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ENTOMOPATOJENIK NEMATODLARIN (STEINERNEMATIDAE VE
HETERORHABDITIDAE) ORDU ILINDEKI{ YAYILISI VE TUR CESITLILIGI
UZERINE BiR ARASTIRMA

OZET

Bu c¢alisma, Ordu ili ve ¢evresindeki entomopatojenik nematodlarin
dagilimlarinin ~ ve ¢esitliliginin  belirlenmesi  amaciyla 2009-2010  yillarinda
gergeklestirilmistir. Calisma boyunca Ordu ilinin 18 ilgesinden 156 toprak Ornegi
alinmistir. Alman toprak 6rneklerinden 8 adet entomopatojen nematod izolat1 elde
edilmistir. Nematod izolati elde edilme orami % 5,1 olarak tespit edilmistir. Bu
calismada kullanilan rRNA, ITS Dbolgelerinin sekans analizlerinin  verilerine ve
morfometrik Ol¢limlere dayanarak, elde edilen entomopatojenik nematodlarm, 4
tanesinin  Steinernema feltiae , 1 tanesinin  Steinernema kraussei,1 tanesinin
Steinernema  carpocapsae , 1 tanesinin Steinernema sp. ve 1 tanesinin de
Heterorhabditis bacteriophora oldugu tespit edilmistir. Entomopatojenik nematodlarin
izole edildigi habitatlarin %50’sinin dogal alanlar, %50’simin tarim yapilan alanlar
oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmanin bir sonucu olarak diinyada en yaygin tiir olarak
bilinen S. feltiae’nin Ordu ilinde de en yaygin entomopatojen nematod tiirii oldugu

ortaya c¢ikarilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tirkiye, Ordu, Entomopatojenik nematod, Steinernema sp.,

Heterorhabditis sp.
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A RESEARCH ON THE
DISTRIBUTION AND THE DIVERSITY
OF THE ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES (STEINERNEMATIDAE
AND HETERORHABDITIDAE)
IN ORDU PROVINCE

ABSTRACT

The current study aimed to understand the diversity and distrubition of
entomopathogenic nematodes in Ordu Province and its vicinity during the period of
2009-2010. One hundred and fifty six soil samples obtained from 18 towns of Ordu
province were examined for entomopathogenic nematodes and 8 different isolates
characterised. The nematode isolates have been identified as the rate of 5.1%. As a
consequence of ITS region gene sequence of rRNA and morphometric values
Steinernema  feltiae (4), Steinernema kraussei, Steinernema carpocapsae,
Heterorhabditis bacteriophora species were identified. The habitats of the isolated
entomopathogenic nematodes almost equally distributed between natural and
agricultural fields. In this study, Steinernema feltiae which known most widely
distributed species in the world is found as a most common species in the research area

as it is the known most widely distrubuted species in the world.

Key words: Turkey, Ordu, Entomopathogenic nematode, Steinernema sp.,

Heterorhabditis sp.
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1. GIRIS

Tarimsal faaliyetlerde ve dogal yasam alanlarinda zararli boceklere karsi
insektisitlerin kullanilmalari, basta yer alti sularinin kirlenmesi olmak tizere pek ¢ok
hedeflenmemis organizmalar icin potansiyel tehlike olusturmaktadir. Insektisitlerin
hedef organizmaya 6zgiinlikkleri bulunmadigindan dolay1 genellikle birgok canlinin
hedef olmasina neden olurlar (Belair ve ark., 2010). Sonugta zararli boceklerin dogal
diismanlarinin ve faydali béceklerin de 6liimiine yol acarlar (Delbeke ve ark., 1997). Bu
béceklerle miicadelede yogun bir sekilde insektisit kullanimi zamanla boceklerin bu
insektisitlere karsi direng olusturmasina da neden olmustur (Immaraju ve ark., 1992;
Nagarkatti ve ark., 2002; Onstad ve ark., 2002). Neticede, dogal besin zincirinde toksik
olan bu kimyasallarin birikmesi hem insan sagligi hem de ¢evre agisindan biiyiik riskler
olusturmaktadir (Cohen ve ark., 1987; Doane ve ark., 1990).

Son yillarda kimyasal miicadelenin olumsuz yonlerinin ortaya ¢ikarilmasinin
ardindan, zararli boceklerle miicadelede alternatif miicadele yontemleri arama yoluna
gidilmistir. Arastirmacilarin dikkatleri yeniden ekolojik dengeyi bozmayacak miicadele
tekniklerine ve 6zellikle biyolojik miicadeleye ¢evrilmistir (Ogurlu, 2000).

Biyolojik kontrol, zararli boceklerin baskilanmasinda, yogunlugunun ve hasar
seviyesinin azaltilmasinda parazitoid, predatdr, patojen, antagonist veya rekabetci
populasyonlarin kullanilmasidir (Waterhouse ve Norris, 1987). Biyolojik miicadele,
kimyasal miicadeleye gore dogal dengenin kurulmasina yardimer olmasi, uzun vadede
kalici sonuglar vermesi ve nihai hedefe ulastirabilmesi bakimindan en ¢ok tercih
edilmesi gereken miicadele yontemidir. Biyolojik miicadeleyi asil 6nemli kilan,
ekosistemlerin dengesini bozmamasi ve zararl tiirler iizerinde kalic1 ve dinamik bir etki
meydana getirmesidir. Biyolojik miicadelenin {istiinliigii bu ikisini bir arada
saglayabilmesinden ileri gelmektedir. Bu ozellikler diger miicadele yontemlerinde
bulunmamaktadir (Ogurlu, 2000).

Dogada boéceklerin iizerinde patojen olarak yasayarak hastalanmasina neden olan
ve sonra onlar1 dldiiren kokeni bakteri, fungus, viriis, riketsia, protozoa ve nematod olan
mikroorganizmalara entomopatojen adi verilir (Lipa, 1975; Deacon, 1983). Biyolojik
miicadelenin mikroorganizmalar kullanilarak yapilmasi mikrobiyal miicadele olarak

adlandirilir (Peter, 1984).



Mikrobiyal miicadele genellikle bécek patojeni mikroorganizmalar kullanilarak
yapilmaktadir. Dogada bulunan entomopatojenler bdcek  populasyonlarinin
dengelenmesinde biiyilk 6neme sahiptir. Bu mikroorganizmalar ¢ogunlukla dogadaki
hastalikl1 boceklerden veya topraktan izole edilir (Lipa, 1975).

Entomopatojenlerin yakin gelecekte, mikrobiyal kontrol ajani olarak, sadece fiyat
ve etkinlik bakimindan degerlendirildiginde bile kimyasal insektisitlere gére daha
kullamgli hale gelecegi diistiniilmektedir. Buna ek olarak, bu entomopatojenlerin
mikrobiyal kontrol ajani olarak kullanimi, ekosistemdeki biyolojik ¢esitliligin
strdiiriilmesi, zararl tiirlerin dogal diismanlarinin korunmasi, besinler iizerinde kalinti
birakmamasi, hedeflenmemis diger organizmalar ve insanlar agisindan giivenli olmasi
gibi birgok avantajlara sahiptir (Lacey ve ark., 2001). Bu avantajlara ragmen Tiirkiye’de
bu konuda yeterli calisma yapilmadig: diisiiniilmektedir. Ancak son zamanlarda bir¢ok
zararll bocekten entomopatojenler izole edilmis ve laboratuvar ortaminda kendi
konaklari {izerindeki insektisidal etkileri belirlenmistir (Demirbag ve ark. 2008).

Boceklerde parazit olarak yasayan ve ¢ogunlukla &liimlerine yol agan birgok
nematod tiirti bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda 30’u askin nematod
familyasina ait tiirlerin, boceklerle iliskili oldugu belirtilmistir (Poinar, 1979, 1990;
Kaya ve Stock, 1997). Ozellikle Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalari,
entomopatojenik nematod olarak isimlendirilirler ve zararli boceklerle mikrobiyal
miicadelede en sik kullanilan gruplardir (Glazer ve Lewis,, 2000; Lui ve ark., 2000).

Entomopatojen nematodlar, diinyada baskin olan zararlilara karsi potansiyel
biyopestisit olarak kullanilabilmeleri nedeniyle oldukta ilgi ¢ekici bir gruptur (Shapiro-
Ilan ve ark, 2002). Ayrica genis bir konak dagilimina ve 6ldiiriicii etkiye sahip olmalar
entomopatojenik nematodlarin potansiyel bir biyolojik kontrol ajani goriilmesini
saglamistir (Gaugler ve Kaya, 1990).

Entomopatojenik nematodlar kimyasal ve mikrobiyal insektisitlerin etkin olarak
uygulanmalarinin zor oldugu toprak ortaminda bulunurlar. Toprak, yapis: itibariyla
uygulanan zararli bocek predatorlerinin ve parazitlerinin penetrasyonunu engelleyen bir
ozellige sahiptir. Ancak topragin entomopatojenik nematodlar i¢in bdyle bir engelleyici
ozelligi bulunmamaktadir. Clinkii toprak bunlarin dogal yasam ortamidir (Kaya ve
Gaugler, 1993). Entomopatojenik nematodlarin dogal ortamlarinin toprak olusu,.
konakgilarini arayip bulma ozellikleri, genis bir konak araligina sahip olmalarn

nedeniyle yasaminin bir evresini toprakta geciren pek ¢ok tarim, ev ve bahge



zararlisinin kontroliinde basariyla kullanilmalart imkanini verir (Gaugler ve Kaya.,
1990; Kaya ve Gaugler., 1993).

Giinlimiizde entomopatojenik nematodlar ticari olarak iiretilen bir iirlin haline
gelmis olup turunggil bahgelerinde, ¢ilek tarlalarinda, yaban mersini yetisen tarlalarda,
mantar yetistirme alanlarinda, ¢imenlik alanlarda (Grewal, ve ark., 2005), findik
bahgelerinde (Bruck ve Walton, 2007) ve seralarda (Belay ve ark., 2005),
kullanilabilecegi gosterilmisti Bu nedenledir ki, bélgelere 6zgiin entomopatojen
nematod tiirlerinin kesfedilmesi 6nem kazanmistir. Bu amagla bolgesel izolatlarin
kesfedilmesi ve tanimlanabilmesi i¢in diinya ¢apinda bir¢ok ¢alisma yiiriitiilmektedir.
Su ana kadar Antartika kitasi hari¢ tim kitalardan entomopatojenik nematod izole
edilmistir (Griffin ve ark., 1991; Hominick, 2002; Lorio ve ark., 2005).

Tiirkiye, Avrupa ile Asya arasinda yer almis olmasi nedeniyle her iki kitanin
yapisindan etkilenerek kendine 6zgii bir ekolojik yapr kazanarak flora ve fauna
yoniinden zengin bir biyogesitlilige sahip olmasina ragmen Tiirkiye’de entomopatojen
nematodlarin dagilimi ile ilgili bugline kadar az sayida calisma yapilmistir. Oysa
Tirkiye’de bulunacak yeni nematod izolatlarinin biyolojik g¢esitlilige ve biyolojik
miicadele uygulamalarina katkisi biiyiik olacaktir.

Bu tez ¢alismasi i¢in Karadeniz Bolgesinin 6nemli findik tarim alanlarindan biri
olan Ordu ili ve 18 ilgesi segilmistir. Caligmanin amact bu bélgedeki topraklarda yer

alan entomopatojen nematodlarin yayilist ve tiir ¢esitliliginin belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

Nematodlar (Sube: Nematoda) genellikle segmentsiz, seffaf, uzun, silindirik
sekilli; boylar1 0.1 mm ile birka¢ metre arasinda olan omurgasiz hayvanlardir. Viicut
ozelliklerinden dolayr yuvarlak solucanlar veya ipliksi solucanlar olarak adlandirilirlar.
Sinir, sindirim, iireme, bosaltim ve kas sistemleri vardir. Fakat gérme, duyma gibi bazi
duyusal yapilar, dolasim ve solunum sistemleri yoktur (Koppenhofer, 2000).
Nematodlar diinya iizerinde ¢ok ¢esitli yasam alanlarina uyum saglamislardir. Bazilar
deniz, tatli su ve toprak ekosistemlerinde serbest yasarken bazilar1 bitkiler ve
hayvanlarda kommensal, mutualistik, veya parazitik iliski i¢inde yasar (Maggenti,
1981).

Nematodlarin yiizeyleri hiicresel olmayan yumusak ve elastik bir kutikula ile
kaplidir. Nematod kutikulasinin abiyotik (toprak partikiilii gibi) ve biyotik faktorlere
(parazit, patojen ve predatér gibi) kars1 engelleyici bir gorevi vardir. Bu kutikiil yar

gegirgen bir membran olup sivilarin nematod viicudu i¢ine ve disina gegisine izin verir.
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Sekil 2.1. Entomopatojen nematodlarin morfolojik yapilar
(http://classes.seattleu.edu/biology/biol235/hodin/nematodePriapulidGroup/n
ematodes/formAndFunction.htm, 04.06.2011).

Bu sayede nematod ile gevresi arasinda dogrudan iliski saglanir (Hazir, 2002).
Kutikula tiim nematod yiizeyini sarar ve stoma, farinks, rektum, vulva, kloak, bosaltim

deligi kanali ve belirli duyu organlarini igerir (Chen et al., 2004) (Sekil 1.1).



Nematodlarin gelisimi sirasinda kiitikiil 4 kez degistirilir. Her deri degistirme sirasinda
eski deri atilir ancak bazi formlarda eski deri saklanir ve nematodun etrafina ikinci bir
deri ya da kiitikiil iiretilir (Poinar, 1991).

Nematodlar genellikle ayr1 eseylidirler. Erkeklerde bulunan ciftlesme organi
spikiil, erkek ve disilerin kolaylikla ayirt edilmesini saglar. Erkeklerin viicut yapisi
genellikle disilere gore kiigtiktir (Chen et al., 2004). Bunun yaninda giftlesmeye
yardime1 olan gubernakulum adi verilen bir yapiya da sahiplerdir. Ergin disilerde bir
veya iki adet ovaryum bulunmaktadir. Bunlar viicudun ventral ve orta kisminda yer alan

bir vulva ile disariya agilirlar (Kaya and Stock, 1997).

2.1. Entomopatojenik Nematodlar ve Morfolojileri (EPN)
(Steinernematidae ve Heterorhabditidae)
Entomopatojenik nematodlarin sistematigini De Ley ve Blaxter (2002) molekiiler

filogenetik verilere dayanarak asagidaki gibi hazirlamislardir.

Sube: Nematoda
Sinif: Chromadorea
Takim: Rhabditida
Alttakim: Tylenchina
Ust Aile: Strongyloidoidea
Aile: Steinernematidae
Cins: Steinernema
Cins: Neosteinernema
Alttakim: Rhabditina
Ust Aile: Strongyloidea
Aile: Heterorhabditidae
Cins: Heterorhabditis
Cins: Heterorhabditidoides



Entomopatojenik nematodlarin izolasyonu ilk kez Steiner (1923) tarafindan
enfekte olmus testere sineginden Neodiprion sp. (Hymenoptera: Diprionidae) yapilmis
ve bulunan tiir Aplectana cinsi i¢inde A. kraussei olarak isimlendirilmistir. Travassos
(1927) bu cinsi Steinernema olarak tekrar isimlendirmistir.

Steinernema cinsinin morfolojik 6zellikleri incelendiginde disiler, biiyiiktiir ve
boylar tiirden tiire degisir. Kutikula diizgiin veya halkalidir. Lateral ¢izgiler yoktur.
Erkekler, disilere nazaran daha kiiciiktiir. Anterior bélgede alt1 labial papilla, dort
sefalik papilla ve genelde bir perioral disk bulunur. Farinks disilerinkine benzerdir.
Testis tektir ve geriye dogru esnektir. Infektif juvenillerde (=iiciincii evre infektif
juvenil=1]) stoma ige ¢okiiktiir. Viicut incedir ve bazi durumlarda ikinci evre juvenil
evreden kalma kutikula kilifi tasiyabilir. Viicudun lateralinde spesifik ¢iftler

olusturabilen ¢izgiler bulunur (Sekil 2.2) (Adams ve Nguyen, 2002).
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Sekil 2.2. Steinernema cinsinin morfolojik yapilarinin sematik gosterimi. A, E, J:
Infektif juvenil. A: Genel goriiniisii; E: Farinks bélgesi; J: Kuyruk bolgesi;
B, I, K-M: Erkek. B: Genel gériiniis; I: Kuyruk bolgesi; K-M: Spikiil ve
Gubernakulum; C, D, F, G, H: Disi. C: Genel goriiniis; D: Farinks bolgesi;
F: Vulva bolgesi; G, H: Kuyruk bolgesi (Phan ve ark., 2006a).

Glaser ise 1931 yilinda Amerika’da Popilla japonica’yr (Coleoptera:
Scarabaeidae) enfekte eden bir entomopatojen nematod tiirii olan Steinernema glaseri
(Neoplectana glaseri)’yl kesfetmistir. Daha sonra Glaser ve arkadaslari (1940), bu
nematodu yeterli miktarda Ureterek, New Jersey’de 73 farkli alanda Popillia

Japonica’nin Kontrolii i¢in kullandilar. Glaser aym1 zamanda in vitro kosullarda



nematodlarin kiiltlirasyonunu yapan ve entomopatojen nematodu bu bocek tiiriine karsi

arazide test eden ilk arastirici olmustur (Stock, 2005). Nguyen ve Smart (1994)

Neosteinernema cinsini tanimlamis ve bu cinsi Steinernematidae familyasina eklemistir.

Giiniimiizde bu familya Steinernema ve Neosteinernema olmak lizere iki cins icerir.

Steinernema cinsi i¢inde yer alan 73 tiir ve izole edildikleri iilkeler Cizelge 2.1°de

verilmistir. Neosteinernema cinsi N. longicurvicauda isimli tek tirle temsil edilir.

Cizelge 2.1. Steinernema Cinsi Iginde Yer Alan Tiirler

Tiir ismi [zolasyon kaynagi Lokalite Referans

Steinernema abbasi Toprak Umman Flawad ve ark., 1997

S. aciari Toprak Cin Qui ve ark., 2005a

S. affine Bibionidae Danimarka Bovien, 1937

S. akhursti Toprak Cin Qui ve ark., 2005b

S. anatoliense Toprak Tiirkive Hazir ve ark., 2003a

S. arenarium Toprak, Anomola dubia Rusya Artyukhovsky, 1967

S. apuliae Toprak Italya Triggiani ve ark., 2004

S. ashiuense Toprak Japonya Phan ve ark., 2006a

S. australe Toprak Sili Edgington ve ark., 2009a
S. backnense Toprak Vietnam Phan ve ark., 2006b

S. beddingi Toprak Cin Qui ve ark., 2005¢

S. bicornutum Toprak Yugoslavya Tallosi ve ark., 1995

S. boemarei Toprak Fransa Lee ve ark., 2009

S. carpocapsae Cydia pomonella Cek Cumhuriyeti | Weiser, 1955

S. caudatum Toprak Cin Xu ve ark., 1991

S. ceratohorum Toprak Cin Jian ve ark., 1997

S. cholashanense Toprak Cin Nguyen ve ark. 2008

S. citrae Toprak G Afrika Stokwe ve ark. , 2010

S. colombiense Toprak Kolombiya Lopez-Nunez ve ark., 2008
S. costaricense Toprak Kosta Rika Uribe-Lorio ve ark., 2007
S. cubanum Toprak Kiiba Mracek ve ark., 1994b

S. cumgarense Toprak Vietnam Phan ve ark., 2006b

S. diaprepesi Diaprepes abbreviatus ABD Nguyen ve Duncan., 2002
S. eapokense Toprak Vietnam Phan ve ark., 2006b

S. everestense Toprak Nepal Khatri-Chhetri ve ark., 2011
S. feltiae Bibionidae Danimarka Filipjev, 1934

S. gazii Toprak Hindistan Ali ve ark., 2009

S. glaseri Popillia japonica ABD Steiner, 1929

S. guangdongense Toprak Cin Qui ve ark., 2004

S. hebeiense Toprak Cin Chen ve ark., 2006

S. hermaphroditum Toprak Endonezya Stock ve ark., 2004

S. jollieti Toprak ABD Spiridonov ve ark., 2004a
S. ichnusae Toprak italya Tarasco ve ark., 2008

S. intermedium Toprak ABD Poinar, 1985

S. karii Toprak Kenya Waturu ve ark., 1997

S. khoisanae Toprak Giiney Afrika Nguyen ve ark., 2006a

S. kraussei Cephaleia agabeyetis Almanya Steiner, 1923

S. kushidai Anomala cuprea Japonya Mamiya, 1988

S. leizhouense Toprak Cin Nguyen ve ark., 2006b
S.lamjungense Toprak Nepal Khatri-Chhetri ve ark., 2010




Cizelge 2.1. Steinernema Cinsi Iginde Yer Alan Tirler

S. litorale Toprak Japonya Yoshida, 2004

S. loci Toprak Vietnam Phan ve ark., 2001

S. longicaudum Toprak Cin Shen ve Wang, 1991
S.minuta Toprak Tayland Maneesakorn ve ark., 2010
S. monticolum Toprak Giiney Kore Stock ve ark., 1997

S. neocurtillae Neocurtilla hexadactilla ABD Nguyen ve Smart, 1992
S. oregonense Toprak ABD Liu ve Berry, 1996a

S. pakistanense Toprak Pakistan Shahina ve ark., 2001

S. phyllophagae Phyllophaga sp. ABD Nguyen ve Buss, 2011

S. puertoricense Toprak Porto Riko Roman ve Figueroa, 1994
S.pui Toprak Cin Oiu ve ark., 2011

S. puntauvense Toprak Kostarika Uribe-Lorio ve ark., 2007
S. rarum Toprak Arjantin Doucet, 1986

S. riobrave Helicoverpa zea USA Cabanillas ve ark., 1994
S. ritteri Toprak Arjantin Doucet ve Doucet, 1990
S. robustispiculum Toprak Vietham Phan ve ark., 2005

S. sangi Toprak Vietnam Phan ve ark., 2001

S. sasonense Toprak Vietnam Phan ve ark., 2006b

S. scapterisci Scapteriscus vicinus Uruguay Nguyen ve Smart, 1990
S. scarabaei Anomala orientalis ABD Stock ve Koppenhofer, 2003
S. siamkayai Toprak Tayland Stock ve ark., 1998

S. sichuanense Toprak Cin Mracek ve ark., 2006

S. silvaticum Toprak Almanya Sturhan ve ark., 2005

S. tami Toprak Vietnam Luc ve ark., 2000

S. texanum Toprak ABD Nguyen ve ark., 2007

S. thanhi Toprak Vietnam Phan ve ark., 2001

S. thermophilum Toprak Hindistan Ganguly ve Singh, 2001
S. unicornum Toprak Sili Edgington ve ark., 2009b
S.vulcanicum Toprak italya Clausi ve ark., 2011

S. xueshanense Toprak Cin Mracek ve ark., 2009

S. websteri Toprak Cin Cautler ve Stock, 2003

S. weiseri Toprak Cek Cumbhuriyeti | Mracek ve ark., 2003

S. yimgalemense Toprak Etiyopya Nguyen ve ark., 2004a

Bir diger EPN familyasi olan Heterorhabditidae Poinar (1975) tarafindan Giiney

Avustralya’da Heliothis punctigera (Noctuidae, Lepidoptera) pupasimi enfekte eden

Heterorhabditis bacteriophora’nin tanimlanmasiyla olusturulmustur. Familya iginde

Heterorhabditis ve Heterorhabditidoides olmak tizere iki cins bulunmaktadir.

Heterorhabditis cinsinin morfolojik 6zellikleri incelendiginde infektif juveniller

konak bocege girdikten sonra hermafroditik disilere gelisirler. Bu disilerde kafa hafifce

yuvarlaklagmgtir. Iyi gelismis alti konikal dudak bulunur ve her bir dudagin yakininda

bir terminal papilla bulunur. Erkeklerde, hafifce viicudun ventraline kivrilmis olan

spikill, ¢ift ve ayndir. Spikiilin bas kismi laminasindan kisadir. infektif juveniller,

genellikle ikinci evre juvenil evreden kalma kutikula kilifi tagir. Kafada, belirgin dorsal

disler meveuttur. Agiz ve aniis kapalidir. Stoma, paralel duvarli kapali bir bélme gibi

gOriiniir. Farinks ve bagirsak indirgenmistir (Adams ve Nguyen, 2002).




Heterorhabditis cinsi biri tartismali olmak tizere 18 tiir icerir (Cizelge 2.2).

Heterorhabditidoides cinsi ise 2008 yilinda tanimlanmistir ve H. chongmingensis olarak

isimlendirilen tek tiirle temsil edilir (Zhang ve ark., 2008).

Cizelge 2.2. Heterorhabditis Cinsi Iginde Yer Alan Tirler

Tiir ismi [zolasyon kaynag Lokalite Referans
Heterorhabditis Toprak Brezilya Andalo ve ark., 2006
amazonensis

H. atacamensis Toprak Sili Edgington ve ark., 2010
H. bacteriophora Heliothis punctigera Avustralya Poinar, 1975

H. baujardi Toprak Vietnam Phan ve ark., 2003

H. brevicaudis Toprak Cin Liu, 1994

H. downesi Toprak Irlanda Stock ve ark., 2002

H. gerrardi Toprak Avusturalya Plichta ve ark., 2009

H. floridensis Toprak ABD Nguyen ve ark., 2006¢
H. georgiana Toprak ABD Nguyen ve ark., 2008

H. indica Scirpophaga excerptalis | Hindistan Poinar ve ark., 1992
H._marelata Toprak ABD Lui ve Berry, 1996b

H. megidis Popillia japonica ABD Poinar ve ark., 1987

H. mexicana Toprak Meksika Nguyen ve ark., 2004b
H. poinari Toprak Giircistan Kakulia ve Makaia, 1997
H. safricana Toprak Giiney Afrika Malan ve ark., 2008

H. sonorensis Diceroprocta ornea Meksika Stock ve ark., 2009

H. taysearae Toprak Misir Shamseldean ve ark., 1996
H. zealandica Heteronychus arator Yeni Zelanda Poinar, 1990

* Orijinal tammlamay1 gosteren ¢aligmadaki eksiklikler nedeniyle sistematik pozisyonu tartismalidir.

2.1.1. Entomopatojenik Nematodlarin Biyolojisi ve Hayat Dongiisii

Entomopatojen nematodlarin enfekte ettigi konukgularinda farkli zararlar
goriilebilir. Bunlar; kisirlastirma, dogurganligi, yasam siiresini ve avecidan kagma
aktivitesini azaltma, gelismeyi geciktirme ya da diger davramissal, fizyolojik ve
morfolojik bozukluklar seklinde olabilir (Kaya ve Stock, 1997). Ayrica yumurta
birakma sayisinda ve ugus aktivitesinde azalma da goriiliir. Siddetli infeksiyonlarda ise
konukguda hizli bir 6liim meydana gelir (Koppenhéfer, 2000).

Steinernematidler ve Heterorhabditler genelde benzer bir hayat dongiisiine
sahiptirler. Bunlarda yumurta, 4 farkli morfolojik larval dénem ve ergin dénem olmak
tizere toplam 6 evre vardir. Nematodlarin gelismemis evrelerinin boceklerinki ile
karismamasi i¢in larva yerine juvenil terimi kullanilir. En 6nemli larval dénem bu
grubun basarisim saglayan 3. evre larval donem (1J, infektif juvenil veya dauer juvenil)

dir. Toprakta bulunan ve konag: arayip bulan evre bu 3. evredir (Koppenhéfer, 2000).
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Bu evre beslenme ihtiyaci duymadan, konuk¢u diginda yasayan ve toprakta uygun
konuk¢u olabilecek zararlilar1 arayan tek donemdir. Entomopatojen nematodlarin
liciincli donem larvalari, yani infektif juveniller béceklerde patojenik olan ve
Enterobacteriaceae familyasinda bulunan bakterilerle simbiyotik iliski icindedirler.
Steinernematidler, Xenorhabdus spp., Heterorhabditidler ise Photorhabdus spp.
bakterilerini tagirlar (Boemare, 2002; Hazir ve ark., 2003b)).

Toprakta yasayan infektif juveniller konak bocege agiz, aniis ve spirakulum gibi

viicut agikliklarindan giris yapar. Konaga giren infektif juveniller gomlek degistirir ve
tagidiklan simbiyotik bakteriyi konak hemoseline salarlar (Bornstein-Frost et al., 2005).
Bocek hemoseli bakterilerin hizli bir sekilde ¢cogalabilmesi i¢in uygun bir ortam saglar.
Salgiladiklar1 toksinler ve ekzoenzimler sayesinde bocek dokusunu parcalayan
bakteriler, konagin 24-48 saat icerisinde 6liimiine yol agarlar (Kaya ve Gaugler, 1993;
Glazer ve Lewis, 2000; Burnell ve Stock, 2000).
Nematodlar daha sonra konak igerisinde tireyen kendi simbiyotik bakterileri ve konak
dokusu tlizerinden beslenerek dordiincii evre juvenillere (J4) doniisiirler. J4’ler beslenip
geliserek ilk jenerasyon disi ve erkek bireyleri meydana getirirler (Adams ve Nguyen,
2002).

Steinernematidlerde ilk jenerasyonda meydana gelen disi ve erkek bireyler
¢iftleserck  ikinci jenerasyonu olusturacak yumurtalarin  gelisimini  saglarlar.
Yumurtadan ¢ikan nematodlar annenin dokularini besin olarak kullandiklarindan dogum
bu nematodlarda annenin 6liimiiyle sonuglanir. Gomlek degistirerck biiyiiyen infektif
juveniller yeni konak bulmak i¢in bécek kadavrasim terk ederler (Koppenhofer, 2000).
Bu beslenmeyen evre toprak igerisinde uygun bir konak bulana kadar aylarca canliligin
stirdiirebilir (Burnell ve Stock, 2000).

Steinernema’larin aksine Heterorhabditis’lerde ilk jenerasyonda disi-erkek
farklilasmas: gériilmez. Olusan tiim ergin bireyler hermafroditik disidir. Hermatroditik
disilerden olusan yumurtalarin juvenillere gelisimi disi birey i¢inde gerceklesir.
Heterorhabditis’lerin ikinci jenerasyonunda disi ve erkek bireylerle birlikte ilk
jencrasyondaki gibi hermafrodit bireyler de meydana gelir (Raifer ve Glazer, 2000).

Hazir (2002)’a gbre nematod bakteriye su nedenlerle bagimlidir:

1. Bakteriler nematodun konaginin hizla bir gekilde dliimiine sebep olur.
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2. Bakteriler antibiyotik lreterek (Xenorhabdicin, Xenoccoumarin) sekonder
mikroorganizmalar1 ortamdan uzak tutar ve nematodlarin gelisimleri i¢in uygun
bir ortam meydana getirirler.

3. Bakteriler konukgu dokusunu nematodlarin yararlanabilecegi uygun besin
formuna ¢evirirler.

4. Nematodlar bakterilerin kendilerini de besin olarak kullanilirlar.

Hazir (2002)’a gore bakteri nematoda su nedenlerle bagimlidir:
1. Nematodlar bakterileri dis ortamdan korur.
2. Bocek hemosolii igerisine girislerini saglar.
3. Nematodlar konuk¢unun antibakteriyel proteinlerini inhibe eder (Poinar, 1986;

Boemare ve ark., 1996; Koppenhéfer, 2000; Simoes ve ark., 2000; Wee ve ark.,

2000).

Entomopatojenik nematodlarin hayat dongiilerinin siiresi, bulunduklar sicaklik
derecesine ¢ok bagimlidir (Koppenhéfer, 2000). Oda sicakliginda bircok Steinernematid
i¢in yasam dongiisii yani enfeksiyondan sonra infektif jiivenillerin ortaya ¢ikmasina
kadar gegen siire, 7 ile 10 giin arasinda degismektedir. Heterorhabdit’lerde ise bu siire
12- 15 giin kadardir (Bedding ve ark, 1994). Jenerasyon sayisi ve olusacak yeni nesil
nematod sayisi bulunduklar1 konaga ve ortamin sicaklik derecesine baghidir (Finnegan
ve ark., 1999).

Entomopatojen nematod enfeksiyonlar1 pek ¢ok belirti ile tammlanabilmektedir.
Konagin 6liimiinden kisa siire sonra kadavra yumusamaya ve rengi degismeye baslar.
Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) larvalari gdz oniine alindiginda
nematod tlirtine bagli olarak Steinernematidler tarafindan enfekte edilen larvalar
kahverenginin tonlari, toprak rengi ve siyah renk goriiliirken; Heterorhabditler
tarafindan enfekte edilen larvalar kirmizi, turuncu, mor, sar1 ve bazen de yesil renk
goriilmektedir (Sekil 2.3).

Kadavrada olusan renk simbiyotik bakteri nedeniyledir. Steinernematid ile
enfekte olan bocekler nematod gelisimi sirasinda yumusak ve gevsek goriinmektedirler.
Heterorhabditlerle enfekte olan larvalar ise zamanla daha az yumusaklasirlar. Enfekte
olan larvalarin kutikulii ince ve igeriyi gésteren bir yapida olursa nematodlar disaridan
bakildiginda kolaylikla gorilebilirler. Entomopatojenik nematodlarla enfekte olan

kadavralar kokusmazlar ve pargalandiklar1 zaman dahi kétii bir koku ortaya ¢ikmaz.
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Enfekte olan larvalarin dokular1 normal yapilarimi yitirir ve yumusarlar ancak asla s1v1
hale dénmezler. Heterorhabditlerle enfekte olan kadavralarda viicut igerigi sakizimsi bir

hal alir (Koppenhéfer ve Fuzy, 2007).

A B

Sekil 2.3. A: Steinernema sp., B: Heterorhabditis sp. tarafindan enfekte olmus Galleria
mellonella larvalari.

Entomopatojenik nematodlarin olduk¢a genis bir konak spektrumu oldugu
disiiniiliir (Poinar, 1986). Bu diisiince laboratuarda yiiriitiilen biyoassay c¢alismalari
sonuglarina bakilarak olusmustur. Oyle ki; Steinernema carpocapsae’nin laboratuar
sartlarinda 11 ordo ve 75 familyaya dahil 250 farkli bocek tiiriinii enfekte ettigi tespit
edilmistir (Poinar, 1979). Ancak arazi sartlarina uygulandiginda durum bdyle degildir.
Ciinkii laboratuar ortaminda sartlar nematod enfeksiyonu i¢in optimumdur ve
enfeksiyonu engelleyecek higbir dogal bariyer yoktur. Alan uygulamalarina
gecildiginde konak dagiliminin azaldig: goriilmektedir (Koppenhdofer, 2000).

Entomopatojenik nematodlarin ratlar (Wang ve ark., 1983), tavsanlar (Wang ve
Liu, 1983), kuslar (Kermarrec ve Mauleon, 1985) ve maymunlar (Wang ve ark., 1984)
gibi yiiksek omurgalilara herhangi bir etkisinin olmadig tespit edilmistir. Siiriingenler
ve bazi amfibi tiirleri, laboratuar sartlarinda yiiksek dozda ve agizdan uygulama ile
entomopatojenik nematodlara maruz kaldiklarinda ancak olumsuz etki gdzlenebilmistir
(Bathon, 1996). Bu sonuglar 1s1ginda yiiksek omurgalilar zararli kontrolii igin
entomopatojenik nematod uygulamalarindan etkilenmeyecegi soylenebilir (Ehlers ve

Hokkanen, 1996).
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2.1.2. Entomopatojenik Nematodlar1 Etkiliyen Abiyotik Faktorler

Entomopatojenik nematodlarin performansim etkileyen en 6nemli  abiyotik
faktorler; nem, sicaklik, UV, toprak yapisi, oksijen, pH ve tuzluluk gibi faktsrlerdir
(Kung ve ark., 1990). Nematodlar hareket edebilmek igin suya ihtiya¢ duyarlar. Toprak
neminin diisiik oldugu topraklarda nematodlarin infektivesi 6nemli derecede azalir.
Bunun nedeni nematodun konaga dogru hareketini kolaylastiran su filmi diizeyinin ¢ok
az olmasindandir. Ayn1 zamanda toprak gdzeneklerinin tamamen suyla dolu olmasi da
nematod hareketini kisitlar (Kaya, 1990).

Sicaklik entomopatojenik nematodlarin basarisi kisitlayan dnemli bir cevresel
faktordiir. Infektivite, tireme, gelisme (Jagdale ve ark., 2005), solunum, hayatta kalis,
dagibm ve konak bulma davranigi gibi biyolojik faaliyetleri iizerinde etki
gostermektedir (Griffin, 1993). [Jlerin en aktif oldugu sicaklik araligi 12-32 °C
arasindadir ve bu araligin disinda kalan sicakliklarda entomopatojenik nematodlarin
penetrasyon ve gelisim hizi ¢ok azalir (Georgis ve Gaugler, 1991). Diisiik sicaklik,
infektif juvenillerin enzimatik aktivitesinin, hareketinin ve metabolik faaliyetinin
azalmasina inaktif hale gelmelerine sebep olur. Yiiksek sicakliklar ise metabolik
aktiviteyi arttirip, enerji rezervlerini tiiketeceginden yasam siiresini kisaltict bir etki
gosterir (Kaya, 1990; Hazir, 2002).

UV 1sinlar1 ¢ogu nematod tiirli igin zararhidir ve 8ldiiriicii etki gdstermektedir.
Entomopatojen nematodlarin UV’ye dogrudan maruz kalmamalari i¢in toprak yiizeyine
uygulamalari, sabah ve aksamlari, yeterli miktarda su ile birlikte verilerek yapilmalidir
(Hazir, 2002; Shapiro- Ilan ve ark., 2006). Nematodlar i¢in en uygun toprak pH degeri
4-8 arasindadir Bu ylizden pH degerinin infektif juvenillerin hayatta kalmalarinda
onemli bir etkisi yoktur. Ancak pH=10 degerinde hayatta kalma siireleri hizla
azalmaktadir (Kung ve ark., 1990).

Toprak tipi entomopatojenik nematodlarin konagi enfekte etme yetenegini ve
toprak icindeki hareketini etkiler (Kaya, 1990). Toprak icindeki oksijen
konsantrasyonunu  etkileyen toprak por bosluklari, toprak partikiillerinin
diizenlenmesiyle ilgilidir. Nematodlar kumlu topraklarda, por genisligi ¢ok kiiciik olan
killi topraklara nazaran daha kolay hareket eder ve hayatta kalir (Kung ve ark., 1990).
Kimyasal pestisitler ile giibrenin entomopatojen nematodlar iizerinde pozitif, nétral

veya negatit etkileri oldugu saptannustir. Taze ve yilksek miktarda kimyasal giibre
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kullanimi entomopatojen nematodlarin hayatta kalis siireleri ve etkinliginde zarar

vericidir (Shapiro-Ilan ve ark., 2006).

2.1.3. Entomopatojenik Nematodlari Etkileyen Biyotik Faktorler

Entomopatojen nematodlarin dogadaki varligim etkileyen biyotik faktdrlerden en
onemlisi konukgulardir. Ciinkli nematodlarin hayatta kalmalar ve iiremeleri i¢in uygun
konukgular bulmalar1 gerekir. Ayrica bazen karsilastiklari olumsuz ¢evre sartlarindan
bu konukgularin i¢ine girerek kurtulmaktadirlar (Koppenhéfer ve Fuzy, 2007). Toprak,
entomopatojen nematodlar i¢in rekabetci, predatér, parazit, patojen, konak olan ve
olmayan ozellikteki organizmalan igerir (Kaya, 2002). Bu yiizden entomopatojenik
nematodlar toprak iginde, bakteri, fungus, predatér nematodlar ve arthropodlar gibi
bircok dogal diismanla karsi karsiya kalirlar (Smart, 1995). Akarlar bilinen en iyi
nematod predatorleridir. Nematodlarla beslenen funguslar toprakta yaygin bir sekilde
bulunurlar. Bu funguslar predatdr veya endoparasitik olarak nematod populasyonlarini
baskilayabilir (Kaya, 2002).

Entomopatojen nematodlarda goriilen tiir i¢i rekabet; konak bulma stratejilerini,
konag istila etmelerini, konaga yerlesmelerini ve iiremeleri gibi ¢esitli biyolojik
faaliyetlerini etkilemektedir (Stuart ve ark., 2006). Bir konukcu icerisinde cok fazla
sayida 1J’nin bulunmasi durumunda tiir i¢i rekabet nedeniyle ortamin nematodlar icin
uygunlugu azalabilmektedir. Tiirler arasi rekabet oldugu durumlarda tiirlerden birisi
ortadan kalkmaktadir (Koppenhéfer ve Fuzy, 2007).

Toprakta yasamni gegiren bdceklerin ¢cogunda nematod parazitligine karsi bir
savunma mekanizmast gelismistir. Bu savunma mekanizmalar1 arasinda, caydirict
kimyasallar iiretmek (Thurston ve ark., 1994), gegirgen olmayan kokon yapimi, CO,
salimmm kesintiye ugratmak (Gaugler, 1988), tiiyler veya diger mekanizmalarla ag1z
ve aniis gibi dogal acikliklar kapatmak ve epidermisi sertlestirmek (Eidt ve Thurston,
1995), bacaklarla [Jleri siipiirmek ve viicudunu sert bir yiizeye siirtmek (Gaugler ve
ark., 1994) sayilabilir. Bir 1J konak bécege penetre olmaya calisirken bécegin hem

tiziksel hem de fizyolojik bagisiklik sisteminin cevabina maruz kalir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Toprak Orneklerinin Alinmas:

Toprak drnekleri 2009 ve 2010 yillarinda Nisan ve Ekim aylar1 arasinda Ordu ve
18 ilgesinin gesitli lokalite ve yiikseklikteki tarim ve orman arazilerinden alinmustr.
Ornek alma yerleri rastgele secilmistir (Griffin ve ark., 2000). Ancak yapilan
calismalarda, entomopatojen nematodlarin kumlu ve kumlu-tinli topraklardan daha fazla
clde ediliyor olmasi nedeni ile arazi ve iklim kosullar1 da biiyiik 6l¢iide gdz oniinde
bulundurulmaya calisilmistir (Stock ve ark., 2008). Toprak 6rnekleri, iistteki kuru
tabaka hafif temizlendikten sonra 15-20 cm derinlikten alinmistir (Campbell ve ark.,
1998). Toprak oOrnekleri alinirken segilen alanlarin aralarinda belirli bir uzaklik
olmasina dikkat edilmistir. Segilen alanda aralarinda yaklasik 5-6 metre mesafe olan bir
tiggen olusturularak alinan 3-8 toprak oOrnegi karigtinilarak iginden yaklasik 1 kg
alinmistir (Stock ve ark., 1999). Toprak 6rnegi alinan bslgenin ad, yiiksekligi, vejetasyon
tipi, toprak sicakhgi ve GPS (Global Positioning System = Global Yer Belirleme
Sistemi) koordinatlari kaydedilmistir. Her toprak ornegine bir kod numarasi verilerek
etiketlenmistir. Alinan topraklarin kurumasini Snlemek igin 6rnekler plastik torbalar

igerisinde buzluklara yerlestirilmistir (Kaya and Stock, 1997; Mracek and Becvar, 2000).

3.2. Konak Organizma Olarak Galleria mellonella L. (Lepidoptera,
Pyralidae) Kullanilmasi ve Uretimi

Topraktan entomopatojenik nematodlarin izole edilmesinde kullanilan en yaygin
yontem, duyarli bir konagi toprak igerisine koyarak enfekte olmasimi saglamaktir.
Biyik bal mumu giivesi, G. mellonella larvalarinin son evreleri, topraktan EPN
tiirlerini izole etmek i¢in kullanilan, en uygun konukgular olarak bilinmektedir (Bedding
ve Akhurst, 1975). Son yillarda yapilan ¢alismalarda en gok kullanilan ydntem budur
(Malan ve ark., 2008; Nguyen ve ark. 2008).

Biiyiik bal mum giivesinin (G. mellonella) laboratuar ortaminda siirekli kiiltiirii
yapumgtir. Primer kiiltiir olarak larvalar Ordu Aricilik Arastirma Enstitiisiinden temin
edilmigtir. Bécek kiiltiirleri plastik kaplar (15 x 8,5 x 6 cm) igersinde 25-28 °C

sicaklikta yapay besinle beslenerek olusturulmustur. Plastik kaplarin kapaklarina kiiciik
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delikler agilarak kiiltiiriin hava almasi saglandi. Yapay besin olarak, 200 gr balmumu,
150 gr bal, 20 gr bira mayas1, 20 gr siittozu, 500 gr misir unu, 300 ml gliserin, 500 gr
bugday kepegi hazirlanan karigim kullamildi (Weisner, 1993). Larvalarin hazirlanan
yapay besinle beslenerek pupa olmasi saglandi. Pupalar i¢inde katlanmus kagitlarin
bulundugu ayri bir plastik kaba alindi. Iki hafta sonra pupadan cikan giivelerin
katlanmig kagitlara ve kabin kenarlarina biraktiklari yumurtalar dikkatlice toplanarak
i¢cinde yapay besin bulunan besleme kaplarina transfer edildi. Besinler haftalik olarak
yenilendi. 3045 giin sonunda biiyiik bal mum giivesi larvalan 200-300 mg agirhginda

olurlar ve son instara ulasirlar. Calismalarda bu larvalar kullamlmistir (Sekil 3.1).

A B
Sekil 3.1. Galleria mellonella Ergini (A) ve Larvasi (B)

3.3. Entomopatojen Nematodlarin Topraktan izolasyonu

Toprak Orneklerinden entomopatojenik nematod izolasyonunda tuzak bécek
yontemi kullanild1 (Bedding ve Akhurst, 1975). Alinan 1 kg toprak 6megi iyice
karistinlarak 200 g’lik kismi kapakli plastik kutulara (12 x 10 x 6 cm) yerlestirildi.
Hazirlanan her bir toprak Ornegi igerisine 5°er tane Biiyiik Mum Giivesi G. mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae) son evre larvalari konuldu (Lopez-Nunez ve ark., 2007). Kutular
22-25 °C’de 15 giin etiiv i¢inde inkube edildi. Kutular her ti¢ giinde bir kontrol edilerck
olu larvalar kutulardan ¢ikarildi (Hazir ve ark., 2003¢) (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Entomopatojen Nematodlar Tarafindan Enfekte Edilen Olmiis

Galleria mellonella Larvasi

Olii boceklerden infektivite 6zelligine sahip juvenil nematodlari izole etmek icin
White Trap yontemi kullanildi (White, 1927). Bu yontemde 55 mm. ¢apinda bir petri
tabag: ters ¢evrilerek 100 mm. ¢apindaki bagka bir petri tabaginin icine yerlestirildi.
Kii¢lik petri tabaginin tizerine nemlendirilmis bir filtre kagidi konuldu ve 6lii larvalar
filtre kagidinin {izerine birakildi. Iki petri arasinda kalan bosluga 10 ml steril su ilave
edildi ve bilylik petrinin kapag: kapatildi Yeni nesil nematodlar, filtre kagidinin oldugu
kiiglik petriyi terk edip biiyiik olan petri kabindaki suya gecerler. Boylece bu su alinarak
nematodlarin infektif jiivenil evreleri elde edilmis olur (Kaya ve Stock, 1997).

Elde edilen infektif jiiveniller ylizeylerinin temizlenmesi igin cam bir beher igerisine
alinmig ve lizerlerine steril distile su eklenmistir. Nematodlar dibe ¢oktiikten sonra iistteki
distile su uzaklastirilip yerine yeniden steril distile su ilave edilmistir. Her seferinde behere
distile su eklenerek bu islem 3-5 kez tekrar edilerek nematodlar yikanmstir (Kaya ve
Stock, 1997; Koppenhéfer ve Kaya, 1999).

Nematod kiiltiirleri distile su iginde siispansiyon halinde hiicre kiiltiir flasklarinda
10-15 °C’de ve tamamen karanlik bir ortamda saklandi. Konsantrasyon ml’de yaklasik
2000 infektif juvenil olacak ve derinlik 1 cm’yi gegmeyecek sekilde ayarland:
(Woodring ve Kaya, 1988).
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3.4. Nematodlarin In vivo erétilmesi

Elde edilen entomopatojenik nematod izolatlarinin infektivite 6zelligini -
dogrulamak ve izolatlar1 ¢ogaltmak i¢in G. mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)
larvalarina enfeksiyon yapildi. Nematod siispansiyonlarindan ml’de 200 canli infektif
juvenil olacak sekilde 1 ml siispansiyon alinarak dip kismina filtre kagid: bulunan 9
cm’lik petrilere yayildi. Daha sonra petriye 10 adet son instar G. mellonella larvasi
eklendi. Petri kab1 kapatilarak parafilm ile sarildi ve 22 °C’de inkiibasyona birakildi.
Enfeksiyondan 5 giin sonra tipik nematod enfeksiyonu belirtilerini gdsteren bdcekler

White trap’a alind1 (Kaya ve Stock, 1997) (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. White Trap Yontemi [le Enfekte Boceklerden Entemopatojen
Nematodlarin [zolasyonu.

3.5. Entomopatojenik Nematodlarin Tiir Teshislerinin Yapilmasinda

Kullanilan Molekiiler Yontemler

3.5.1. DNA izolasyonu

Her nematod izolatimn sadece bir disi bireyinden DNA izolasyonu Joyce ve
arkadaglarina (1994) gore degistirilerek yapildi. Her izolat igin bir 6rnek 10 ul worm
lizis tamponu (500 mM KCl, 100 mM Tris-HC, pH 8,3, 15 mM MgCl,, 100 mM DTT,
% 4,5 Tween 20, % 0,1 jelatin) iginde pargalandi. Hazirlanan homojenat, iginde 10 pl
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dH,O ve 2 pl proteinaz K (600 pg/ml) bulunan Eppendorf tiiplerine eklendi. Tiipler -
80 °C’de 10 dakika bekletildikten sonra sirasiyla 65 °C’de 1 saat ve 95 °C’de 10 dakika
inkiibe edildi. 13000 g’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra DNA’nmin bulundugu iist

taz alinarak -20 °C’de saklanmistir.

3.5.2. PCR ile rRNA ITS Bélgesinin Cogaltilmasi

18S ve 28S rRNA alt tiniteleri arasinda kalan ITS1, 5.8S ve ITS2 bdlgelerinin
PCR  ile cogaltilmasi icin forward primer  olarak 18S (5°-
TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3’) ve revers primer olarak 28S (5°-
TTTCACTCGCCGTTACTAAGG-3) kullanildi (Vrain ve ark., 1992).

188 Niklear DNA 5.85 (DNA{~160) 285 Niikiear DNA

iT5 1 (~300-350 by} 82~ 366-350 bpy

ITS Gen Balgesi (~850 bp)

Sekil 3.4. 18S-28S niiklear ribozomal DNA (nrDNA)’1n Internal Transcribed Sequence
(ITS) bolgesi (White ve ark. 1990)

PCR reaksiyonu igin 5 ul DNA siispansiyonu, 5 pul 10x PCR tamponu, 2 pl
MgCly, 1 ul ANTP mix (her birinden 10 mM), her bir primerden 0,3 pl (500 nM), 0,4 pl
Taq polimeraz ve 36 pl dH,O karigtirilarak son hacim 50 ul’ye tamamlandi. PCR
sartlar1 94 °C’de 6 dakikalik denatiirasyondan sonra 94 °C’de 1 dakika, 55 °C’de 2
dakika ve 72 °C’de 2 dakika seklinde 35 dongii tamamlandi. Son olarak 72 °C’de 10
dakika bekletilerek eksik kalan reaksiyonlarin tamamlanmasi saglandi (Phan ve ark.,
2005).

PCR reaksiyonundan sonra olusan iirlinden 5 pl alinarak, 0.5 pg/ml etidyum
bromiir katkili %1°lik agaroz jelde 90 V’de 1 saat elektroforez edildi (Phan ve ark.,
2005). Geri kalan PCR iiriinleri Promega Wizard SV Gel ve PCR Clean-Up System
kitiyle ile saflastirildi. Saflastirilan PCR {iriinlerinin sekans analizleri Macrogen (Korea)
firmasina yaptinildi. Elde edilen sekanslar, Chromas program ile goriintiilenip

diizenlendikten sonra, Gen Bankasinda BLAST analizi ger¢eklestirildi.
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3.6. Entomopatojenik Nematodlarm Tiir Teshislerinin Yapilmasinda
Kullanilan Morfometrik Yontemler

Entomopatojenik nematodlarin tiir teshisi yapilirken morfometrik ol¢iimlerde
infektif jliveniller ve ilk jenerasyona ait erkek nematodlar kullanildi (Hominick ve ark.,
1997, Kaya ve Stock, 1997). Bunun i¢in her bir izolatin erkek ve infektif juvenil
bireylerinden kalict preparatlar hazirlandi. Bu amagcla, nematodlar G. mellonella
larvalarina enfeksiyon yapildi. Enfeksiyondan sonraki 4-8 giin icinde 6lii larvalarin
stereo mikroskop altinda diseksiyonu yapildi. Erkek nematodlar kadavralardan topland:
ve %4’luk sicak formaldehit i¢inde fiske edildi. Fikse edilen nematodlar Seinhorst
(1959)’a gore gliserol igine alinarak kalict preparatlar olusturuldu.

Nematodlar1 morfolojik ve morfometrik olarak tanimlamak i¢in her bir izolatin
15 ser, birinci jenerasyon erkek ve infektif juvenil bireylerinden hazirlanan preparatlar
¢izim tiipli ve fotograf atagmam eklenmis Olympus BX50 1sik mikroskobu altinda
incelendi.

Toplam viicut uzunlugu (L), viicut genisligi (W), anterior-bosaltim agikh
uzakligy (EP), anterior-sinir halkast uzakhgi (NR), 6zafagusun uzunlugu (ES), kuyruk
uzunlugu (T), anal viicut genisligi (ABW), viicut oranlari (a: L/'W. b: L/ES, ¢: L/T, D%:
EP/ES < 100, E%: EP/T ~ 100spikiil ve gubernakulum’un uzunlugu ve genisligi gibi
¢esitli morfolojik ve morfometrik karakterler 6lgiildii. Yapilan gozlem ve 6lgiimler
literatiirdeki bilgilerle karsilastirilarak izolatlar uygun taksonomik gruplara yerlestirildi

(Hominick ve ark., 1997).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada Ordu ili ve ilgelerinden tarim ve orman arazilerindeki topraklarda
bulunan entomopatojenik nematodlarin ¢esitliligi ve yayilisi tespit edilmeye calisildi.
[zole edilen nematod izolatlart morfometrik ve molekiiler olarak tanimlandi. 2009-2010
yillar1 arasinda yapilan arazi galismalarinda toplam 156 toprak érnegi alindi. Toprak
ornekleri, bolgede ¢ok genis alanlart kapsayan findik bahgeleri, gesitli tarim arazileri
(misir, lahana, patates, bugday), ormanlik alanlar, ¢ayirlik alanlar ve alpin sahalar, yol
ve dere kenarlar1 gibi farkli ekosistemlerden toplandi. Bunlarin 8 tanesinden
entomopatojenik nematod elde edildi. Alinan toprak 6rneklerinden entomopatojenik
nematodlarin izolasyonunda G. mellonella larvasi tuzak bécek olarak kullanildi.
Orneklem alanlarini gésteren harita Sekil 4.1°de verilmistir. Orneklem alanindaki farkl
ckosistemlerde EPN’lerin varligi Cizelge 4.1°de, elde edilen entomopatojen nematod

tirleri ve habitat 6zellikleri Cizelge 4.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Orneklem Alanindaki Farkli Ekosistemlerde Entomopatojenik
Nematodlarin Varligi

Orneklem alani Alnan toprak 6rnegi sayisi EPN % EPN
pozitif

Findik bahgesi 32 1 3,1
Tarim arazileri 27 3 7.4
(Misir, Lahana, Patates,Bugday)
Orman 34 1 29
(Picea, Alnus, Populus, Quercus)
Cayrrhik 40 3 13,3
Yol kenan 16 0 0
Diger 7 0 0
Toplam 156 8 5.1

Toprak 6rneklerinden entomopatojenik nematodlarin izolasyon verimliligi % 5,1
olarak tespit edildi. Pozitif oldugu belirlenen 8 toprak érneginin 7 tanesinin Steinernema
cinsine (% 87,5), 1 tanesinin ise Heterorhabditis cinsine (% 12,5) ait oldugu belirlendi.
Elde edilen izolatlara toprak Orneginin alindigi bdlgenin ismi ve 6rneklem

numarasindan olusan bir izolat ismi verildi.
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Cizelge 4.3. Steinernema feltiae (Izolat 52-25) nin Morfolojik Ol¢iim (pm) Sonuglart
Infektif Juveniller (n=15)

L ' EP NR ES T ABW a b c %D %E
Min, 808,0 | 232 51,5 8§74 | 1174 1 750 14,0 29,1 6,5 10,5 | 423 68,7
Max. 902,0 | 31,0 603 | 1106 | 138,5 | 834 17,9 34,8 6.9 11,3 439 73,0
Ort. 8596 | 27,1 | 557 | 975 | 1294 | 785 | 157 | 319 | 6,6 11,0 | 430 | 71,0
St. sapma 38,5 2,8 34 8,3 7.3 3.3 1,3 1,9 0,1 0,3 0,7 2,1
Erkek Nematodlar (n=15)

L \\ EP NR ES T ABW SL GL
Min. 13550 72,7 77,7 100,1 133,0 33,2 44,4 70,6 34,8
Max. 1992,6 98,9 100,2 1254 161,0 49,6 57,6 88,0 454
Ort. 1673.,5 84,2 89,7 113,5 148,1 42.9 52,0 78,7 397
St. sapma 2252 9,0 7,5 92 10,2 6,0 5,0 6,0 3,7

a b c %D %E
Min, 18,6 10,2 37,4 58.4 197.6
Max. 21,0 12,4 40,8 62,5 234,0
Ort. 19,8 11,3 39,1 60,4 210,6
St. sapma 0,8 0,8 1,3 1,7 12,4
Lo vileut uzunlugu. W vitcut geniglizi, EP: anterior-bosaluim agikhign uzakhigs, NR: anterior-sinir halkasi
azakhigl, ES: Ozofagus uzuniugu, T: kuyruk uzunlugu, ABW: anal viicut genigligl, a: L/'W, b: L/ES, ¢
L/T, D%: EP/ES x 100, E%: EP/T x 100., Min: Minimum, Max: Maksimum, Ort: Ortalama.
Cizelge 4.4. Steinernema sp. (izolat 52-26)’nin Morfolojik Ol¢iim (um) Sonuclart
Infektif Juveniller (n=15)

L \J EP NR ES T ABW a b c %D %E
Min. 768,3 | 23,7 51,1 81,0 | 110,0 | 59,6 13,8 29.8 6,6 12,5 433 82,6
Max. 9228 { 31,0 61,0 | 1023 | 138,0 | 73,2 17,0 32,4 7,0 13,0 | 46,5 87,2
Ort. 8454 | 27,1 | 56,3 | 91,7 | 1266 | 66,6 | 156 | 313 6,7 12,7 | 44,5 | 84,6
St. sapma 58,0 2,8 3.5 7,6 10,5 5,1 1,2 1,1 0,1 0,2 11 1,6
Erkek Nematodlar (n=15)

L W EP NR ES T ABW SL GL
Min. 1278 .4 80,2 77,3 96,8 118,5 29,0 34,7 62,8 33,0
Max. 1667,0 1074 92,5 113,7 138,7 40.4 52,6 80,6 492
Ort. 1494.6 93,8 85,5 105,0 130,3 353 434 71,3 40,8
St. sapma 146,8 9.9 5.5 6,2 7,3 4.2 6,7 6,7 5,8

a b c %D %E
Min. 15,5 10,8 41,0 64,8 2290
Max. 16,6 12,0 44,1 66,8 266,6
Ort. 15,9 11,4 42,4 65,6 2432
St. sapma 0,3 0,5 1,1 0,8 14,2
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Cizelge 4.5. Steinernema feltiae (izolat 52-100)’nin Morfolojik Ol¢tim (pm) Sonuglari

Infektif Juveniller (n=15)

L w EP NR ES T ABW a b c %D %E

Min. 669,0 | 24,6 53,5 88.4 111,7 | 624 13,0 27,2 6,0 10,7 42,4 71,3
Max. 878,01 32,0 574 101,3 | 1353 | 80,5 18,2 28,4 6,5 11,3 47,9 85,7
Ort. 778,0 | 28,0 55,7 94,5 1250 | 71,1 16,1 27,8 6,2 10,9 442 78,8
Erkek Nematodlar (n=15)

L \\% EP NR ES T ABW SL GL
Min. 11224 89,2 75,6 1142 140,0 25,1 38,2 61,2 44,1
Max. 1558.,6 1223 102,3 133,2 155,9 40,3 56,2 77,4 57,2
Ort. 1355,7 1064 89,3 124,1 148,6 33,7 47,0 69,4 51,1
St. sapma 159,2 12,3 93 7,0 53 5,6 6,2 58 4,6

a b C %D %E
Min. 12,6 8,0 38,3 54,0 2483
Max. 12,8 10,0 447 65,6 301,2
Ort. 12,7 9.1 40,5 60,1 267,5
St. sapma 0,1 0,8 2.3 4,0 19,7
Cizelge 4.6. Steinernema carpocapsae (izolat 52-118)’nin Morfolojik Olg:iim (pm)

Sonuglart
Infektif Juveniller (n=15)
L W EP NR ES T ABW a b C %D %E

Min. 501,41 21,7 30,5 75,0 1173 | 45,6 12,2 19,7 42 9.9 26,0 66,9
Max. 6140 | 31,2 45,1 934 1418 | 62,0 17,3 23,1 43 11,0 31,8 74,3
Ort. 5578 | 26,8 38,1 84,4 130,7 | 53,5 15,0 20,9 4,3 10,5 29,1 71,1
St. sapma 425 34 53 6,7 8.9 5,9 1.8 1,2 0,1 04 2,1 2,5
Erkek Nematodlar (n=15)

L W EP NR ES T ABW SL GL
Min. 1389.6 105,5 59,9 11,3 148,8 21,2 40,4 63,0 414
Max. 1812,5 144,2 81,4 128,0 169,2 32,8 55,3 75,1 50,6
Ort. 16043 128,1 71,0 119.6 159,2 27,1 48,2 68,9 46,0
St. sapma 157.7 13,2 7.8 6,3 7.4 4,1 5,1 4.2 32

a b C %D %E
Min. 10,7 93 55,3 40,3 2482
Max. 13,2 10,7 65,5 48,1 282,5
Ort. 12,9 10,1 59.6 44,5 2632
St. sapma 0,9 0,5 34 29 11,2
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Cizelge 4.7. Steinernema kraussei (izolat 52-126)’nin Morfolojik Ol¢iim (pum)
Sonuglar:

Infektif Juveniller (n=15)

L W EP NR ES T ABW a b c %D %E
Min, 8210 | 27,7 | 52,1 92,6 | 115,77 ] 66,0 17,1 26,1 7,1 12,0 | 433 71,2
Max. 1005,6 | 38,6 60,8 | 105,5 | 138,2 | 84,0 19.8 | 29,9 7.4 12,4 | 45,5 78,9
Ort. 9304 | 33,0 56,4 984 | 1275 | 764 18,5 28,4 7,3 12,2 | 443 74,1
St. sapma 68,4 4,2 3,1 4.5 8,4 6,7 1,0 1,6 0,1 0,2 0,8 2,9
Erkek Nematodlar (n=15)

L w EP NR ES T ABW SL GL
Min. 1288,7 102,0 65,4 88,6 1284 33,1 26,5 443 26,0
Max. 1545,8 140,4 107,7 125,3 170,1 40,0 432 57,8 34,2
Ort. 14347 123,5 86,6 108,2 152,8 36,9 34,7 51,1 30,1
St. sapma 94,0 14,2 15,2 13,8 16,0 2,5 5,9 4.5 3,1

a b c %D %E
Min. 11,0 9,0 38,3 50,9 197,6
Max. 12,6 10,0 39,4 63,3 2693
Ort. 11,7 9,4 38,9 56,3 233,0
St. sapma 0,6 04 04 43 25,5
Cizelge 4.8. Steinernema feltiae (izolat 52-150)nin Morfolojik Olgiim (um) Sonuglart
Infektif Juveniller (n=15)

L [ W [ EP [ NR | ES | T [ABW] a b ¢ | %D [ %E
Min. 616,5 | 245 50,2 87,2 | 1193 | 604 144 | 21,3 5,2 10,2 41,6 74,7
Max. 921,71 43,2 64,5 | 104,6 | 150,3 | 86,3 20,3 25,2 6,1 11,7 42,9 84,5
Ort. 793,77 | 34,6 574 95,7 | 136,2 | 72,1 17,7 | 23,1 5,8 11,0 | 42,1 80,1
St. sapma 114,1 6,9 49 6,1 11,5 9,8 2,1 1,4 0,4 0,5 0,4 4,2
Erkek Nematodlar (n=15)

L w EP NR ES T ABW SL GL
Min. 1308,7 88,3 79,1 112,0 147.8 28,6 394 61,3 33,1
Max. 1732,8 1213 107,0 1359 168.4 44,5 50,3 76,5 47,1
Ort. 1531,1 105.,5 93,7 125.8 158.7 36,6 44,8 69,0 40,7
St. sapma 155,1 11,8 10,3 8.4 7,3 5,7 3,9 5,1 5,0

a b C %D %E
Min. 14,3 8,9 38,9 53,5 240,4
Max. 14,8 10,3 45,8 63,5 276.,6
Ort. 14,5 9,6 42,2 58,9 2578
St. sapma 0,2 0,5 24 3,8 12,4




27

Cizelge 4.9. Steinernema feltiae (izolat 52-153)’nin Morfolojik Ol¢iim (um) Sonuglari

Infektif Juveniller (n=15)

L W EP NR ES T ABW a b C %D %E

Min. 789,2 | 222 39,1 83,4 | 121,0 | 493 15,5 22,1 6,1 12,5 323 79,2
Max. 891,0 | 404 68,0 112,5 | 1457 | 71,5 20,6 35,5 6.5 16,0 46,7 95,1
Ort. 840,3 | 30,2 53,0 98,4 | 134,51 60,5 18,1 28.8 6,3 14,0 39,1 86,8
St. sapma 37,7 7,0 10,8 10,4 8,9 8,2 1,8 572 0,1 1,3 5,5 6,1

a b c %D %E
Min. 10,5 7,9 31,4 65,3 276,8
Max. 11,3 8.4 44,6 71,7 3459
Ort. 11,1 8,2 36,7 68,7 304,6
St. sapma 0,3 0,2 4,6 2,1 254
Erkek Nematodlar (n=15)

L W EP NR ES T ABW SL GL
Min. 1040,3 92,3 80,6 84,8 123,5 233 35,5 60,2 31,5
Max. 1675,5 147,6 139,9 169.,4 202,1 49,0 53,7 79,8 44,2
Ort. 1351,7 122,0 113,1 130,2 164,1 37.8 45,1 71,4 384
St. sapma 171,2 20,3 21,7 30,8 28.3 99 6,4 7.5 4.5
Cizelge 4.10. Heterorhabditis bacteriophora (izolat 52-60) nin Morfolojik Ol¢tim (um)

Sonuglar

Erkek Nematodlar(n=15)

L \"% EP NR ES T ABW SL GL
Min. 777,2 41,2 93,4 65,6 100,6 30,1 14,7 40,0 16,6
Max. 915,0 54,7 101,0 77,2 109,8 35,7 18,8 47,7 19,9
Ort. 855,8 48,2 97.8 72,2 105,3 33,0 16,8 437 18,3
St. sapma 47.6 4,8 2,7 43 32 2,0 1,5 2,8 1,2
Infektif Juveniller (n=15)

L W EP NR ES T ABW a b c %D %E

Min. 534,6 | 22,2 90,3 804 | 120,5 | 78,8 12,3 21,7 4.4 6,4 74,9 107,3
Max. 609,8 | 28,1 102,0 | 91,6 126,0 | 95,1 15,1 24,1 4,8 6.9 81,0 115,6
Ort. 5742 | 253 96,7 86,3 | 123,51 86,5 13,7 22,7 4,6 6,6 78,2 111,9
St. sapma 26,8 2,1 4,3 3,9 2,1 6,2 1,0 09 0,1 0,2 2.2 3,1

a b c %D %E
Min. 16,7 7,7 25,6 92,0 2829
Max. 18,9 8,3 26,5 935 310,3
Ort. 17,8 8,1 26,0 92,9 297.1
St. sapma 0,8 0,2 03 0,5 9,9
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Entomopatojenik nematodlarin izole edildigi habitatlarin % 50’sinin orman
alanlari, % 50’inin tarim yapilan alanlar oldugu tespit edildi. Tarima agik alanlar; mustr,
bugday, patates tarlalarint ve findik bahgelerini, dogal alanlar ise ladin ormani ve
cayirlik alanlar1 kapsamaktadir (Cizelge 4.2).

Pozitif toprak &rneklerinin pH degerleri 6,35 ile 7,61 aralifinda bir dagilim
gostermistir (Cizelge 4.2). Bu deger, daha 6nce yapilan bir ¢ok ¢alismada tespit edilen
pH degerlerinin 4,6 ile 8 arasinda oldugunu belirten ¢alismalarla paralellik
gostermektedir (Hara ve ark., 1991; Griffin ve ark., 1994; Hazir, 2002; Lorio ve ark.,
2005; Giines, 2008).

Steinernema ve Heterorhabtidis infektif juvenil bireyleri ile erkek bireylerinin
morfolojik 6l¢timleri yapildi. Nematodlar i¢in karakteristik &zellik gdsteren; viicut
uzunlugu, viicut genisligi, anterior-bosaltim agikligi uzakligi, anterior-sinir halkasi
uzakligi, 6zofagus uzunlugu, kuyruk uzunlugu ayr ayn olgiilerek belirlendi.

Bu ¢alismada kullanilan morfolojik Sl¢timler ve ITS (internal transcribed spacer)
bolgelerinin sekans analizlerinden elde edilen verilere gore Steinernema cinsine ait 4
tane S. feltiae , birer tane S. carpocapsae, S. kraussei, ve Steinernema sp. olmak iizere
toplam 7 tane, Heterorhabditis cinsine ait 1 tane H. bacteriophora olmak {izere topkl“am
8 entomopatojenik nematod izolasyonu ger¢eklestirilmistir (Cizelge 4.3).

Turkiye’de daha once yapilan arastirmalarda S. affine, S. carpocapsae, S. feltiae,
S. weiseri, S. anatoliense, S. kraussei, H. bacteriophora, H. marelata ve H.megidis
tiirleri izole edilmistir (Ozer ve ark., 1995; Kepenek¢i ve ark., 1999; Kepenekei ve
Susurluk, 2000, 2003; Susurluk ve ark., 2001, 2003; Kepenekgi, 2002; Hazir ve ark.,
2003a, 2003c; Unlii ve ark., 2007; Yilmaz ve ark., 2009; Gokge, 2010).
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Turkiye’de daha once yapilan caligmalarda entomopatojenik nematod bulma
oranlarinin % 4,72 (Ozer ve ark.1995), % 2 (Hazir ve ark., 2003), 12,1 (Aydin 2007)
ve % 6,1 (Giines 2008) oldugu tespit edilmistir. Bu veriler bizim elde ettigimiz % 5,1
oraniyla paralellik gostermektedir. Diinya’'min birgok yerinde vyiiriitilen cesitli
caligmalarda da ¢ok farkli oranlarda entomopatojen nematod elde edilmistir. Bu oranlar
Iskogya’da %2,2 (Boag ve ark., 1992), Kuzey Irlanda’da % 3.8 (Blackshaw, 1988),
Azor adalari’'nda % 3,9 (Rosa ve ark., 2000), Kore’de % 4,6 (Choo ve ark., 1995),
Yunanistan’da % 4,6 (Menti ve ark., 1997), Italya’da % 5 (Ehlers ark., 1991),
Etiyopya’da % 6,9 (Nguyen ve ark., 2004), Belgika’da % 8,47 (Miduturi ve ark., 1997),
Endonezya’da % 11,7 (Griffin ve ark., 2000), Kosta Rika’da % 20,5 (Uribe- Lorio ve
ark., 2005), Arizona’da % 23,3 (Stock ve Gress, 2006), Amerika’da % 26,3 (Stock ve
ark 1999), Ingiltere’de %48,6 (Hominick ve Briscoe, 1990) ve Cek Cumbhuriyeti’nde
% 53,8 (Mracek ve ark., 1999) olarak belirlenmistir.

Bu ¢aligmada elde edilen 8 Steinernema’min 4 tanesinin Steinernema feltiae
oldugu tespit edilmistir. Ttirkiye’den ilk elde edilen entomopatojenik nematod tiirii de S.
feltiae’dir (Ozer ve ark., 1995). Hazir ve arkadaslart (2003c) tarafindan tiim Tiirkiye de
yapilan ¢alismada izole edilen 17 Steinernema’nin 10 tanesinin ~ S. feltige tiiriine ait
oldugu belirtilmistir. Ayrica Aydin (2007) tarafindan, Aydin ilinde yapilan ¢alismada
izole edilen 3 Steinernema cinsinden 2 tanesinin S. feltiae tiirine ve Giines (2008)
tarafindan Marmara bolgesinde yapilan arazi calismasinda elde edilen 13
Steinernema’nin 7 tanesinin S. feltiae tiiriine ait olduklar bildirilmistir. Bu verilerde S.
Jfeltiae’nin Tiirkiye’de en genis yayilis gosteren EPN tiirii oldugunu gostermektedir. S.
Jeltige turtiniin diinyada da en yaygin entomopatojenik nematod tiirii oldugu kabul
edilmektedir. Hawaii’den Avrupa’mmn 1lik bolgelerine kadar diinyanin hemen her
bolgesinde genis bir yayilis gosterir. Tropik bolgelerden soguk iklimlerin hakim oldugu
bolgelere kadar her yerden tespit edilmistir Bunun muhtemel nedeni, Steinernema feltiae
tiiriiniin ya kitalar ayrilmadan once ortaya ¢ikmis bir tiir olmasi ya da etkin bir dagilim
gosterebilen 6zellik tastyor olmasidir (Hominick ve ark., 1996). Ama daha ¢ok soguk
iklim bolgelerine adapte olmus ve genelde kiyidan uzak kesimlerde yayilis gésteren bir
tirdiir (Wright, 1992; Hominick ve ark., 1996).

Korgan ilgesinde 1228 metre rakimdaki patates tarlasindan izole edilen 52-118
nolu bir diger Steinernema tiirli, Steinernema carpocapsae’dir. Bu tiir énce Akdeniz,

Karadeniz ve Marmara ve bélgelerinden izole edilmistir. (Kepenekgci, 2002; Yilmaz,
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2008; Giines, 2008). Steinernema carpocapsae; Avusturya, Cek Cumhuriyeti, Fransa,
Almanya, Biiyiik Britanya, {talya, Norveg, Polonya, Portekiz, Slovakya, Ispanya, Isveg,
Brezilya, Meksika, Kanada, A.B.D, Cin, Tayvan, Avustralya gibi diinyamin pek ¢ok
lilkesinden izole edilmis olmasina ragmen Steinernema feltine’ye gdre daha az
calismada tespit edilmistir (Hominick ve ark., 1996; Hominick, 2002). S.
carpocapsae’nin dogal yayilisi, ¢ayirlik alanlardan (Campbell ve ark., 1998; Ansari ve
ark., 2007), ¢ol habitatlarina (Glazer ve ark., 1993) kadar ¢esitlilik gostermektedir.
Bunun nedeni tiiriin genis konak spektrumu olabilir. Nitekim (Poinar, 1979)
Steinernema carpocapsae’nin farkli takimlardan 250’nin tizerinde bdcek tiirtinii enfekte
ettigini bildirmistir.

Morfolojik ve molekiiler veriler, 52-126 nolu izolatin Steinernema kraussei
oldugunu gostermistir. Bu tiir ilkemizde daha énce Gokge ve ark., (2010) tarafindan
Trabzon ili smurlart igerisinde izole edilmistir. Morfolojik veriler, elde edilen
Steinernema kraussei izolatimin, Avrupa’dan izole edilen Steinernema kraussei
izolatlarina daha fazla benzedigini gosterdi. Stock ve arkadaslari (2000), Steinernema
kraussei populasyonlar1 arasindaki morfolojik farkliliklarin, cografi farkliliklardan
kaynaklandigimt géstermislerdir. Avrupa’dan tespit edilen populasyonlar kendi i¢inde
onemli bir morfolojik farklilik gostermemesine ragmen, Avrupa ve Kuzey Amerika
populasyonlart arasinda kayda deger morfolojik farkliliklar tespit edilmistir.

52-126 nolu izolatin ITS bélgesi uzunlugunun 688 bp oldugu tespit edildi. Gen
bankasinda yapilan BLAST analizi sonucunda bu izolatin % 99 oraninda Steinernema
krausse'ye benzedigi tespit edildi (Cizelge 4.11). Bu izolatin ITS dizisi, diger
Steinernema kraussei izolatlariyla sadece 3 baz farklilik gostermektedir. Spiridonov ve
arkadaslan (2004b), Steinernema kraussei izolatlarimin ITS bolge sekanslar1 arasindaki
farkliklarin genellikle 1-11 (%1) arasinda oldugunu géstermistir. Fakat bazi durumlarda
bu farklilik 21 baza (%2,8) kadar ¢ikabilmektedir. Bunun nedeni, RNA’nin ikincil
yapisinda bazi niikleotid degisimleri olabilir.

Steinernema kraussei ilk kez Almanya’da, Cephaleia abietis (Hymenoptera)’in
viicut boslugundan izole edilmistir ve tanimlanan ilk entomopatojenik nematode tiiriidiir
(Steiner, 1923). Bu nematod, daha sonralart Almanya’daki farkli lokasyonlardan da
izole edilmigtir (Mracek, 1994a). Bununla birlikte, Avusturya (Peters, 1996), Belcika
(Spiridonov ve Moens, 1999), Cek Cumhuriyeti (Mracek, 1977), Hollanda (Hominick
ve ark., 1995), Slovakya (Sturhan ve Liskova, 1999), Isvigre (Steiner, 1996), Ingiltere
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(Hominick ve ark., 1995) ve Ispanya (Garcia del Pino ve Palomo, 1996)dan da izole
edilmistir. Yapilan diger caligmalar, bu tiiriin Amerika (Stock ve ark., 1999), Kanada
(Mracek ve Webster,1993) ve Japonya (Yoshida, 2003)’da da bulundugunu
gostermistir.

Bu calismada elde edilen 52-126 nolu Steinernema kraussei izolat1 Aybast ilgesi
1530 metre ylksekligindeki cayir alandan elde edilmistir. Daha 6nce yapilan birkag
calismada, bu tiirlin nadiren agik alanlarda veya alpin sahalarda bulundugu
gosterilmigtir (Steiner, 1996; Shishinova ve ark., 1998). Steinernema kraussei’nin
normal habitatinin, konifer veya karigik ormanlar oldugu bir ¢ok ¢alismada
gosterilmistir (Spiridonov ve Moens, 1999; Stock ve ark., 2000; Hominick, 2002;
Mracek ve ark., 2005).

Ulubey ilgesi 1080 metre rakimdaki ladin ormanindan izole ettigimiz 52-26 nolu
izolatin morfolojik ve molekiiler verilere gore, yeni bir Steinernema tiirii olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu izolat Steinernema feltiae’ye benzer morfolojik 6zellikler gdsterse
de, rRNA ITS bolgesi dizi analizlerinin diger Steinernema feltiae tirleriyle %95
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu benzerlik orani olduk¢a diisiiktiir ve izolatin
Steinernema feltiae grubu iginde yeni bir tiir olabilecegini diisiindiirmektedir. 28S rRNA
D2-D3 alt bolgesini ve bazi mitokondriyal genlerin dizi analizleri, taramali elektron
mikroskopisi ve cross-breeding testleriyle bu izolatin yeni bir tiir olup olmadig:
aydinlatilmaya calisilacaktir.

Kabatas ilgesi dere kenarindaki kumlu toprak yapisindaki misir tarlasindan izole
ettifimiz 52-60 nolu izolat olan Heterorhabtidis bacteriophora tilkemiz topraklarinda
en sik rastlanan ikinci EPN tiiriidiir ve tim cografik bélgelerden izole edilmistir
(Susurluk ve ark., 2001; Kepenekg¢i, 2002; Hazir ve ark., 2003¢c; Giines, 2008). H.
bacteriophora genelde sicak bolgelerden ve 6zellikle kiytya yakin yerlerden soguk
bolgelere kadar farkli kesimlerden elde edilen tiirdiir (Hominick et al., 1996; Constant
ve ark., 1998).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada elde edilen tiirler zararlilara karst biyolojik miicadelede
kullanilabilme olasiligi olan zararli kontroliinde bagarili sonuglara sahip &nemli
entomopatojen nematod tiirleridir. Cesitli arastirmacilarin yapmis olduklari biyolojik
deneyler bu tiirlerin biyolojik miicadele ajami olarak kullanilma potansiyellerinin
oldugunu gostermistir. Dogal yasam alani toprak olan, dnemli kayiplara neden olan
yiizlerce zararliy1 rahatlikla baski altina alan, ¢evreye, dogal dengeye ve hedef olmayan
diger organizmalara zararli etkisi bulunmayan entomopatojen nematodlar son yillarda
artan Onemleri ile zararhilarla miicadele edebilen en Onemli biyolojik miicadele
etmenleri olmustur. Sahip oldugu birgok avantaji ile kimyasal miicadeleye en giizel
alternatiflerden biri entomopatojen nematodlardir.

Yapilan ¢alismada alinan 156 toprak 6rneginin 8 tanesinden entomopatojenik
nematod elde edilmistir. Ordu ili smirlarindan alinan toprak 6rneklerinde
entomopatojenik nematod bulunma orani % 35,1 olarak tespit edilmistir. Bu 8 pozitif
ornekten 7 tanesi Steinernema cinsine (%87,5), 1 tanesinin de Heterorhabditis cinsine
(% 12.5) ait oldugu belirlenmistir. Morfometrik ve molekiiler verilerin bir arada
degerlendirilmesi sonucunda elde edilen Steinernema cinsine ait nematodlarin S. feltiae,
S. carpocapsae, S. kraussei, Steinernema sp. ve Heterorhabditis cinsine ait 1 izolatinda
H.bacteriophora tiirline ait oldugu belirlenmistir. Toprak igerisindeki entomopatojenik
nematodlarin izolasyonu i¢in konak organizma olarak Galleria mellonella larvalart
kullanilmustir.  Dolayisiyla Lepidoptera larvalarim1 enfekte edebilen tiirler izole
edilebilmistir. Ileride yapilacak yeni ¢alismalarda farkli takimlara ait bocek konaklarin
kullanilmas1 entomopatojenik nematodlarin ¢esitliligini arttirabilecektir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda Ordu ilindeki entomopatojenik nematod tiirlerinin
dagilm ve gesitlilikleri belirlenmeye ¢alistlmistir. Elde edilen yeni izolatlar
Tiirkiye’nin biyolojik cesitliligine katki saglamistir. Ordu ilinde basta findik olmak
Uzere, musir, patates, ¢ilek, kivi, ¢esitli sebze ve meyve liretimi gergeklestirilmekte olup
bu drlinlerde ¢esitli zararlara yol agan Melolontha melolontha (Coleoptera,
Scarabaeidae), Polyphylla spp. (Coleoptera, Scarabaeidae), Gryllotalpa gryllotalpa
(Orthoptera, Gryllotalpidae) gibi ¢ok sayida toprak alti zararlist mevcuttur. Toprak

dogal yapisi itibariyle uygulanan insektisitlere karsi dogal bir bariyer o6zelligi
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tasimaktadir. Bu nedenle toprak alti zararlilariyla miicadele etmek olduk¢a zordur. Oysa
toprak dogal yasam ortamlar1 oldugu i¢in entomopatojenik nematodlar agisindan béyle
bir bariyer s6z konusu degildir. Ayrica kimyasal insektisitlerin kullaniminin ¢evre insan
saglig1 agisindan ortaya ¢ikardigt olumsuz sonuglar, entomopatojenik nematodlar icin
gegerli degildir. Bu nedenlerden dolayr elde edilen entomopatojenik nematod
izolatlarinin gelecekte bu bolgedeki zararli organizmalara karsi etkin bir biyolojik
kontrol ajani olarak kullanilmasi miimkiin olabilecektir. Milyonlarca yillik bir siireg
ierisinde bulundugu ¢evreye uyum saglamis olan, o bdlgeye 6zgii entomopatojenik
nematod izolatlarinin kullanilmast biyolojik kontroliin basart oranini arttiracak en
Onemli unsur olacaktir. Calismada elde edilen entomopatojen nematod tiirlerinin
bolgedeki ekonomik olarak onemli olan zararlilara karst bagarili birer mikrobiyal

miicadele etmeni olarak kullanilabilme ihtimallerinin olabilecegi diisiiniilmektedir.
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