bolgelerinden ve daha cok
kiyidan uzak kesimlerden elde edilen bir tiirdiir (Wright, 1992; Hominick et al.,
1996). H. bacteriophora ise sicak bolgelerden ve ozellikle kiyiya yakin yerlerdeki
topraklardan elde edilen bir tiirdiir (Hominick et al., 1996). Iklim sartlar1 g6z oniine
alindiginda Aydimn ili ve ¢evresinden elde edilen entomopatojenik nematodlarin
cogunun Heterorhabditis bacteriophora tiiriine ait olmalar1 daha 6nceki ¢alismalari
desteklemektedir. Aydin ilinin 6zellikle deniz kiyisina yakin yerlerinden alinan
toprak orneklerinden H. bacteriophora izole edilmis olmasi bu tiiriin kiyiya yakin ve
sicak bolgelere adapte bir tiir oldugunu bir kez daha gostermistir. Zaten
Heterorhabditis cinsine ait nematodlarin izole edildigi topraklarin sicaklik degerleri
de Steinernema cinsine ait nematodlarin bulundugu topraklarin sicaklik degerlerine

oranla daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.1).

Genelde aym toprak 6rneginde birden fazla tiir elde edilememektedir. Ancak yapilan
bu ¢aligmada 09-38 no’ lu toprak drneginden hem S. feltiae hem de H. bacteriophora
tiirlerine ait iki ayr1 entomopatojenik nematod izole edilmis olmas1 oldukga ilgingtir

(Sekil 4.1, Cizelge 4.1).
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5. SONUC

Yapilan ¢alismada alman 82 toprak Orneginin 10 tanesinden entomopatojenik
nematod elde edilmistir. Aydin ili smrlarindan alinan toprak Orneklerinde
entomopatojenik nematod bulunma oram %12 olarak tespit edilmistir. Bu 10 pozitif
ornekten 3 tanesi Steinernema cinsine (%30), 7 tanesinin de Heterorhabditis cinsine
(%70) ait oldugu belirlenmistir Morfometrik, morfolojik ve molekiiler verilerin bir
arada degerlendirilmesi sonucunda elde edilen Steinernema cinsine ait nematodlarin
S. feltiae ve S. weiseri olduklari, Heterorhabditis cinsine ait tiim izolatlarin ise H.

bacteriophora tiiriine ait oldugu belirlenmistir.

Toprak igerisindeki entomopatojenik nematodlarin izolasyonu i¢in konak organizma
olarak Galleria mellonella larvalar1 kullanilmigtir. Dolayisiyla Lepidoptera
larvalarin1 enfekte edebilen tiirler izole edilebilmistir. ileride yapilacak yeni
calismalarda farkli ordolara ait bocek konaklarin kullanilmasi entomopatojenik

nematodlarin ¢esitliligini arttirabilecektir.

Bu calisma sonucunda tarimin yaygin olarak yapildigi bir bolge olan Aydin ilindeki
entomopatojenik nematod tiirlerinin dagilimi ve c¢esitlilikleri belirlenmistir. Elde
edilen yeni izolatlar Tiirkiyenin biyolojik ¢esitliligine katkida bulunmustur. Aydin ili,
iklim, toprak, topografik yap1 ve diger ekolojik 6zellikleri nedeniyle polikiiltiir tarim
yapilan bir sehirdir. Akdeniz ikliminin hakim oldugu Aydin ilinde incir, zeytin ve
kestane basta olmak lizere pamuk, narenciye, karpuz, kavun, cilek ve cesitli sebze-
meyve iretimi gerceklestirilmektedir. Tarim bolgesi olmasi dolayisiyla bu bolgede
cok sayida toprak alti zararlis1 mevcuttur. Toprak dogal yapisi itibariyle uygulanan
insektisitlere karsi dogal bir bariyer o6zelligi tasimaktadir. Bu nedenle toprak alti
zararlilariyla miicadele etmek olduk¢a zordur. Oysa toprak dogal yasam ortamlari
oldugu icin entomopatojenik nematodlar agisindan boyle bir bariyer s6z konusu
degildir. Ayrica kimyasal insektisitlerin kullaniminin ¢evre insan sagligi agisindan
ortaya c¢ikardigi olumsuz sonuglar, entomopatojenik nematodlar icin gecerli degildir.
Bu nedenlerden dolayi elde edilen entomopatoejnik nematod izolatlarinin gelecekte

bu bolgedeki zararli organizmalara karsi etkin bir biyolojik kontrol ajani olarak
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kullanilmas1 miimkiin olabilecektir. Milyonlarca yillik bir siire¢ icerisinde bulundugu
cevreye uyum saglamis olan, o bolgeye 6zgii entomopatojenik nematod izolatlarinin

kullanilmasi biyolojik kontroliin basar1 oranim arttiracak en 6nemli unsur olacaktir.
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