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OZET

ENTOMOPATOJEN iK NEMATODLARLA ( Steinernemave
Heterorhabditis) SIMBIYOTIK YA SAYAN Xenorhabdus ve

Photorhabdus BAKTER ILERININ TANIMLANMASI

GULSEN, Sebnem Hazal
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Dansman: Dog. Dr. Hatice KATI

Eylul 2014, 57 sayfa

Bu tez camasi kapsaminda Guney Afrika Cumhuriyeti toprakidan izole
edilmis olan 123 entomopatojenik nematod izolatiyla mustil iliskili olan
bakterilerin izolasyonu ve molekuiler olarak taninmeasi yapilmgtir. Tim bakteri
izolatlarinin tur tghislerinde ve filogenetik gaclarin ¢iziminde RecA gen bdlgesi
sekanslari kullanilngtir. Toplam 890 baz ciftinden alan RecA gen bdlgesi, recA-F
(5"-GCTATTGATGAAAATAAACA-3") ve recA-R (5"-
RATTTTRTCWCCRTTRTAGCT-3") primerleri kullanilarak GR yontemiyle
cogaltiimistir. Yapilan RecA gen bdlgesi analiz sonuclarineedgteinernemainsi
nematodlardan izole edileXenorhabdusbakterilerinin 53 sgunun birbirlerine
oldukca yakin gruplar oldw, ancak bunlarin daha 6énce tanimlanXenorhabdus
turlerinden ise oldukca farkli bir grubu temsiligtbelirlenmktir. Elde edilen veriler
SGI-145 izolat numarasiyla gosterilen baktersusuwun X. miraniensistirine, 16
swun ise X. khoisanaetirtine ait olduklarini gostergtir. Ayrica 5 izolatin (SGI-



220, SGI-226, SGI-221, SGI-238 ve SGI-24R) indica 3 syun (NWGA-7,
NWGA-33 ve SGI-145-b) is¥. bovieniitiirtiine ait olduklari belirlenrgtir.

Olusturulan Photorhabduscinsine ait filogenetik ga¢ bakteri sglarinin
blyuk bolumunurPhotorhabdus luminescetigline ait olduklarini ancak bustarin
P. luminescengurinun farkh altttirleri olabileggni géstermgtir. Bunun yani sira
sadece bir adet izolatin (SGI-19)luminescensubspthracensidirine ait oldgu

belirlenmitir.

Sonug olarak elde edilen molekuler veriler Guneyikaf izolatlar arasinda
en azindan bir tane yeRienorhabdugurinin vePhotorhabdus luminescemdriine
bagli yeni birkac alttiriin oldgunu ortaya koymgtur.

Anahtar Kelimeler: Entomopatojenik nematodlaiXenorhabdus Photorhabdus

biyolojik miicadele, RecA.



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF SYMBIOTIC BACTERIA  Xenorhabdus
and Photorhabdus ASSOCIATED WITH ENTOMOPATHOGENIC

NEMATODES (Steinernema and Heterorhabditis)

GULSEN, Sebnem Hazal

Giresun University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dirlatice KATI

September 2014, 57 pages

Isolation and molecular identification of 123 muisiéc bacterial isolate
associated with entomopathogenic nematodes reabirem® The Republic of South
Africa soil samples were carried out. Species ifieation and phylogenetic analysis
of all bacterial isolates were subsequently peréatran the basis of RecA sequences.
A 890 bp region of the recA gene was amplified ByRPusing the following
primers: recA-F (5-GCTATTGATGAAAATAAACA-3) and m@A-R (5'-
RATTTTRTCWCCRTTRTAGCT-3). RecA analyses showed tth&3 of
Xenorhabdusacterial strains isolated from the ger8isinernemavere all closely
related to each other and most distantly relatedntown species. SGI-145 was
similar to X. miraniensisand 16 strains were belong &. khoisanaespecies. It was
determined that 5 of the strains (SGI-220, SGI-Z&6J-221, SGI-238 and SGI-249)
were similar toX. indicaand 3of the strains (NWGA-7, NWGA-33 and SGI-145-b

were closely related 8. bovieniispecies.



Rec A sequences resolved RHotorhabduspecies. Most of the novel strains
was belong td. luminescenspecies but might represent novel subspecies. @y

isolate (SGI-193) was identified &s luminescensubspthracensis

As a result, the data obtained from molecular aesyshowed that there are
at least one newXenorhabdusspecies and several new subspecies belong to

Photorhabdus luminescespecies in South African bacterial isolates.

Key words: Entomopathogenic nematode&norhabdusPhotorhabdusbiological
control, RecA.
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1. GIRIS

1.1. Nematodlar

Nematodlar; cpunlukla mikroskobik canhlardir ve boyutlari 5 crrin
altindadir. Fakat bazi parazitik tirleri 1 metrégglar ulaabilir (Ruppert ve ark.,
2004). Uzun ve silindirik bir viicut yapisina sabiguklarindan, genellikle yuvarlak
solucanlar veya ipliksi solucanlar olarak isimletiglier (Stock ve ark., 2009). Vicut
yuzeylerinde ¢gunlukla halkalar veya cikintilar bulunur (Weischerark., 2000).

Vucutlar bilateral, bakisimlari ise radyal simetriye sahiptirgx genellikle
ic kenarlari Gizerinde bir dizi giaslyan ¢ veya alti dudaktan glr (Barnes, 1980).
Papilla adi verilen duyu organlari genellikle vigoddn kisminda bulunur. Ayrica
bir ¢ift yan duyu cukuru (amphid), kuyruk tarafinda papillalar ve ‘Phasmid’
denilen yapilar bulunur. Bu karakterlerin sayi \veilanleri tir teshisinde oldukca
onemlidir (Hominick ve ark., 1997; Kaya ve StocR9Y).

Sindirim, baaltim, Greme, sinir ve kas sistemleri vardir. Faftalssim ve
solunum sistemleri bulunmaz (Viglierchio, 1991)n@rim sistemleri nematodlarin
cogunda iyi gelgmistir ve glz, stoma, 6zofagus, Pasaklar, rektum ve anlsten
olusur (Koppenhofer, 2000). Baltim sistemleri ise c¢ok basit yapili hicre
gruplarindan olgmustur. Serbest yayan tlrlerde bu yapi ‘rennet bezi’ ismini
alirken, parazit turlerin gunda ‘H’ veya ‘U benzeri yanal kanallar sistemi
seklindedir.Nematodlarda b@ltim sisteminin gorevi azotlu bigilerin atilmasi ve
vicut bglugunun turgor basincini ayarlamaktir (Viglierchio, 919 Nematodlarin
sinir sistemi 6zofagusu cevreleyen bir sinir halk@eerve ring) ve buradan ¢ikip

arkaya ve 6ne dwu uzanan sinir iplikciklerinden odur (Maggenti, 1981).

Yalanci tip vicut bguguna (pseudostdlom) sahiptirler ve bu sebeple vicut
yapilan tup icinde tlp gibidir. Dojan faaliyetlerini bu yalanci tip vicut bogu,
solunumlarini ise nemli vicut ylzeyleri vasitasiylgparlar (Koppenhofer, 2007).
Nematodlarin vicut yizeyleri kollajen yapida kahbim kutikula ile kaplidir. Bu
kutikula genellikle kompleks bir yapidadir ve bickkatmandan okabilir (Barnes,
1980). Nematod kutikllas! biyotik (parazit, patoje@ predator gibi) ve abiyotik



(toprak partikalt, kimyasallar gibi) faktorlere kabariyer gorevi gorir. Bu kutikula
yarl gecirgen bir membrandir ve sivilarin, nematogicudu ile dyarisi arasinda
geckini saglar. Bu sayede nematod ile cevresi arasindgrudtan ilgki sagslanir.

Nematodun butin yizeyi kutikula ile sarytm ve stoma, farinks, rektum, vulva,

kloak, bgaltim delgi kanal ve belirli duyu organlarini icerir (Chea ark., 2004).

Cogu nematod, erkek ve glibireylere sahip olan dioik turlerdir. Her iki
cinsiyette de bir veya iki adet tigpklinde gonad bulunur. Erkeklerde her testis geni
bir sperm kanalina ve bu kanal da kloaklgkili bir glandular kanala acilir (Barnes,
1980). Erkekler ciftigme organi olarak gorev yapan bir cift spikiile satg.
Ayrica sklerotize olmg ciftlesmede rol oynayan gubernakulum adi verilen bir yapi
mevcuttur. Bazi familyalarda (HeterorhabditidaesoBgyloideae) erkek bireylerin
arka uclari ‘bursa’ diye adlandirilgemsiyeseklinde bir kese meydana getirir (Kaya
ve Stock, 1997). Bilerde bir veya iki yumurtalik bulunur. Yumurtaléd énce bir
yumurta kanali ve ardindan uterusa acilir. Dahaasdmu iki yumurtalik ventral
ylizeyin ortasinda bulunan vulvaya acilir (Barn€80). Ureme ¢gunlukla geylidir
ve erkekler diilerden daha kucguktir. Erkekler genelliklesige tutunmayi sgayan
karakteristik, bukik bir kuygga sahiptirler. Ciftigme sirasinda bir veya daha fazla
sayidaki spikul (erkek treme organi) kloaktagadicikarak diinin genital aciklgina
sokulur. Spermler ameboid hareket ederejt Hireye aktarilir. Serbest yayan
turlerde yumurtadan cikan larvalar (daha azsge$ bir GUreme sistemi ginda)
erginlerle cok benzerlik gosterirler. Fakat pai&izitematodlarin ygam donguleri
cok daha karmgktir (LaloSevé ve ark., 2013).

Farkli Ureme sekilleri gosteren bazi nematod tirleri de bulunradkt
Ornegsin, Heterorhabditisturlerinin Gremesinde ‘endotokia matricida’ adi iler ve
maternal 6lime sebep olan bigamma bulunmaktadir. Bu nematod turlerinin birinci
jenerasyonu hermafrodittir ve kendilhden dollenmy yumurtalarini acilana kadar
uterusta tutarlar. Uterusta acilan yumurtalard&arcijuveniller dsi bireyi yiyerek
parcalar ve gari cikarlar. Bu olay genellikle besin kaynaklamryeterli olmadg
durumlarda goruliar (Johnigk ve Ehlers, 1999). Hatkkemesekillerine bir dier
ornek ise hayvanlar arasinda ¢ok nadir olarak gariérkek birey ve hermafrodit
bireyler bir arada bulungw androdioik tip Uremedir. Bu Ureme tipi model

organizmalar olarak da biline€@aenorhabditis eleganse C. briggsaeturlerinde
2



gorultr. Buna ek olarak bazi nematod turlerindeldnr fazla Gremeekli bir arada
goriilebilir. Ornggin, Meloidogynecinsi kok-ur nematodlariseyli tireme, fakiiltatif
eseyli treme, mayotik ve miyotik partenogenez gibicbk farkli Gremeseklini bir
arada bulundurabilirMesorhabditiscinsi nematodlarda ise ender bir partenogenez
sekli goruldr. Bu tip iremede sperm Ureten erkekyakiyle ciftlesir fakat spermler
yumurtaya girmez. Yumurtanin bélinmeysalbaenasi i¢cin spermin yumurta ytizeyine
desmesi yeterlidir. Fakat sperm ile yumurta bgrieedisinden erkek bireyin genetik
materyali yavru bireye aktarilmaz. Boylece yenigao nesil annenin klonu olur
(Barnes, 1980).

Nematodlar, denizler ve tath sularin yani sirakisu kaynaklari, ¢cok yiksek
veya alcak bolgeler, buzullar ve ¢oller gibi ekstrgartlara sahip ortamlar da dahil
olmak Uzere neredeyse butlin ekosistemlerdaygbilen hayvanlardir ve dinyanin

litosfer tabakasinin her yerinde bulunabilirler yia1993 ; Borgonie ve ark., 2011).

Nematodlar yerytizinde en cok birey sayisina sahivdnlardir. Dinya
Uzerindeki her 5 ¢ok hucreli canlidan 4'Unin nematduysu disinulmektedir
(Crow, 2002). Nematod turlerinin birbirinden ayedilmesi ¢ok zordur ve yarisindan
cogu parazitik olmak Uzere 25.000'in Uzerinde tur mayedilebilmg olmasina
ragmen, toplam tur sayisinin 1.000.000 civari @glddaahmin edilmektedir (Hodda,
2011; Zhang, 2013). Nematodlarin buydkg@olugu bakteri, fungus, kucguk
hayvanlar ve 6l organizmalarla beslenir. Cok azbalimu ise hayvan ve bitki
patojenidir. Bunlardan bodcek patojeni olanlar Zarbtceklerle micadelede aktif
olarak kullaniimaktadirlar. Bécek ile nematod amdski iliski rastlantisal, zorunlu,
kommensal veya parazitik olabilir (Kaya, 1993). @imizde 30 nematod
familyasinin, bdcekler ve ger omurgasiz hayvanlarla ski icinde oldgu
bilinmektedir (Stock ve Hunt, 2005). Bu familyalard Mermithidae ve
Tetradonematidae (Ordo: Stichosomida); Allantonélaat Phaenopsitylenchidae ve
Sphaerulariidae (Ordo: Tylenchida); Heterorhabdgid/e Steinernematidae (Ordo:
Rhabditida) familyalari boceklerin biyolojik kontimde kullanilma potansiyeline
sahip olanlandir (Koppenhoéfer, 2007). Bunlarnndg Steinernematidae ve
Heterorhabditidae familyalarina ait olanlar kitled@etime uygundurlar ve bu

nematodlari ticari bir Grin olarak piyasada bulmmaémkindir. Danyanin birgok



yerinde bu nematodlar “b6cek patojeni”, “b6cek gara “entomopatojenik” ya da
bazen sadece “faydall nematodlar” olarak adlamdaml(Crow, 2002).

1.2. Entomopatojenik Nematodlar (Fam: Steinernematlae ve
Heterorhabditidae)

Entomopatojenik nematodlar (EPN), bdceklerin dlumisebep olan bir
nematod grubudur. Entomopatojenik terimi Yunancikekdidir. ‘Entomon’ kelimesi
bdcek, ‘patojen’ ise hastalik yapan anlamina gélrkli canl tirlerine zarar veren
bircok nematod turl bulunmasinagm@en entomopatojenik nematodlar sadece
bdceklere zarar verirler. Entomopatojenik nematodinfekte ettikleri bogen
icinde parazit olarak yadiklarindan endoparazit olarak adlandirilirlar. v&u
kelebek, sinek ve bdcek larvalari hatta gleti cekirge ve A&ustos bocekleri gibi
toprakta ygayan bircok farkl bdcek tlrini enfekte edebilirl&ntomopatojenik
nematodlara dunyanin her yerinde ve bircok farkhbitatta rastlanngtir.
Steinernematid ve Heterorhabditidler zararli boeekl biyolojik kontroliinde
kullaniimaya uygun olduklarindan en ¢ok géin familyalardir (Kaya ve Gaugler,
1993).

Entomopatojenik nematodlarin molekiiler filogenetgkilere gore hazirlanan

siniflandirmassgoyledir (Blaxter ve ark., 1998):

* Regnum: Animalia
* Phylum: Nematoda
* Class: Secernentea
* Subclass: Rhabditia
* Ordo: Rhabditida

* Subordo: Cephalobuna * SubordoaRtitina
* Superfamilya: Strongyloidea *Superfamilya: Rhabditoidea
* Familya: Steinernematidae *Familya: Heterorhabditidae



Gundmuze kadar bu iki familyaya ait 3 adet cinsuboiwtur. Bunlardan
Steinernematidae familyasina ghaikisi Steinernemave Neosteinernemablarak
adlandirlirken, Heterorhabditidae familyasin&lbains iseHeterorhabditisolarak
adlandiriimaktadir.  Steinernematidae familyasinaghba87'den fazla tir
tanimlanmgtir, bunlardan sadece bir tanedleosteinernemacinsine aittir.
Heterorhabditidae familyasina@al8 tur tanimlanngtir (Stock ve Goodrich-Blair,
2012).

1.2.1. Entomopatojenik Nematodlarin Hayat Dénguisu

Ekonomik ©6nemleri nedeniyle Heterorhabditidae veeirtrnematidae
familyalarinin hayat doénguleri Uzerine bircok simana yapilmgtir. Bunlarda
yumurta, 4 farkli morfolojik larval donem ve erglidnem olmak tzere toplam 6 evre
vardir (Kaya, 1993)Jekil 1.1). Nematodlarin toprakta serbest olarakayan tek
evresi olan 3. juvenil (J3) evresi “infektif juvénild)” evre olarak adlandirilir.

Nematodlar bu evredeyken beslenmez vesgekzler (Kaya ve Gaugler, 1993).

Yumurta evresi> J1-> J2-> J3 (1J)-> J4-> Ergin evre

Sekil 1.1. Entomopatojenik nematodlarin hayat dongusundegvre (Kaya, 1993)
(J: Juvenil, 13infektif Juvenil).

Infektif juveniller, bocge a1z, anis gibi acikliklardan veya sadece
Heterorhabditlere 6zel olarak kutikulanin ince kiksrindan gig yaptiktan sonra,
tasidiklari mutualistik bakteriler salinir.Steinernematidlélerde Xenorhabdus
Heterorhabdilerde ise Photorhabdus cinsi bakteriler bulunur. Bu bakteriler
Steinernemeacinsine ait turlerde infektif juvenillerin Basaklarinin 6n kismindaki
0zel bir kesede bulunurkerteterorhabditis cinsine ait tirlerde ise Pasasin
Ozellikle ilk 1/3'luk kisminda ygun olarak tasnmaktadirlar (Martens ve Goodrich-
Blair, 2005)(Sekil 1.2).



Photorhabdus-Heterorhabditis Xenorhabdus-Steinermema

farinks

bakteri

Sekil 1.2. Entomopatojenik nematodlarda mutualistik baktenletasindiklar
bdlgeler (Goodrich-Blair ve Clarke, 2007).

Nematodlardan salinan mutualistik bakteriler, bodde&molenfi iginde
uremeye ve saldiklarl toksinler ile b@cedldirmeye bgarlar. Nematodlar,
bakteriler icin stinak gorevi gorurken bakteriler de bununskaginda konak boge
oldurerek nematodlara besin kagnaolusmasini sglarlar. Nematod ve bakteri,
birlikte konakla beslenir ve kadavranin iginde h&kil ¢cgalir (Wang ve Bedding,
1996; Cagnolo ve ark., 2004%teinernematidnfektif juvenilleri disi veya erkek
olabilirken Heterorhabditer ilk jenerasyoda hermafrodittir, daha sonraksiierde
cinsiyet ayrimi olgur. Steinernematidlerde bunun tek istisnasi, ilkRejasyonda
hermafrodit bireylere de rastlangmplan Steinernema hermaphroditurturidur
(Stock ve ark., 2004)Heterorhabditiscinsinde birinci nesilden sonraki nesillerde
hermafroditlerle birlikte ayri syli bireyler de goérilmektedir (Gaugler ve Kaya,
1990). Konaktaki besin kaypatikenince yetkinler tekrar d§ cevre kgullarinda
yasamaya uygun olan infektif juvenilleri tretirler. Bavranin i¢ ortamindan aldiklari
mutualistik bakterileri tgyan ylUzbinlerce infektif juvenil yeni konak aramain
kadavradan cikiyaparlar (Boemare, 2002).
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Sekil 1.3. Entomopatojenik nematodlarin genetaia dongusi (Arthurs, 2012).

1.3. Entomopatojenik Nematod-Bakteriili skisi

Daha 0©nceki bdlumde de bahsedildigibi Steinernematidliélerde
Xenorhabdus Heterorhabdilerde ise Photorhabdus cinsi bakteriler bulunur.
Yapilan taksonomik caimalara gore her entomopatojenik nematod turt yddmz
bakteri ile mutualistik ikki icerisinde bulunabilirken, mutualistik bakterilbirden
fazla nematod turd ile gkili olabilmektedir (Hazir ve ark., 2003). Bu mutisik
ili skilerin ilk defa yaklaik 350 milyon yil dnce Orta Paleozoiktehotorhabdusve
Xenorhabdus soylarini olyturacak  Gram-negatif  enterik  bakteriler
(Enterobacteriaceae) ilédeterorhabdit ve Steinernematiterin atalari arasinda
birbirinden b&msiz olarak bgadigi disinulmektedir. Bakteriler bu mutualistik
iliskide hem dy ortamdaki cevresartlarindan ve topraktaki rekabet ortamindan
korunur hem de kendilerini besince zengin bécekudaoka taitirlar (Adams ve ark.,
2006). Bu iki bakteri cinsi de nematodlarla mutst@i yasam gosterir ve bocek
patojenidir. Ancak genetik ve fizyolojik camalar bu iki bakterinin bu roller igin
farkli yontemler kullandiini ortaya koymsgtur. Bu sebeple bu iki bakterinin farkh
kokenlerden gelip ayni cevre ¢dlarinda yaamaya uyum Sdadigl
dUstindlmektedir (Goodrich-Blair ve Clarke, 2007; Gnffve ark., 2001; Poinar,
1993).



Xenorhabdusve Photorhabduscinsi bakterilerin siniflandirmasgoyledir
(Thomas ve Poinar, 1979; Fischer-Le Saux ve ag@9}

* Regnum: Bacteria
* Phylum: Proteobacteria
* Class: Gammaproteobacteria
* Ordo: Enterobacteriales
* Familya: Enterobacteriaceae

* GenusXenorhabdus *Genus:Photorhabdus

Xenorhabdus ve Photorhabdu$ar Gram-negatif, basil morfoloijili,
sporlanmayan, fakultatif anaerobik, oksidaz negkéfmoorganik heterotrof solunum
yapan, fermentif metabolizmaya sahip vesittie bOceklere kagi patojen olan
enterobakterilerdir (Thomas ve Poinar, 1979; Akhut883; Forst ve Clarke, 2002;
Boemare ve Akhurst, 2006).

iki bakteri cinsinin de fenotipik olarak farkli fotam bulunmaktadir. Dgal
form Faz | olarak adlandirilir ve yalnizcasklli olduklari nematodlarda bulunur.
Ikincil form yani Faz |l bakteriler ise bakteri yapartamda uretildii zaman
kendiliginden ortaya ¢ikmaktadir. Bu iki faz arasinda baafolojik ve morfolojik
farkhliklar bulunmaktadir. Faz I'deki bakterilerntgbiyotik Uretebilmekte, belli
boyalari absorblayabilmekte ve kristalies proteinlerden olgan hicre i
inkalizyon cisimciklerine sahiptirler. Faz 1l sathadaki bakteriler ise bu 6zellikleri
tasimazlar. Urettikleri inkllizyon cisimcikleri ise kéh degildir (Boemare ve
Akhurst, 2006).

Pek cok benzer 6zelliklerinin yani sira bu iki carasinda bazi farkhliklar da
bulunmaktadir. Orngn, pek cokPhotorhabdusswsu biyoluminesens yapabilir ve
katalaz pozitiftir. OysaXenorhabduginsi bakteriler her iki 6zelie de sahip dgldir
(Boemare ve Akhurst, 2006). Ayricéenorhabdudar Steinernematichematodlarin
3. evre juvenillerinde (1J), karsakta bulunan 6zel bir kesedesitarken,
Photorhabdu$ar Heterorhabdilerin bagirsaklarinda kolonize olurlar (Bird ve
Akhurst, 1983; Snyder ve ark., 2007; Waterfielcavie, 2001; Clarke, 2008).



Benzer yaam tarzlarina r@men, Xenorhabdus ve Photorhabdutar
molekiler mekanizmalar agisindan da farkllik godes (Goodrich-Blair ve Clarke,
2007). Orngin; iki bakteri turti de boggn bagisiklik sistemi tarafindan sentezlenen
antimikrobiyal peptit (AMP)’lere kar direnclidirler fakat bunun icin ikisi de farkli
yontemler kullanirlar. Photorhabdu%ar lipopolisakkarit modifikasyonu yaparak
konak kaynakli AMP’lere diren¢ oftururken (Bennett ve Clarke, 2005; Derzelle ve
ark., 2004; Eleftherianos, 2006)X. nematophila bocgin AMP sentezinin
baslamasina tamamen engel olur (Ji ve Kim, 2004; Rarlark., 2007). Bu genetik
ve molekiler farkhiliklar, iki bakterinin morfoldgri ve yagam tarzlarina da
yansimaktadir. Photorhabdus ve Xenorhabdu¢arin 1J’lerde farkli bdlgelerde
tasinmalari buna ornektir. Ayric&. luminescendakterisininH. bacteriophor&ain
IJ’lerine aktariimasi icin, bakterinin maternal ta@kbezlerde kolonize olmasi ve
yumurtalarin dii bireyin icinde aciimasi buna ¢ bir Ornektir (endotokia
matricida) (Ciche ve ark., 2008pteinernema carpocapde ne rektal bezlerde
kolonizasyon nede endotokia matricida evresi goeiliRhotorhabdusakterilerinin
enfeksiyon esnasinda belirli bir yol takip gittiespit edilmitir. ilk olarak hemolenf
icerisinde hizla Ureyip bogen immun sistemi yok edilmekte, daha sonra orta
bagirsak igerisine ggtli toksinler salinmaktadir. Enfeksiyonun ilerifsasinda ise
metallo-proteazlar salinarak pesak epiteli parcalanmakta ve dokular nematodlarin
beslenecg@ hale getiriimektedir.Photorhabdusbakterileri mcf (make caterpillar
floppy) geni tarafindan kodlanan toksinlere sahifiu toksinler bocgn bagirsak
dokusunu parcalamaktadir (Boemare ve Akhurst, 200émnorhabdusin konukgu
dokusuna yerlkgrken izledgi yol henliz tam anklamamstir. Fakat hicre g
yuzeyinin lipopolisakkarit bilgenlerinden endotoksinler salgilayarak doku

hiicrelerini parcaladiklari tahmin edilmektedir (Auave ark., 2006).

Xenorhabduwse Photorhabdusakterileri pek ¢ok ikincil metabolitin yaninda
faz durumlarina kg olarak bakteriosinler, bdcek toksin kompleksléfic’'s) ve
kolisin E3 tip dldurtcu proteinler dretmektedirlégiinkii bu bakteriler kompleks
hayat dongulerinde yalnizca konukcuyu oldirmeklémkgip, kadavrayl bogn
bagirsak florasindan ve ghridan gelen der rekabetci mikroorganizmalara kada

savunmak zorundadirlar (Bode, 2009).



Infektif juveniller konukcularini enfekte ettiktersra mutualistik bakterileri
konukguyu 48 saat icerisinde septisemi nedeniytdirdhektedir. Bundan sonraki
donemde nematodlar konukcu icerisinde gyeliiremeye bgarlar. Yeni nesil
infektif juvenillerin ¢iks yapmasina kadar gecen surede (7-15 gun) kadgwragiio
icerisinde ya da Uuzerindedir. Bu esnada kadavraisipde gelmekte olan
nematodlar omnivorlarin veya gaacilarin saldirilarina agik vaziyettedir (Baur ve
ark., 1998; Kaya, 2002). Muhtemelen béyle bir dudamomurgasiz canlilarin
kadavralari dier yggmacilar tarafindan birka¢ dakika veya saat icedisihizli bir
bicimde tuketilmektedir (Foltan ve Puza, 2009). &ymutualistik bakteriler
(6zellikle de Photorhabdusturleri) tarafindan Uretilen ve “Yanaci Uzaklatiric
Faktor (SDF)” olarak adlandirilan bir madde nedkniyagmaci organizmalar

nematodla enfekte kadavralardan uzak tutulmak{g&ullfcu ve ark., 2012).

Boceklerin nematodlara gosterdikleri tepki birblieiyetkilesim halinde olan
hiicresel ve hiimoral eylemlerden (fagositoz, notligumu, hicresel veya melanotik
kapstlleme, antimikrobiyal peptid Uretimi) ehaktadir. Ilk asamada gosterilen
tepki nematodlara yoneliktir. Clinkl bakteriler mmada zaten nematodun icerisinde
bulunmaktadir. Ancak bakteriler nematodun konukcgyanesinden sonraki 30
dakika ile 5 saat arasinda bécek hemosdline hntaki(Dowds ve Peters, 2002).
Bocekler nematodlarin  mutualistik bakterilerini dsge ederek, granulositler
tarafindan nodul icerisine alarak veya sekropin gitiimikrobiyal peptidler ile yok
etmeye cabmaktadir. Ancak bakteriler nodil icerisinde dega@lmaya devam
edebilmektedir. Eer nodul yapisi uygun ise tekrar hemolenfe cikakakukcuyu
oldurmektedirler. Nematod-bakteri birliktgli bocesin bagisikligina kagl ortak
hareket etmektedir. Nematodlar melanin salmu icin gerekli pro-feniloksidaz
salinimini ve bununla beraber hemolenfteki antiobkyal aktiviteyi inhibe
etmektedir. Bakteriler ise enzimatik aktivitelez bocgin bagisikligini bozmaktadir.
Ornesin  X. nematophilmin lipopolisakkaritleri  feniloksidaz —aktivasyonun
baskilamaktadir. Ayrica bu bakterinin lipid A moldgik hemositlere toksik etki
yapmaktadir (Dowds ve Peters, 2002; Ciche ve ak6R Mutualistik bakteriler
ayni zamanda konukcuyu paralize eden ekzotoksisigotoksinler ve hucregii

proteolitik enzimler tretebilmektedir (Boemare vk.a1997; Forst ve ark., 1997).
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Bakteriler kadavra igerisinde hizla ggirken, dreme safhalarinin sonuna
dogru, ortami dger mikroorganizmalarin istilasina kar koruyacak cetli
antimikrobiyal bilgikler de Uretmeye #arlar. Bu bilgikler diger bakteri, fungus ve
mayalara ka# etkili olan antibiyotikleri, Photorhabdugtiirlerine yakin bakterilere
karsi aktif olan lumisinler ve xenorhabdisin gibi baktsinleri icermektedir
(Webster ve ark., 2002; Sharma ve ark., 2002; érhale ark., 1995).
Bakteriosinlerin varfii nematodla aralarindaki mutualizm acisindan ordémli
Enfeksiyonlara kar klasik anlamda bir koruyuculuk @amasa da ayni cevrede
bulunan dger bakterileri dldurerek, besin rekabetinde avas#garlar (Hancock ve
Diamond, 2000). Bu sayede rekabete girebilecek drelpakteri gruplarina dstunltk
sgilanms olur. Lumisinler dger Photorhabdugurleri dsinda, filogenetik olarak da
uzak bir tlr olanEscherichia coliye kari da etkilidir. Boylece bu bakteriosinlerin
bocesin basirsak florasinin temizlenmesinde de rol oynadikidiginilmektedir
(Sharma ve ark., 2002).

Photorhabdusbakterilerinin faz | evrelerinde durettikleri pelolg ikincil
metabolitten 0Ozellikle antimikrobiyal 6zeik sahip olanlari hidroksi-stilben ve
poliketidler (Antraquinon tdrevleri) olmak Uzere iikfarkh grup kimyasal
tanimlanmgtir.  Yapilan cakmalarda bazi Photorhabdus Iluminescens subsp.
luminescensve P. temperata izolatlarinin in vitro sartlarda antibakteriyal
antraquinone pigmentlerini ve hem antibakteriyanhge antifungal 6zelie sahip
trans-stilben maddesini Urettikleri tespit editini(Boemare ve Akhurst, 2006; Bode
ve ark., 2007). Ayni zamand®hotorhabdudakterileri faz | evrelerinde pigment de
uretmektedir. Bakteri soylarina gore renklenmgigdilik gostermekle birlikte bu
pigmentten dolay! enfekte kadavralar genelde kirmezkli olmaktadir (Boemare ve
Akhurst, 2006).Photorhabdus izopropylstilben (isopropylstilbenes) ve etilsgh
(ethylstil-benes), antraquinon (anthraquinones-A@s)sidrofor fotobaktin (sidero-
phorephotobactin) uregii bilinen tek bakteri cinsidir (Bode, 2009). Ozkl
stilbenler ve AQ’ler ¢ok basit bigeklerdir; fakat sira du bir biyosentezin sonucunda
kompleks bir ekolojik rolleri vardir. Oysa stilbenl tipik bitki metabolitleridirler
(6rnezin Uzimdeki veya kirmiziaraptaki resveratrol gibiPhotorhabdudakterileri
bitkiler alemi dginda stilben Uretebilen tek canhdir. Stilbenler a@rpozitif
bakterilere ve funguslara karantibiyotik aktivite goOsterirler, boceklerin immd
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sistemindeki fenol-oksidazlar inhibe ederler vema&odlarin tam bir galim
gostermeleri icin gerekli sinyal molekul olarak géryaparlar (Bode, 2009).

Anthraquinone’lar ise bitki, fungus ve bakterilekdgaygin metabolitlerdir.
Genel olarak karinca ve ari uzaklatirici 6zellikleriyle bilinen bu bilgk sinifinin
Photorhabdus bakterileri icin  6énemli bir ekolojik duruma hizmetttikleri
varsayllmaktadir (Pankewitz ve Hilker, 2008; Bod2009). Photorhabdus
bakterilerince Uretilen AQ’lar biyokimyasal olargtoliketid sentaz (PKS) tip-2
mekanizmasiyla meydana getiriimekted§imdiye kadar farkl Photorhabdus
soylarindan 7 tane AQ tanimlargtm. Bunlardan 5'i yapay ortamda uretilen
bakterilerden elde edilgken, dger 2 bilgik yalnizca bb6cek larvasindaki
Photorhabduskulttrlerinden izole edilmngtir (Bode ve ark., 2007)Photorhabdus
bakterileri Gram-negatif bakteriler icerisinde PK®2 mekanizmasina sahip ikinci
ornektir (Bode, 2009).

Buna ek olarak baziPhotorhabdus soylari tarafindan Uretilen protein
toksinlerinin oral yolla ya da enjeksiyon yoluylakocok bocek turiine etkili olmasi
son yillarda biyolojik micadelede bunlara olanyigartirmistir. Her ne kadar oral
enfeksiyonun Photorhabdusve Xenorhabdusin biyolojisinde 6nemli olmagh
distinulse de, toksin kompleksleri (Tc’'s) vieghotorhabdusbécek-ilkili (Pir)
toksinlerin her ikisi de bazi bocek tiurlerine kaoral aktiviteye sahiptir. Bunlarin
aksine tirtil yumsatict (make caterpillar floppy) toksinler mcfl vecfia ile PVCs
(Photorhabdusrirulence cassettes) toksinlerinin her ikisi dgeksiyon yoluyla etkin
olabilmektedir (Boemare ve Akhurst, 2006; Ffrenatn€tant ve ark., 2007). Toksin
kompleksleri (Tc’s) yiuksek molekilegaliga sahip, birden fazla alt Gnitesi bulunan
Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriler tarafindaetilen insektisit 6zelfine sahip
toksinlerdir. Bunu kodlayan genler ilk olarak entgmatojenik nematodlar ile gkili
Photorhabdusre Xenorhabdudakterilerinde tanimlanitir. Bunun ardindan toksin
komplekslere benzer lokuslar tamamen bdceklegkilili Serratia entomophilab.)
veya bdceklerle belirli bir ikisi bulunmayan bir dizi bakteride de tanimlagtmi
Yapilan ¢algmalar ile toksin kompleksler pek ¢cok kromatografisamgiyla Tca,
Tcb, Tcc ve Tcd olarak adlandirilgnd farkli komplekse ayrilmgtir. Saflgtiriimis

Tca’nin Bacillus thuringiensistarafindan yapilaro-endotoksin gibi bégén orta
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bagirsagginin epitelyumunu parcalagi tespit edilmgtir (Ffrench-Constant ve ark.,
2007).

Faz | evresindekKenorhabdudakterileri icinsimdiye kadar bilinen ikincil
metabolit molekiller cgunlukla benzilidenaseton (benzylideneacetone), niadi
(iodinine), fenetilamid (phenethylamides) ve in@iadole) tirevleridir. Ancak bunun
yaninda hibrid PKS/NRPS sisteminden koken gli{enorhabdins, Xenorxides
(oksitlenmg Xenorhabdinler) ve Xenocoumacins (XCNs) gibi dakampleks
bilesikler de bilinmektedir. Basit yapilarinagaen bu bilgiklerin farkh biyolojik
aktiviteleri tanimlanmgtir (Boemare ve Akhurst, 2006; Bode, 2009).

Gunumuzde Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterilerinin  Uretgi
antimikrobial maddeler ve toksinler Uzerindegya calsmalar yapilmaktadir. Bir
yandan bu antimikrobiyal maddelerin kimyasal yapil@nimlanarak antibiyotik
uretiminde kullaniimalari yoninde cahalar surddralirken, ger yandan da
bakterilerin Urettikleri toksinlerle biyopreparagymina yonelik aggirmalar hizla
devam etmektedir (URL 1: www.gamexp.eu) (Nollmamnavk., 2012; Zhou ve ark.,
2013; Sahm ve ark., 2013). Farkli bakteri tir hattdatlar farkli antimikrobiyal
molekiller ve toksinler Uretebilgli icin aratirmacilar yeni 6zelliklere sahip
Xenorhabdusve Photorhabdusbakteri tlr ve izolatlari elde edilmesi yoniinde

calismalar yapmaktadirlar (Thanwisai ve ark., 2012).

Xenorhabduwse Photorhabdusakterilerinin tir tghislerinde de dier bakteri
turlerinin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilaéS rRNA dizi analizleri
kullaniimistir (Boemare ve ark., 1993; Fischer-Le Saux ve, &R99; Tailliez ve
ark., 2006, 2010). Ancak son vyillarda yapilan spaflarda Xenorhabdusve
Photorhabdusbakterileri icin RecA gen sekanslarinin daha gilvesonuclar verdgi
belirtiimistir (Tailliez ve ark., 2010; Thanwisai ve ark., 20Bode, 2009; Proschak
ve ark., 2011; Chaston ve ark., 2011; Fuchs ve 28k.1).

RecA proteini, tumi DNA bakim ve onarimi ile ilgbircok gorevi olan 38
kilodaltonluk bir proteindir (Little, 1984). RecA’nin DNA onarimindaki temel ol
bakteriyel transformasyondaki homolog rekombinasysmnasindadir. Bakteriyel
transformasyon DNA'nin bir bakteriden genelliklenayir olan bgka bir bakteriye

aktariimasidir. RecA proteini, alici ve verici baktarasindaki bu DNA alverisi
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esnasindaki homolog rekombinasyona aracilik etrdek{@&kamatsu ve Taguchi,
2001; Saito ve ark., 2006). RecA proteini bir ntkleophoteinciri olusturmak tzere
DNA'nin tek zincirine kuvvetle b#anir. Olsan bu tek zincirli DNA ve RecA
filamentleri dinamik nikleofilamentler olarak adthnlir (Kidane ve Graumann,
2005). RecA proteininin DNA Uzerinde birden fazislanma bdlgesi vardir ve bu
nedenle de iki zinciri bir arada tutabilir. Bu diekift zincirli DNA ile tek zincirli
komplementer DNA bdélgesi arasinda sinapsis reaksiy&atalizlienmesini de
mimkuin kilar. RecA ve ssDNA igii kompleksi cift zincirli ana DNA boyunca
homolog bolgeleri ararlar (Savir ve Tlusty, 2010e Wlaminck ve ark., 2012)
Michod ve arkadgar yaptiklari cahmalarda RecA aracilikli transformasyonun
homolog rekombinasyonel DNA hasari tamiri icin biyum yodntemi oldgunu
kanitlamsglardir. Transformasyon prokaryotlarda yaygindir shexdiye kadar 67
turan transformasyon yapabigditespit edilmgtir (Johnsborg ve ark., 200Bacillus
subtilis, Neisseria gonorrhoead¢diemophilus influenzaestreptococcus pneumonjae
Streptococcus mutangscherichia coli Helicobacter pyloritirleri ve Xenorhabdus
ile Photorhabdusinsleri bunlara érnektir (Michod ve ark., 2008).

1.4. Tezin Amaci

Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyatarait entomopatojenik
nematodlarin Guney Afrika Cumhuriyeti’ndekisg¢@li gi ve dailimlarini belirlemek
Uzere 2003-2014 yillari arasinda oldukca kapsanmlichlisma yapilmgtir. Bu
calisma sonucunda alinan toprak o6rneklerinden 123 famkimatod izolati elde
edilmistir. Bunlar arasindan 2003-2008 yillari arasindplaiman 6rneklerden elde
edilen 76 nematod izolatiningggli gi ve dagilimlar yayinlanmgtir (Hatting ve ark.,
2009). Bu nematodlardan bir boliminin de tighisderi yapilmg ve 2 yeni
entomopatojenik nematod tuteinernma tophua.sp. (Cimen ve ark., 2014a) ve
Steinernema innovatiom. sp. (Cimen ve ark., 2014b) tanimlagimi Ancak elde
edilen bu yeni tir nematodlarin vegdr entomopatojenik nematod izolatlarinin
mutualistik iligkili olduklari bakterilerin izolasyon ve tur taniammasina yonelik
herhangi bir cagma yapiimanstir.
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Bu tez caymasi kapsaminda Giney Afrika Cumhuriyeti toprakidan izole
edilmis olan tim entomopatojenik nematodlara ait mutuklisbakterilerin

izolasyonu ve molekiler olarak tanimlanmasi yagithmi
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Calsmada Kullanilan Entomopatojenik Nematodlar

Bu calsmada kullanilan nematodlarin tamami entomopatojeaikatod olup
Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyalaaittirler. Ornekler 2003-2014
yillari arasinda Guney Afrika Cumhuriyeti'nin farkbolgelerinden “insect-bait”
yontemi kullanilarak (Bedding ve Akhurst, 1975) leadilmitir. Toplamda 123
farkli nematod izolati elde edilgiolup bu izolatlar hem Adnan Menderes
Universitesi Biyoloji Bolimii Omurgasiz Hayvanlardaxatuarinda hem de Giiney
Afrika Cumhuriyetindeki Small Grain Isntitute’de uhafaza edilmektedir (Hatting
ve ark., 2009).

Calismada kullanilan nematodlara ait bilgiler Tablo @elverilmitir.

Tablo 2.1.Calismada Kullanilan Nematodlaihsikin Bilgiler

ORNEKLEME
iZOLAT EPN SEHIR YER HABITAT/BOCEK TARIHI KOORDINAT
S2809'6.1"/
SGI-6 Steinernema Bethlehem Small Grain Inst. Surdlmus Tarla 25.06.2003 E28°17'22.1"
Utopia 3 (H,0) S$28°10'48.4"/
SGI-21 Steinernema Bethlehem outlet Cim alan 01.07.2003 E28°17'50.9”
S28°10'44.6"/
SGI-22 H. bacteriophora Bethlehem Utopia 4 Brokoli tarlasi 01.07.2003 E28°17'51.5"
S2831'59.7"/
SGI-28 Steinernema Bethlehem Denmar Yabanmersini 15.07.2003 E28°0'35.3”
S28%31'59.7"/
SGI-29 H. bacteriophora Bethlehem Denmar Yabanmersini 15.07.2003 E28°10'35.2”
S28%31'59.7"/
SGI-32 H. bacteriophora Bethlehem Denmar Yabanmersini 15.07.2003 E28°10'35.5”
S2831'59.7"/
SGI-33 Steinernema Bethlehem Denmar Kiraz bahgesi 15.07.2003 E28°10'31.5"
S2831'59.7"/
SGI-35 Steinernema Bethlehem Denmar Kiraz bahgesi 15.07.2003 E28°10'31.5"
S2831'59.7"/
SGI-38 Steinernema Bethlehem Denmar Kiraz bahgesi 15.07.2003 E28°10'31.5"
S28%31'59.7"/
SGI-39 Steinernema Bethlehem Denmar Kiraz bahgesi 15.07.2003 E28°10'31.5"
S28%31'59.7"/
SGI-40 H. bacteriophora Bethlehem Denmar Kiraz bahgesi 15.07.2003 E28210'31.5"
S28%31'59.7"/
SGI-42 Steinernema Bethlehem Denmar Kiraz bahgesi 15.07.2003 E28°10'31.5"
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Tablo 2.1. (devam)

ORNEKLEME
iZOLAT EPN SEHIR YER HABITAT/BOCEK TARIHI KOORDINAT
S$2831'59.7"/
SGI-43 Steinernema Bethlehem Denmar Kiraz bahgesi 15.07.2003 E28°10'31.5"
S2831'59.7"/
SGI-50 H. bacteriophora Bethlehem Denmar Yabanmersini 15.07.2003 E28°10'35.6”
S2809'46.1"/
SGI-58 Heterorhabditis Bethlehem SGI (G1) Tahil 16.07.2003 E2817'21.5"
S$2809'46.1"/
SGI-60 Steinernema Bethlehem SGI (L16) Tahil 16.07.2003 E28°17'21.2"
S$2809'46.1"/
SGI-82 Steinernema Bethlehem SGlI (G8f) Tahil 23.07.2003 E28°17'21.3"
Lone Tree Farm $283020.9"/
SGI-90 H. bacteriophora Bethlehem (B2) Elma bahgesi 24.07.2003 E28%'38.0"
Lone Tree Farm $2830'27.1"/
SGI-91 H. bacteriophora Bethlehem (A2) Elma bahgesi 24.07.2003 E28%'39.2"
Lone Tree Farm S$2830'5.7"/ E
SGI-96 H. bacteriophora Bethlehem (D7/8) Elma bahgesi 24.07.2003 28%'41.4"
S$32°0'38.5"/
SGI-145 Steinernema Clanwilliam Zeekoeivlei Rooibos 02.09.2003 E1843'19.9”
S3147'54.1"/
SGI-148 Steinernema Bethlehem ARC SGI Sirulmus Tarla 02.09.2003 E18%42'12.5"
S3147'46.2"/
SGI-152 Steinernema Clanwilliam Nuwedam Rooibos 03.09.2003 E18%43'5.8"
S28°17'26.6"/
SGI 164 H. bacteriophora Bethlehem OTK (67.2) Elma bahgesi 08.10.2003 E28°17'13.1"
S28°17'26.1"/
SGI 165 H. bacteriophora Bethlehem OTK (61.23) Elma bahgesi 08.10.2003 E28°6'56.1"
S2817°43.7"
SGI 166 H. bacteriophora Bethlehem OTK (98.23) Elma bahgesi 08.10.2003 E2817'02.5"
Lone Tree farm $2830'0.6"/
SGI 170 H. bacteriophora Bethlehem (D5/6) Elma bahgesi 14.10.2004 E2806'31.9”
Lone Tree farm $2830'10.6"/
SGI 172 H. bacteriophora Bethlehem (D5/6) Elma bahgesi 14.10.2004 E28906'31.9”
Lone Tree farm $2830'10.6"/
SGI 173 H. bacteriophora Bethlehem (D5/6) Elma bahgesi 28.10.2004 E28906'31.9”
SGI 178 H. bacteriophora Bethlehem Stead Ahududu 17.01.2005
SGI 179 H. bacteriophora Bethlehem Stead Ahududu 17.01.2005
SGI 180 H. bacteriophora Bethlehem Stead Ahududu 17.01.2005
S$2809'46.1"/
SGI 185 Steinernema Bethlehem Small Grain Inst. Draadhokke 25.11.2005 E2817'21"
$28909.337/E02
SGI 188 Heterorhabditis Bethlehem Small Grain Inst. Bugday tarlasi 04.12.2007 8°17.626
S 28214.279/ E
SGI 193 Heterorhabditis Bethlehem Lettie’ plot Otluk alan 23.02.2008 028°17.057
S$2809.336/E
SGI 194 Steinernema Bethlehem SGI Fields Bugday tarlasi 20.02.2008 028°17.351
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Tablo 2.1. (devam)

ORNEKLEME

iZOLAT EPN SEHIR YER HABITAT/BOCEK TARIHI KOORDINAT

S 28°14.275/ E
SGI 195 Steinernema Bethlehem Lettie’ plot Cim alan 23.02.2008 028°17.080

S 28°12.755/ E
SGI 196 Steinernema Bethlehem Willow farm Otlak 06.08.2008 28°15.572

S 28°10. 834/ E
SGIl 197 Steinernema Bethlehem Deemster Pty Ltd Cim alan 07.08.2008 28°17.725

S 28°10. 195/ E
SGI 198 Steinernema Bethlehem Saaibid farm Otlak 07.08.2008 28°17.086

S 28°05. 031/ E
SGI 199 Steinernema Bethlehem Boshof Farm Otlak 07.08.2008 28°16.924

S 28°05. 107/ E
SGI 200 Heterorhabditis Bethlehem Boshof Farm Otlak 07.08.2008 28°16.922

S 27°58.684/ E
SGI 201 Heterorhabditis Kaallaagte Graskop farm Bugday tarlasi 13.08.2008 28°22.241

S 27°56. 105/ E
SGI 203 Heterorhabditis Reitz Rooigum Yonca 13.08.2008 2823.594

S 27°58. 046/ E
SGI 205 Heterorhabditis Reitz Graskop farm Bugday tarlasi 13.08.2008 28°22. 643

S 27°55. 766/ E
SGI 206 Heterorhabditis Reitz Rooigum Bugday tarlasi 13.08.2008 28°23. 731

S 28°12. 07/ E
SGI 207 Steinernema Bethlehem Versien farm Bugday ve Yulaf 06.08.2008 28°13. 647
SGI 208 Steinernema Hartz water Perseel Yonca 03.12.2008
SGI 209 Heterorhabditis Hartz water Perseel Yonca 03.12.2008

Seker Kamigi ve
SGI 210 Steinernema Paul Roux Rexford farm Beyaz tirtil 09.12.2008
SGI 211 Heterorhabditis Bethlehem 2008 bollworm tria}  Bugday tarlasi 12.12.2008
Seker Kamigl ve
SGI 212 Steinernema Paul Roux Rexford farm Beyaz tirtil 09.12.2008
Boshoffarp; Plot
SGI 213 Steinernema Hartswater 2814 26.11.2009
Nuwemoed
SGIl 214 Steinernema Bultfontein &Poppieland 01.12.2009
SGI 216 Steinernema Virginia AB PienaarBdy 10.12.2009
Boshoffarp; Plot
SGI 217 Heterorhabditis Hartswater 2814 17.02.2010
SGI 219 Steinernema Bultfontein Rio 19.02.2010
SGI 220 Steinernema Bultfontein Edna 09.03.2010
Aandeking

SGI 221 Steinernema Lindley &Williesdeel 24.03.2010
SGI 222 Steinernema Potchefstroom Bodeskraal 11.03.2010
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Tablo 2.1. (devam)

ORNEKLEME
iZOLAT EPN SEHIR YER HABITAT/BOCEK TARIHI KOORDINAT
SGI 224 Heterorhabditis Kroonstad MalgaskraalBdy 23.03.2010
Aandeking
SGI 225 Steinernema Lindley &Williesdeel 23.03.2010
Nuwemoed en
SGI 226 Steinernema Bultfontein Dankbaar 30.11.2010
Nuwemoed en
SGI 227 Steinernema Bultfontein Dankbaar 30.11.2010
SGI 228 Heterorhabditis Wesselsbron Rietvlei 01.07.2010
SGI 229 Steinernema Bothaville Help my Voort 21.07.2010
SGI 230 Heterorhabditis Bothaville Help my Voort 21.07.2010
Klein Doornboom
SGI 231 Heterorhabditis Bothaville farm 29.04.2011
Seker Kamigi ve 0.3°32'42.6"
SGI 233 Steinernema Tanzania Moshi Beyaz tirtil 11.07.2011 0.37°20'03.2"
S27%45"45.2"
SGI 234 Heterorhabditis Reitz Stopspruit farm Misir tarlasi 25.01.2012 E02823'05.5"
S27%41'31.7"
SGI 235 Steinernema Pieterstyn T4737 Junction Soya Fastulyesi 25.01.2012 E028°10'08.7"
S2723'17.7"
SGI 236 Steinernema Heilbron Marlina Misir tarlasi 25.01.2012 E02803'05.1"
S27909'10.6"
SGI 238 Steinernema Heilbron Driehoek Aycicegi 25.01.2012 E02723'05.5"
S26%7.708'
SGI 239 Heterorhabditis Frankfort kimberley Misir tarlasi 23.05.2012 E029°19.708'
S26%6.438'
SGI 240 Steinernema Frankfort Grootdam Misir tarlasi 24.05.2012 E029°18.837’
S2823.156'
SGI 241 Steinernema Villiers Dasklep Soya Fastulyesi 24.05.2012 E02730.406’
S2823.244'
SGI 242 Steinernema Kransfontein Mooifonmtein Misir tarlasi 01.08.2012 E02730.722'
S2823.244'
SGI 243 Steinernema Vrede Meadowbank Misir tarlasi 01.08.2012 E027930.722'
S26%7.708'
SGI 244 Heterorhabditis Standerton Pretoriusviey Soya Fasulyesi 29.11.2012 E029°19.708'
S26%6.438'
SGI 245 Heterorhabditis Standerton Slagkraal Soya Fasulyesi 29.11.2012 E029218.837’
S28°25.522'
SGI 248 Steinernema Senekal Braunsweig Misir tarlasi 17.01.2013 E027°16.162'
S2828.051
SGI 249 Steinernema Winburg Corntorita Misir tarlasi 17.01.2013 E027°12.157"
S28%7.637
SGI 254 Heterorhabditis Ladybrand De Rust Misir tarlasi 17.07.2013 E02724.933'
S3209'566 /
ROOI 229 S. khoisanae Clanwilliam Ysterfontein Saailand 11.09.2003 E18%48'176
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Tablo 2.1. (devam)

ORNEKLEME
iZOLAT EPN SEHIR YER HABITAT/BOCEK TARIHI KOORDINAT
$3234'691 /
ROOI 275 S. khoisanae Clanwilliam Paardekop Saailand 16.09.2003 E18%7'170
S3234'471/
ROOI 277 S. khoisanae Clanwilliam Paardekop Cay 16.09.2003 E18%55'915
S$3235'475/
ROOI 283 S. khoisanae Clanwilliam Paardekop Saailand 16.09.2003 E18%56'105
$3232'463 /
ROOI 293 S. khoisanae Clanwilliam Bergendal Bozkir 17.09.2003 E18%5'020
$3232'463 /
ROOI 293A S. khoisanae Clanwilliam Bergendal Bozkir 17.09.2003 E18%55'020
$3233'332/
ROOI 299 Steinernema Clanwilliam Bergendal Kayisi bahgesi 17.09.2003 E18%5'276
S$3233'332/
ROOI 299 Steinernema Clanwilliam Bergendal Kayisi bahgesi 17.09.2003 E18%5'276
S$3207'581/
ROOI 334 S. khoisanae Clanwilliam Arbeidseind Cay 23.09.2003 E18%41'099
S$3207'581/
ROOI 334A S. khoisanae Clanwilliam Arbeidseind Cay 23.09.2003 E18%41'099
S$3207'564 /
ROOI 336 S. khoisanae Clanwilliam Arbeidseind Cay 23.09.2003 E1841'176
S$32°13'076 /
ROOI 343 Steinernema Clanwilliam De Berg Marul tarlasi 25.09.2003 E18%6'359
$3212'602 /
ROOI 352 Steinernema Clanwilliam De Berg Eski Baglk Alan 25.09.2003 E1845'777
S$32918'799 /
ROOI 369 Steinernema Clanwilliam Elandsfontein Bozkir 26.09.2003 E1849'143
SASRI 75 H. bacteriophora | Mt Edgecombe SASRI Kamiglik 6/24/2003
SASRI 198 Steinernema Mt Edgecombe | lllovo sugar park | Agag alti topragi 10.02.2003
Nehir kenarindaki
SASRI 199 Steinernema Stranger Kearsney farm | portakal agac alti 10.02.2003
Seker Kamisi
SASRI 244 Steinernema Umhlanga Rocks Umhlanga Tarlasi 0/24/2003
SASRI 324 Steinernema Stranger Kearsney Agag alti 11/26/2003
SASEX 324 Steinernema Stranger Kearsney Agag alti 11/26/2003
SASEX 356 Steinernema Umhlanga Rocks Umhlanga Kamiglik 12.12.2003
Seker Kamigi ve
SASRI 426A Steinernema Weltevreden KZN Midlands Beyaz tirtil 20.07.2004
Seker Kamigi ve
SASRI 426B H. bacteriophora Weltevreden KZN Midlands Beyaz tirtil 20.07.2004
Stellenbosch
INF 16 H. bacteriophora Stellenbosch Western Cape Bag 12.08.2003
Stellenbosch
INE23 Steinernema Stellenbosch Western Cape Bag 13.08.2003
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Tablo 2.1. (devam)

ORNEKLEME
iZOLAT EPN SEHIR YER HABITAT/BOCEK TARIHI KOORDINAT
INE 61 H. bacteriophora Hex River Valley Bag 10.11.2003
INE 73 Steinernema De Doorns Bag 16.12.2003
INF 79 H. bacteriophora Stellenbosch Stellenbosch Fasilye tarlasi 22.01.2004
ITSC 106 Steinernema Burgershall Burgershall Trunggil 26.03.2005
UNIV 17 H. bacteriophora Pietermaritzburg Natal Univ Ag Fac bahceleri 12.09.2003
Rainfall 2818
NWGA 1 Heterorhabditis Harrismith Swinburne Otluk alan 10.05.2005 06S;29°16' 21E
2759’
NWGA 4 Heterorhabditis Harrismith Gedachtenis Bozkir 10.05.2005 21S;2905' 23E
2632'747S;3071
NWGA 7 Steinernema Verkykerskop Non Pareil Otluk alan 07.07.2005 4'352E
2632'747S;3071
NWGA 30 Heterorhabditis Ermelo Blackwood Otluk alan 05.09.2005 4'352E
2632'318S;3071
NWGA 33 Steinernema Ermelo Blackwood Palmiye 05.09.2005 4'549E
2634'003S;3071
NWGA 40 Steinernema Ermelo Roodewal Yonca 05.09.2005 3'612E
2630'938S;3071
NWGA 42 Steinernema Ermelo Blaukop Kirsal bos alan 05.09.2005 4'814E

2.1.1. Calsmada Kullanilan Nematod Kdilturlerinin Uretimi ve Saklanmasi

Nematod Kkdalttrlerinin Uretilmesinde buydk mum glivedarak bilinen
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidaelarvalari kullaniimgtir (Bedding ve
Akhurst, 1975).I¢inde kurutma k@di bulunan 9 cm’lik petri kaplarinin her birisine
5’er adetG. mellonellalarvasi ve tzerlerine igerisinde 1000 IJ bulunaml hematod

kaltart eklenmg ve petriler karanhk ortama birakilghr.

Takip eden 1-2 gun icerisinde nematod enfeksiyoaonédlen larvalar,
nematod cilgini sa&lamak icin Whitetrap (White, 1927) adi verilen dizeneklere
aktariimstir. Bu dizenek bir adet 6 cm capli petri kabirtrkesminin 9 cm capl bir
petri kabinin icine koyulup, 6 cm caph petri kabingine uygun boyutlarda bir
kurutma k&idi yerlstiriimesiyle hazirlannytir. Enfekte larvalar bu kurutma

kagidinin Uzerine alindiktan sonra kurutmagkla 1-2 damla distile su ile hafif
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nemlendiriimg, 9 cm capindaki petrinin alt kismina isezati petrinin seviyesini
gecmeyecek kadar distile su eklegtini(Kaya ve Stock, 1997).

Infektif juvelillerin  konaktan c¢iki oda sicakfiinda (23-24C)
Steinernematidler icin 6-11 guiin, Heterorhabditlgn iise 12-14 gundir (Kaya ve
Koppenhofer, 1999). Konaktan ggkyapip 9 cm’lik petride bulunan saf suya gecen
infektif jiveniller kon&in dokulari gibi yabanci maddelerden arindiriim@h B kez
saf suyla yikanmtir. Temizlenen nematodlar 1 litrelik Tetrapak selkbh kaplari
icerisinde, 10 ve 1®’lik inkibatorlerde muhafaza edilgtir (Gulcu ve Hazir,
2012).

2.2. Calsmada Kullanilan Bakteriler

Bu tez calhmasinda kullanilan bakterilerin tamankieterorhabditis ve
Steinernemacinsi entomopatojenik nematodlarla mutualistiksara gosteren

Xenorhabduse Photorhabdu<inslerine ait bakterilerdir.

2.2.1. Mutualistik Bakterilerin izolasyonu

Bu calsmada mutualistik bakterilerin nematodlardan izotemyicin iki farkli

yontem kullanilmgtir.

Birinci yontemde; nematod kilturinden 1.0 ml alakar1.5 mllik
mikrosantriftj tuplerine konulmu ve infektif jlvenillerin dibe c¢okmeleri
beklenmgtir. Dibe ¢oken nematodlar steril kabinde, 1000likil'otomatik pipet

yardimiyla, steril mikrosantrifij tiplerine aktamiktir.

Tlplere, nematodlarin yizey sterilizasyonu icin’80@ul %0.4’'luk Hyamin
(Sigma) konulup tupler calkalangnve 3 dakika sureyle ¢okmeleri beklegtimi
Daha sonra Hyamin ortamdan uzagklialmis ve ornekler 3’er defa steril Ringer’'s
soltisyonu (7.5 g NaCl, 0.35 KCI, 0.21 g C&CH,O ve 1 | steril dHO) ile
yikanmstir (Kaya ve Stock, 1997).
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Nematodlar dibe ¢oktiikten sonra tupteki sivi ortazaklgtiriimis ve tipin
icerisinde kalan infektif juveniller steril uclu rweylu doku homojenizatori
(Techmate Ltd.) kullanilarak parcalarghm (Orozco ve ark., 2013pékil 2.1).

Sekil 2.1. Motorlu doku homojenizatori kullanilarak nematodigarcalanmasi.

Parcalamasiemiyle acga cikan bakterilerden pipetle 20 pl alinip NBTA aga
(28 g Nutrient agar, 2 ml triphenyltetrazolium aide (TTC) ve %0.0025 g
bromthymol mavisi (BTB), 1 litre steril di®D), besiyerine yayma ekim yapilgrwve
28°C'lik inktibatorde tremeye birakilgtir (Orozco ve ark., 2013).

Ikinci yontemde ise; blyik mum givesi olarak bili@nmellonellanin son
evredeki larvalarindan 5 adet alinarak igcinde 2 kautma k&idi bulunan 9 cm
capindaki petri kaplarina konulgtur. Nematod o6rneklerinden otomatik pipet
yardimiyla 1'er ml (yaklgtk 800-1000 IJ bulunan) alinip kurutmagkd tzerine

verilmis ve karanlk bir ortamda oda sicakhda tutulmgtur. Otuzalti saat sonra
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Olen larvalar alinarak steril kabinde, ylzey stemdyonunu sdamak igin, iginde
%70’lik alkol bulunan deney tiplerine konulpmue 5 dakika streyle beklengtir.
Ardindan steril edilmy bir pens yardimiyla alkolden cikarilan larvalagkalevinin

yaninda bekletilerek yiizeylerindeki alkolin ugcnsaglanmstir.

Daha sonra abdomen bdlgesi insulgndgsi ile delinmi ve dsari ¢ikan
hemosol plastik 6ze ile alinip NBTA agar besiyergmagi ekim yapilmgtir. Petriler
28C’lik inkuibatérde tremeye birakilgtir (Akhurst, 1982; Hazir ve ark., 2004).

2.2.2. Mutualistik Bakterilerin Saflastiriimasi ve Saklanmasi

Izolasyon cafmasi yapilan 123 adet bakterisoun tamami 6ncelikle, ekili
olduklan petri kaplarindan tek tek giin koloniler secilip tekrar NBTA agara cizgi
ekim vyapilarak saf koltir elde edilgtr. Elde edilen saf kdltarlerin birer
kolonisinden LB Broth besiyerine ekim yapilarak @8 ayarli calkalamali
inkiibatorde 1 gece boyunca tremeye biraktimiStok kiltar hazirlamak icin, bir
gece boyunca ureyen bakterilerden otomatik pipetigayla 830 pl alinarak, iginde
170 pl %100’ltk gliserol bulunan mikrosantriftij tépne konulmgtur. Daha sonra
mikrosantrifdj tiplerinin kapaklarina ait olgw bakterinin kodu yazilmive kapaklar
parafilmle sarilmgtir. Bu islemler steril kabinde gercektéilmistir. Hazirlanan stok
kultarler -80°C’de saklanngtir (Cowles ve ark., 2007).

NBTA agar ortaminda Ureyen bakterilerin koloni nebwfileri, kolonilerin
sunme durumu ve boyama vyapilarak Gram 06zelliklegiirlenmistir. Ayrica
bakterilerin katalaz enzimi yoninden pozitif veyegatiflik durumlarini belirlemek

icin lam Gzerine alinan kolonilere hidrojenperoKsitO,) damlatiimstir.

2.3. Molekuler Calismalar

2.3.1. Bakterilerden DNAizolasyonu

DNA izolasyonunda BIO-RAD firmasina ait InstaGeméatrix DNA
saflastirma kitleri kullaniimgtir. izolasyon basamaklayu sekildedir:
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1- NBTA besiyerinde 48 saat Uretilgnolan bakterilerden tek kullanimlik
plastik 6ze yardimiyla 1-2 koloni alingnve icinde 1 ml steril su bulunan

mikrosantriflj tiplerine aktarilngiir

2- Tlpler 11.800 rpm’de 2-3 dakika santrifijlendikteonra sipernatant

ortamdan uzakkuriimistir.

3- Pelletin Gzerine 100 pl InstaGene Matrix eklenijceay calkalandiktan
sonra 56C’ye ayarli su banyosunda 25 dakika inkibe edtimi
InstaGene Matrix ilave edilirken matriksin dibe g@#sine engel olmak
icin manyetik kagtiricida kargtiriliyor olmasina dikkat edilngive kalin

uclu bir otomatik pipet kullagmistir.

4- Inkubasyonun ardindan ornekler yiiksek hizda 10 samiytekslendikten
sonra 98C’ye ayarli blokta 8 dakika bekletilgtir.

5- Ornekler tekrar yilksek hizda 10 saniye vortekslehip800 rpm’de 2-3

dakika santrifijlennsiir.

Bu islemlerden sonra mikrosantrifilj tptnin dibindekgyo sivi 6rneklerin
izole edilmi DNA'sidir. Bu DNA'lar -20C'de 2-3 ay kadar muhafaza
edilebilmektedir (Kim ve ark., 2012).

2.3.2.izole Edilen DNA’larin PCR Yontemiyle Cazaltiimasi

InstaGene Matrix DNA saffirma driind ile izole edilip -20C’de saklanan
DNA’lar oda sicakigina alinip ¢céziinmesi beklendikten sonra yiuksek kiartex’de
10 saniye kastirilip, 11.800 rpm’'de 2-3 dakika santrifijlerytmi. Bu esnada
20°C’de saklanan ve PCR reaksiyonu icin gerekli ola@ pmol Primerler (forward
ve reverse), Tag DNA polimeraz, 25 mM MgCL0 mM dNTP mix ve 10x Taq

Buffer ¢coztinmesi icin oda sicagina alinmstir.

Tam bakteri izolatlarinin tur gaislerinde ve filogenetik @clarin giziminde
RecA gen sekanslari kullanilgtir. Toplam 890 baz ciftinden ajan RecA gen
bdlgesi aagida verilen primerler kullanilarak PCR yontemiylegaltiimistir.
Reaksiyonda kullanilan primerler; recA-F (5 -GCTAGATGAAAATAAACA-3)
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ve recA-R (5-RATTTTRTCWCCRTTRTAGCT-3")'dir (Thansai ve ark., 2012).
Stok primerler steril dbD ile %20 oraninda sulandirilgr.

PCR reaksiyonunda kullanilacak kam 123 oOrnek ve bir kontrol igin,
istenen konsantrasyonlar hesaplandiktan sonraagpipettasi da hesaba katilarak
toplamda 6200 pl (124ul x 50ul) olacgkilde 5 adet mikrosantrifiij tipi icerisinde
hazirlanmgtir. Mikrosantrifij tplerindeki reaksiyon kamnmi iyice calkalandiktan
sonra 100 pl hacimli 123 adet PCR tupunin her éiritomaktik pipet kullanilarak
karisimdan 48’er ul konulmyiur. TUplerdeki 48 ul kagimin icinde; 5 ul taq buffer,
4 ul MgCh, 1 pul dNTP mix, 0.2 ul primer Forward, 0.2 pl penmReverse, 0.3 pl
Tag DNA polimeraz ve 37.3 ul sterii dB8 bulunmaktadir. Reaksiyon
malzemelerinin konstantrasyon hesaplamasi Tablde\&rilmistir.

Tablo 2.2. PCR reaksiyonunda kullanilan malzemelerin korisdggon hesaplamasi

MALZEME ISTENEN KONSANTRASYON 50 pl KARI SIM ICIN
10x Buffer 1x Sul
MgCl, 25 mM 2 mM 4 ul
dNTP mix 10 mM 0.2 mM 1pl
Primer F 100 pmol 0.4 pmol 0.2 ul
Primer R 100 pmol 0.4 pmol 0.2 ul
Taqg DNA Pol. 0.3ul/50 pl 0.3 pl
Steril dHO 37.3/50 pl 37.3 pl

Reaksiyon kasimi konulan PCR tlplerinin kapaklarina cam kalemigtnek
numaralari ve kontrol icin ‘C’ yazilmir. TUplere, daha dnceden hazirfathiz
DNA'’lardan kapaktaki numaralara gores@’ ul, kontrol tipune ise 2 ul steril gBl
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eklenmi boylece tuplerdeki toplam hacim 50 pl oktwr. Kapaklari kapatilan tupler
5’er saniye vortexlendikten sonra BIO-RAD T100™ firhal Cycler’a dizilmstir.

PCR dongusu, 9€’de 5 dakikalik bir ilk basamak, takibinde 30 dahidk
94°C’de 1 dakika, 5fC'de 1 dakika, 7x’de 2 dakika ve son olarak T2de 7
dakikalik bir uzama basarmaseklinde ayarlanmtir (Thanwisai ve ark., 2012).

Reaksiyon yaklgk olarak 3 saat strmgtiir.

2.3.3. PCR Urunlerinin Jel Elektroforezinde Gérintilenmesi

Thermal Cycler’dan cikarilan érnekler DNA vaihi g6zlemlemek amaciyla
Agaroz Jel Elektroforezinde yuratulgtir. Elektroforez icin %1.5’'lik agaroz jel
ortami hazirlanngy 6rnekler gorantileme boyasi eklendikten sonra flealinarak
jelin  kuyularina yuklenngtir. Ornekler 100 Amperde 30 dakika boyunca

yurattlmdagtar.

2.3.4. Sekans Analizleri ve Filogenetik Caimalar

Ornekler PCR’da gealtilip elektroforezde gorintilendikten sonra DNA
saflgtirma ve sekans analizi icin Gluney Kore'de bulundacrogen firmasina
gonderilmitir. Orneklerin dizi analizi Recombinant A gen bésine gore forward ve

reverse olarak yapilgtir (Thanwisai ve ark., 2012).

Macrogen firmasindan gelen sekans analizi sonugkariérnek icin Bioedit
Sequence Alignment Editor programi kullanilarak efienmstir. Programa alinan
dizilerden reverse olanlar komplementer hale déiiien sonra CLUSTAL W ile
forward ve reverse dizileri seenmis ve kuyruk kisimlari kesilngtir. Dizilerde
mutasyon varsa pikler teker teker kontrol edileedlle dizeltme yapilngtir. Blitin
diziler dizenlendikten sonra tekrar hepsi birderUSTAL W kullanilarak hizalanip

esitlenmistir.

Elde edilen dizeltilngi sekanslarin cins tayini yapildiktan sonra filogéne
agaclar Photorhabdusve Xenorhabduscinsleri icin ayri ayri ¢izilmitir. Agaclar

cizilirken Mega 6.06 programi kullanilgtir. Agaclarin ciziminde Kimura 2-
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parametre modeli ve neighbour-joining modula kullamstir (Kimura, 1980; Saitou
ve Nei, 1987).

Cizilen aaclarda, Xenorhabduscinsi bakteriler icin daha 6ncedenshis
edilmis turlerden X. beddingij X. bovienij X. budapestensisX. cabanillasij X.
doucetiag X. ehlersii, X. griffiniae, X, hominickii, X. indi¢c X. innexi, X. japonica,
X. khoisanae, X. koppenhoeferi, X. nematophiluspoinarii, X. szentirmai, X.
viatnamensis, X. maulenoii, X. boviemiirain T228,X. indica strain OMO01, X.
doucetiaestrain FRM16,X. miraniensisstrain Q1 veX. kozodoiistrain ES01;
Photorhabduginsi bakteriler icinsé. luminescensubspakhurstii P. luminescens
subsp.carabbiensisstrain HG29,P. luminescensubsp.hainmesisP. luminescens
subspkayaii, P. luminescensubspthraciensis, P. luminescessibsplaumondiij P.
temperatastrain C1,P. temperatasubsp.khanii strain Meg,P. temperatasubsp.
tasmeniensisstrain  T327, P. asymbiotica subsp. asymbiotica strain a948,P.
asymbioticasubspasymbioticastrain a949pP. asymbioticasubspasymbioticastrain
a950, P. asymbiotica subsp. asymbiotica strain a951, P. asymbiotica subsp.
asymbioticastrain a952P. asymbioticasubspasymbioticastrain H2BeauDeser®.
asymbiotica subsp. asymbiotica strain H6Mulwort, P. asymbiotica subsp.
asymbioticastrain Kingscliff Waterfield vé®. asymbioticasubspasymbioticastrain
PB68.1 TH kullanilmgtir. Agac cizimlerinde di grup olarak Escherichia coli

kullantimistir.

Bunun yani sira Bioedit Sequence Alignment Editagpami ile farkl tir ve

izolatlara ait sekanslarin yizde (%) benzerlik arhesaplanngtir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Calsmada Kullanilan Mutualistik Bakterilerin izolasyonu

Entomopatojenik nematodlarimutualistik bakterilerini izole etmek igin
kullanilan steril infektif juvenillerin parcalanmaga da enfekt&alleria mellonella
larvalarinin hemosal sivisinin alinmasklinde kullanilan her iki yontem de gaaul
olmustur. NBTA ortaminda 48 saat sireyle Ureyen baktéwlonileri
Xenorhabdutarda koyu yail renkli (bromthymol mavisini absorblagl icin)
gorundrken $ekil 3.1), Photorhabdus bakterileri ise NBTA ortamindaki
triphenyltetrazoliumchloride  maddesini  absorblaaiiddan  kirmizi renk

sergilemslerdir (Sekil 3.2).

Sekil 3.1. Xenorhabduginsi bakterilerin NBTA ortaminda ajan koloni gérinima.
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Sekil 3.2. Photorhabdus cinsi bakterilerin NBTA ortaminda aojan koloni

goranumd.

Kati besi ortami olan NBTA lizerinde ureydthotorhabduskolonileri
sakizimsi bir yapi sergilegmbldugundan 6ze ile alinmalari esnasinda stinmeleriyle
karakterize olmglardir. Ayrica kolonilere yapilan katalaz testlei@Photorhabdus
orneklerine saf hidrojenperoksit §6,) damlatildginda kdplirme meydana gekmi
(katalaz pozitif), Xenorhabduskolonilerinde ise herhangi bir kdplirme olmadi
gozlenmitir (katalaz negatif). Ureyen bakterilerin morfalejini, faz evrelerini ve
Gram Ozelliklerini belirlemek icin yapilan boyamansicunda henXenorhabdus
hem dePhotorhabduslann faz-1 evrede olduklari kisa cubueklindeki htcre
yapilarindan ankmistir. Ayrica boyama sonucunda her iki bakteri ciesiait
izolatlarin Gram-negatif ve ¢ubuk morfolojili oldiaki goralmitar (Sekil 3.3 ve
3.4).PhotorhabdusakterilerindeXenorhabdutardan farkl olarak gorilen hicre igi
inclusion cisimciklerinin (yuvarlak ve parlak) gtugu da gozlenmstir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3. Xenorhabduginsi bakterilerin Gram boyamadan sorgtit mikroskobu
altindaki goruntasa.

Sekil 3.4. Photorhabdus cinsi bakteriler ve inclusion cisimciklerinin Gram
boyamadan sonraik mikroskobu altindaki gorintisu.
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3.2. Molekuler Calismalar

Hazir kit kullanilarak yapilan DNA izolasyonuslemleri sonucunda
bakterilerden elde edilen DNA’larin RecA gen boégelforward ve reverse yonde
PCR yontemiyle c¢galtiimistir. Bu PCR Udrlnleri sekans ©Oncesi agaroz jel
elektroforezinde goruntulenstir (Sekil 3.5).

control

marker

\

Sekil 3.5. PCR drunlerinin elektroforez gorintisu.

3.2.1. Sekans Analizleri ve Filogenetik Calmalar

Sekans analiz sonuglarinin  dizenlendikten sonragdietik &aclar
Xenorhabdus ve Photorhabdus cinsleri igin ayri ayri cizilmgtir. Agaglar
olusturulurken gen bankasinda bulunan farkh tirleteR®cA gen dizileri ve dI
grup olarakEscherichia colibakterisinin RecA sekansi kullanighr (Sekil 3.6 ve
3.7).
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Sekil 3.6. Xenorhabduginsi bakteriler icin olgturulan filogenetik gac.
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Escherichia coli
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Sekil 3.7. Photorhabduginsi bakteriler i¢in olgturulan filogenetik gac.
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Xenorhabduscinsi bakterilerin daha 6ncedenshesi yapilan tirlerle olan
benzerlik oranlar Tablo 3.1'de verilgtir. Bu kagilastirma yapilirkenX. beddingii
(X. bed),X. bovienii(X. bov), X. budapestensi. bud), X. cabanilasii(X. cab), X
doucetiag(X. dou),X. ehlersii(X. ehl), X. griffiniae (X. gri), X. hominickii(X. hom),
X. indica(X. ind), X. innexi(X. inn), X. japonica(X. jap), X. koppenhoefeliX. kop),
X. kozodoii (X. koz), X. mauleonii (X. mau), X. miraniensis (X. mir), X.
nematophilugX. nem),X. poinarii (X. poi), X. stockiag(X. sto), X. szentirmaii(X.
sze),X. vietnamensigX. vie), X. romanii(X. rom), X. khoisanagX. kho) veE. coli

turleri kullaniimstir.

Photorhabduscinsi bakterilerin daha 6ncedenshesi yapilan tirlerle olan
benzerlik oranlarn ise Tablo 3.2’'de verikti. Bu kagilastirma yapilirken;P.
asymbiotica P. luminescensubsp.akhurstii (Pl. subspakhursti), P. luminescens
subsp.laumondii (Pl. subsplaumondi), P. luminescensubsp.kayaii (Pl. subsp
kayaii), P. luminescensubsp.luminescengPI. subspluminescens P. luminescens
subsp thraciensis(Pl. subspthraciensi$, P. temperatastrain C1 Pt. strain C1),P.
temperata subsp. khanii strain Meg Pt strain Meg), P. temperata subsp.

tasmeniensistrain T327 vee. coliturleri kullaniimgtir.
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4. TARTISMA VE SONUC

4.1. Tartisma

Bu tez cakmasi kapsaminda yapilan RecA gen bdlgesi analingtamna
gore Steinernemecinsi nematodlardan izole ediletenorhabdusbakterilerinin 53
swunun” (filogenetik @acta a-b-c-d olarak gosterilen gruplardaki) bidyire
oldukca yakin gruplar oldw, ancak bunlarin daha 6énce tanimlanXenorhabdus
turlerinden ise oldukga farkli bir grubu eturdugu belirlenmgtir. Bu biyik gruba
en yakin tanimlanmitirler X. doucetiaeve X. romanii turleridir. Xenorhabdus
doucetiae tiriine ait bakterilerSteinernema diaprepediiric nematodlarla, X.
romanii tdriine ait bakteriler iseSteinernema puertoricenstiri nematodlarla
mutualistik iligkili tarlerdir (Tailliez ve ark., 2010). Bu nematdurleri ise Afrika
kitasindan bugune kadar hi¢ izole edilmgmiBu nedenle a-b-c-d gruplageklinde
gosterilen bakteri izolatlarinin yeni biiXenorhabdus tirini temsil et
disunulmektedir $ekil 3.6). Zaten bu bakterilerden SGI-60 ileskili nematodlar
Steinernema tophus. sp (Cimen ve ark., 2014b), ROOI-352 kod nutndrakteri
swunun iliskili oldugu entomopatojenik nematodlar iSéeinernema innovatiom.
sp. olarak yeni turlegeklinde tanimlanmglardir (Cimen ve ark., 2014a). Cahanin
baslangicinda bu yeni nematod turlerinin mutualisti&kterilerinin de yeni tirler

olabilecgi tahmin edilmekteydi.

Elde ettgimiz veriler SGI-145 izolat numarasiyla gosterileakteri sgunun
X. miraniensiguriine, “e” grubu olarak gosterilen yerdeki gerkalan 16 sgun ise
X. khoisanaettriine ait olduklarini gostergtir. Ayrica 5 izolatla (SGI-220, SGI-
226, SGI-221, SGI-238 ve SGI-249 ) temsil edileh gfubundaki bakterilerinX.
indica (S. thermophilumve S. abbasinematod turleriyle ikkili), “g” grubunda
gOsterilen 2 sgun ise SGI-145(b) ile birliktX. bovieniittiriine §. feltiag S. weiser;
S. intermediumS. sichuanensee S. kraussetiri nematodlarla gkili) ait olduklari
belirlenmitir (Sekil 3.6).

Xenorhabdus miraniensis. sp. ilk defa Avusturalya’dan elde edilen ancak
tur adi bilinmeyen bir entomopatojenik nematod’&lde edilerek tanimlangtir

(Tailliez ve ark., 2006). Daha sonra bu bakteriitlrhanwisai ve ark. (2012)
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tarafindan Tayland’dan elde edilenSteinernema khoisanaetirine ait
entomopatojenik nematodlardan elde editmi Ancak Nguyen ve arkadiar 2006
yilinda Gulney Afrika Cumhuriyeti topraklarindan yetiir olarak Steinernema
khoisanaen. sp. yi tanimladiktan sonra bu nematod tirtne4afarkli bakteri
izolatiyla calsan Ferreira ve arkaglar (2013) yaptiklari cagmada 16S rRNA gen
bolgesi sekanslari sonucunda SF87(T) kodlu baktef#©8 oranindaenorhabdus
hominickii DSM 17903(T) ssuna benzedini bulmustur. Daha sonra RecA, dnaN,
gltX, gyrB ve infB nukleotid gen bélgelerinin selsadizilerini kagilastirdiginda ise
bu bakteri izolatininXenorhabdus miraniensi®SM 17902(T) ssuna %96-97
oraninda benzerlik gostepi tespit etmgtir. Bununla birlikte ellerindeki izolatlarla
X. miraniensi§n tip tori arasinda DNA-DNA dizeyinde sadece %3, bir
benzerlik oldgunu belirlemglerdir. Daha sonra yaptiklari biyokimyasal analizle
sonucunda ellerindeki bu 4 bakteri izolatiXinmiraniensisve X. beddingiittrlerine
fenotipik olarak benzegini ancak onlardan farkli olarak esculin hidrosanucunda
asit Uretmediklerini tespit etgterdir. Batin bu verilerin ardindan bu izolatlaery
bir tir Xenorhabdus khoisanae sp. olarak tanimlagiardir (Ferreira ve ark., 2013).
Ancak burada ilging olan bir durum ortaya ciktm Cunki bir bakteri tlrinin
birden c¢ok nematod turldyle mutualistik olarak sayabildii, oysa her
entomopatojenik nematod turinin sadece bir baktériiyle iliskili oldugu
bilinmektedir (Kaya ve Gaugler, 1993; Forst ve eal 1996; Boemare, 2002). Bu
durumdaS. khoisanagiri entomopatojenik nematodlarin bir kisg miraniensis
(Thanwisai ve ark., 2012), ayni turtunska izolatlar iseX. khoisanaeturi
bakterilerle ile ilgkili goriinmektedir. Eer yapilan cagmalarda hata yoksa béyle bir

veri Dunya literatrd icin yeni bir durumdur.

RecA gen bdlgesi analiz sonuglarina gérestolwlan Photorhabduscinsine
ait filogenetik gac bakteri sglarinin biyuk bélimunin (a, b, ¢ ve Ehotorhabdus
luminescensurine ait olduklarini ve bunlarf luminescensiriintn farkli altttrleri
olabilecggini gostermgtir. Filogenetik gaca gore “b” dali icerisinde birden fazla
alttirin ¢ikma olasgsn da mevcut gozukmektedirS€kil 3.7). Photorhabdus
izolatlar icerisinden sadece SGI-193 numarall azdP. luminescenssubsp

thracensis alt turiine ait cikmgtir. Tailliez ve ark. (2010) yaptiklari kapsamli
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sistematik ¢cabma sonucundaP. luminescenssubsp thracensis alttirint P.

luminescensiri yerineP. temperatdtri icerisine dahil etrgierdir.

Photorhabdus luminescengiriine ait bakterilerinH. bacteriophora H.
indica, H. georgiananematod turleriyle ifikili olduklari bilinmektedir (Thanwisai ve
ark., 2012). Yapilan cgamalarda Guney Afrika Cumhuriyeti topraklarinda e
kadarHeterorhabditiscinsine aitH. bacteriophora(Hatting ve ark., 2009) ve yeni
bir tir olanH. safricana (Malan ve ark., 2008) turleri saptargtm.

4.2. Sonug

Guney Afrika Cumhuriyeti topraklarindan nematodlaayon glemleri 2003
yilindan ginumize kadar devam etriup elde edilen nematod izolat sayisi 123’e
ctkmistir. Bu tez camasi kapsaminda ilk defa izole edilen 123 entonupgaik
nematod izolatiyla mutualistik yayan bakterilerin izolasyonu ve tanimlamalari
yaplimstir. Elde edilen molekiler veriler yeniXenorhabdus tariniin  ve

Photorhabdus luminescetigrine bl yeni altttrlerin oldgunu gosternstir.

Bu yeni tur, alttir ve izolatlarin Urettikleri takéer, antibiyotik, antimikotik,
insektisidal ve nematisidal aktiviteye sahip Onesgkonder metabolitlerin izole
edilip tanimlanmasi ve kimyasal yonden incelennge&i 6nemlidir. Farkl cgrafik
bir bélgede tirlgme ve alttirlgme gosteren bakterilerin bugiine kadar tanimlanan
sekonder metabolitlerden farkhh metabolitler Uretiy olmalari da kuvvetle

muhtemeldir.
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