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Oz

Pek ¢ok hayvan ve bitki viicutlarinin igerisinde simbiyotik mikroorganizmalara sahiptir ve bu ortaklar arasinda yakin
etkilesimler meydana gelmektedir. Bocekler ise en biiyiik hayvan grubu olusturmaktadirlar ve zorunlu mutualizm’den
fakiiltatif parazitizm’e kadar degisen c¢esitli endosimbiyotik iliskileri igermektedirler. Boceklerdeki endosimbiyotik
bakterilerin beslenme, lireme, savunma, iletisim, davranis ve gelisim gibi pek ¢ok farkli rolleri bulunmaktadir. Bu
calismada boceklerdeki simbiyotik bakterileri tanimlamak i¢in model organizma olarak Malacosoma sp. (Lepidoptera:
Lasiocampidae) se¢ilmistir. Bu bocegin larvalarinda yer alan bakteriler izole edilmis ve 16S rRNA sekans analizi ile
tanimlanmigtir. Toplam alt1 adet bakteri izole edilmis ve bunlar Staphylococcus sp. MM-1, Micrococcus sp. MM-2,
Rhodococcus sp. MM-3, Arthrobacter citreus MM-4, Bacillus sp. MM-5 ve Pseudomonas sp. MM-6 olarak
tanimlanmistir. Elde edilen sonuglarin bocek-bakteri iligkilerinin belirlenmesinde ve boceklerdeki endosimbiyotik
bakterilerinin rollerinin aydmlatilmasinda faydali olacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Malacosoma sp.; Bakteri; Simbiyosis; 16S rRNA

Culturable gut bacterial communities associated with Malacosoma sp. (Lepidoptera:
Lasiocampidae): Isolation and identification by 16S rRNA sequence analysis

Abstract

Many animals and plants have symbiotic microorganisms within their bodies, and these partners exhibit close interactions.
Insects constitute the largest group of animals and contain various endosymbiotic relationships ranging from obligatory
mutualism to facultative parasitism. Endosymbiotic bacteria in insects have many different roles such as nutrition,
reproduction, defense, communication, behavior, and development. In this study, Malacosoma sp. (Lepidoptera:
Lasiocampidae) was selected as the model organism to identify culturable symbiotic bacteria in this insect. The bacteria
contained in the larvae of this insect were isolated and identified by 16S rRNA sequence analysis. A total of six bacteria
were isolated and identified as Staphylococcus sp. MM-1, Micrococcus sp. MM-2, Rhodococcus sp. MM-3, Arthrobacter
citreus MM-4, Bacillus sp. MM-5 and Pseudomonas sp. MM-6. It is thought that the obtained results will be useful in
determining the insect-bacteria relations and elucidating the roles of endosymbiotic bacteria in insects.
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1. Giris

Bocekler pek ¢ok farkli mikroorganizma ile simbiyotik iliski igerisinde bulunabilmektedir. Funguslari,
bakterileri ve nematodlar gibi mikroorganizmalar1 igeren boceklerdeki bu simbiyontlar boceklerin bagirsaginda, viicut
bosluklarinda veya hiicrelerinde yer almaktadir. Boceklerle iligkili simbiyontlarin beslenme, dogal diismanlardan
korunma, ileri gelisim, davranis, iireme ve iletisim gibi pek ¢ok farkli rolleri bulunmaktadir. Béceklerdeki simbiyotik
iliskiler mutualistik, kommensal, parazitik veya rekabetci olabilmektedir [1-2]. Ornegin afidlerde yer alan maya benzeri
simbiyontlar zorunlu bazi amino asitlerin sentezinden ve konak bdcege vitamin desteginin saglanmasindan sorumludur
[3]. Boceklerde yer alan ve fakiltatif simbiyontlardan olan Pseudomonas konak bdcegin sindirilen pestisitlerden
kurtulmasma yardimci olmaktadir [4]. Ek olarak boceklerde yer alan hiicre iginde yasamaya uyum saglamig
endosimbiyont bakteri Wolbachia enfekte konagin iiremesini degistirme yetenegine sahiptir [5].

Boceklerdeki simbiyotik mikroorganizmalarin yukarida sayilan rollerine ilave olarak bu bakterilerin modifiye
edilerek dzellikle zararli boceklerin miicadelesinde kullanilma potansiyelleri bulunmaktadir. Ornek olarak yiiksek oranda
insektisit direnci geligtirmis zararli boceklerin bagirsak sistemlerindeki pestisit detoksifikasyonundan sorumlu
bakterilerin sayisal olarak azaltilmasi ile insektisitlere daha duyarl bocek populasyonlarinin olusturulmasi verilebilir[4].
Yine Ozellikle bakteri simbiyontlarinin genetik mithendisligi yontemleri ile modifiye edilmesi (bdcekleri dldiren
insektisidal proteinlerin iiretilmesi gibi) ve tekrar konaga verilmesi ile zararli boceklerin kontrol altina alinmasi miimkiin
olabilmektedir 16]. Ornek olarak Beard vd. [7] Chagas hastalig1 vektoriiniin (Rhodnius prolixus Stal (1859) (Hemiptera:
Reduviidae) simbiyotik bakterisini konak bagirsaginda anti-tripanazomal bir etmen ifade edecek sekilde modifiye
etmislerdir. Bécek bagirsaginda yasayan simbiyotik bakterilerin kiiltiire alinmast, in vitro ¢ogaltilmasi ve tekrar besin ile
konak bocege verilmesi ile konak bdcegin Sliimiiniin saglandigi ¢aligmalar da bulunmaktadir [8-9]. Buradaki amag
simbiyotik bakterilerin bocek bagirsaginda hizli bir sekilde ¢ogalmasini saglamaktir. Son olarak iremeden sorumlu bazi
simbiyotik bakterilerin boceklerde sayisal olarak azaltilmasi veya yok edilmesi ile konak bdcegin iireme yeteneginin son
derece simirlandirilmast miimkiin olabilmektedir [10]. Bunlarin haricinde entomopatojenik bakteriler zararli béceklerin
miicadelesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir ve bocekler bu bakterilerin izolasyonu igin iyi birer kaynak
olusturmaktadir [11-12].

Bu anlamda boceklerde yer alan simbiyotik bakterilerin izole edilmesi, tanimlanmasi ve O6zellikle konak
bdcekteki rollerinin belirlenmesi hem temel bilimler agisindan hem de yeni bocek miicadele sistemlerinin gelistirilmesi
bakimindan son derece 6nemlidir. Bu amag¢ dogrultusunda gerceklestirilecek ilk adim simbiyotik bakterilerin izole
edilmesi ve tanimlanmasi olacaktir. Bu ¢alismada Malacosoma sp. (Lepidoptera: Lasiocampidae) tarim ve ormancilik
acisindan 6nemli tiirleri igerdigi i¢in model organizma olarak segilmistir. Bu bocegin larvalarinda yer alan kiiltiire
edilebilir simbiyotik bakteriler izole edilmis ve 16S rDNA dizileme analizi ile tammlamalart yapilmigtir.
Laboratuvarimizda bu bocegin kiiltiire alinmasi igin gerekli ¢alismalar ise devam etmektedir.

2. Materyal ve Metot
2.1 Larva érneklerinin toplanmasi

Malacosoma sp. larvalart 2020 yilinin Mayis ayinda Kirgehir il sinirlan igerisinden toplanmugstir. Toplanan
larvalar bir miktar besin (konukgu yapraklari) ile kapagi delinmis plastik kutular igerisine konularak laboratuvara
getirilmistir. Laboratuvarda iki giin beslendikten sonra saglikli 3-4. evre larvalar bakteri izolasyonunda kullanilmstir.

2.2. Larvalarin tiir tayini

Toplanan larva &rnekleri morfolojik olarak tanimlanmis ve ayrica morfolojik tanimlamayi dogrulamak igin
sitokrom oksidaz (alt iinite I) (COI) gen bolgesinin kismi dizin analizi (yaklastk 620 bp) yapilmistir [13]. Larva
drneklerinden toplam DNA izolasyonu DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Germantown, USA) kiti kullanilarak {iretici
firmanimn 6nerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Izole edilen DNA 6rnekleri kullanana kadar -20°C’de muhafaza
edilmigtir. Genomik DNA izolasyonundan sonra, COIl genini yaklasik 620 bp’lik kismu LCO1490-5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATGG-3 ve HCO2198-5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3' primerleri
ile PCR yardimiyla ¢ogaltilmistir [14]. PCR kosullar1 Sevim ve Sevim [15] ¢aligmasinda belirtilen sartlara gore
ayarlanmistir. PCR isleminden sonra, elde edilen PCR iiriinleri etidyum bromiir igeren %1°lik agaroz jelde marker ile
yiiriitiilmiis ve UV 15181 altinda goriintiilenmistir. Dogru tespit edilen bantlar MACROGEN (Hollanda) firmasinda dizin
analizine tabi tutulmustur.
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2.3. Bakteri izolasyonu

Bakteri izolasyonu toplanan larva drneklerinden (3-4. evre) yapilmistir. Toplam olarak 10 adet saglikli larva
kullanilmustir. Larvalar ilk olarak %70’lik etanol ile 2-3 dk ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmus ve ardindan ii¢ kere steril
saf su ile yikanmistir. Daha sonra larvalar 3 ml steril nutrient broth (Difco, NJ, USA) igeren deney tiiplerine almarak
homojenizator yardimiyla tamamen homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat 2 katl steril tiilbent ile siiziildiikten
sonra 10"’ den 10®e kadar seri diliisyonlar hazirlanmistir. Daha sonra her bir diliisyondan 100 pl almarak nutrient agar
(NA) besiyerine yayma ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler 30°C’de iki giin boyunca karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda farkli renk ve gériiniime sahip olan koloniler secilerek ayri bir NA besiyerine ¢izgi
ekimleri yapilarak saflastirilmistir. Saflastirilan koloniler -20°C’de %20’lik gliserol icerisinde daha sonraki ¢aligmalarda
kullanilmak tizere muhafaza edilmistir [16].

2.4.16S rRNA dizin analizi

Izole edilen bakterileri molekiiler diizeyde tanimlamak icin 16S rDNA gen bélgesinin dizileme analizi
yapilmustir. Bu amagla bakteriyel izolatlardan total genomik DNA izolasyonu “All prep bacterial DNA” (Qiagen,
Germantown, USA) kiti kullanilarak iiretici firmanm 6nerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir. izole edilen DNA’lar
kullanana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Bu izole edilen genomik DNA’lardan 16S rDNA gen bolgesi 27F (5'-
AGAGTTTGA TCMTGGCTCAG-3' ve 1492L (5'- GGYTACCTTGTTACGACTT-3") (Macrogen) primerleri
kullanilarak PCR yardimiyla ¢ogaltilmistir. PCR reaksiyonlari Demirci ve ark. [16] calismasinda kullanilan sartlar
dogrultusunda gergeklestirilmistir. Cogaltilan PCR iiriinleri etidyum bromiir igeren %1°lik agaroz jelde marker ile
yiiriitiilmiis ve UV 15181 altinda goriintiilenmistir. Dogru tespit edilen bantlar MACROGEN (Hollanda) firmasinda dizin
analizine tabi tutulmustur. Dizin analizinde 518F (5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3") ve 800R (5'-
TACCAGGGTATCTAATCC -3) primerleri kullanilmistir.

2.5. Veri analizi

DNA sekanslariin tamanu Bioedit program ile kontrol edilmis ve hizalanmugstir [17]. Islenen DNA sekanslari
NCBI veri tabaninda yer alan BLAST algoritmasi ile homoloji aragtirmasina tabi tutulmus ve hem larva 6rneklerinden
hem de bakteri izolatlarindan elde edilen DNA sekanslarina ait yiizde (%) benzerlikler ortaya ¢ikarilmistir [18-19]. Larva
orneklerinin tanimlanmasi i¢in GenBank’ta yer alan Malacosoma tiirlerine ait COI gen bélgeleri indirilmis ve filogenetik
analizler gergeklestirilmistir. Bakteri 6rnekleri igin ise yine kendilerine en yakin sekanslar GenBank’tan indirilmis ve
filogenetik agidan insa edilen agag tizerinden karsilastirilmustir.

DNA sekanslarinin ¢oklu hizalama islemleri Bioedit igerisinde yer alan ClustalW programi ile
gergeklestirilmistir [17, 20]. Filogenetik analizler ise Neighbor-Joining (NJ) metodu ile p-distance analizi kullanilarak
MEGA 11.0.13 programu ile gergeklestirilmistir [21]. Elde edilen agag¢larin i¢ dallarinin giivenilirligi 1.000 tekrara dayah
bootstrap analizi ile istatistiksel olarak test edilmistir.

2.6. GenBank erigim numaralart
Bakteriyel izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi i¢in GenBank erisim numaralari (OR366559-OR366564) alinmigtir
(Tablo 1).

3. Bulgular

Larva orneklerine ait COI geninin kismi sekanst BLAST analizine tabi tutuldugu zaman %93.09 oraninda
Malacosoma castrensis TLMF Lep 01977 6rnegi ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Diger Malacosoma tirleri ile
yapilan filogenetik analizler ise tiirii cins diizeyinde Malacosoma sp. olarak dogrulamistir (Sekil 1).
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GU094644 Malacosoma disstria

GU092468 Malacosoma disstria
GU092469 Malacosoma disstria
KP253344 Malacosoma alpicolum
KP253236 Malacosoma alpicolum
KX041078 Malacosoma alpicolum
& MM
HM914060 Malacosoma castrensis
HQ968387 Malacosoma castrensis
HNM872089 Malacosoma castrensis

100 | GU/438463 Malacosoma californicum
KT135962 Malacosoma pluvialis
s KT126669 Malacosoma pluvialis

gg ' KT13723 Malacosoma pluvialis
100 | KF956115 Malacosoma californicum
KF956114 Malacosoma californicum
1 GU094642 Malacosoma americanum
GU087416 Malacosoma americanum
100 g4 | GU094643 Malacosoma americanum
HI903268 Malacosoma neustria
—{ HQ955343 Malacosoma neustria
1001 yr415397 Malacosoma neustria
GUB28862 Sematura lunus
GUB28490 Lasiocampa quercus
78 GL/828349 Chionopsyche montana
GU828343 Epicopeia hainesii
GU/828443 Scopula immorata
GU828457 Geometra papilionaria
GU828508 Biston betularia

 —
0.050

Sekil 1. Toplanan larva 6rneklerinin (MM) GenBank’tan elde edilen diger Malacosoma tiirleri ile iliskisini gosteren
filogenetik agac. Filogenetik aga¢c COI gen bdlgesinin kismi sekansi (yaklasik 620 bp) elde edilerek olusturulmustur.
Agac Neighbor-Joining (N-J) analizi kullanarak p-distance metodu ile yapilandirilmigtir. Bootstrap analizi 1.000 tekrara
dayali olarak olusturulmus ve %70 ve yukarisinda olanlar agacta gosterilmistir. Siyah daire bizim Ornegimizi
gostermektedir. Agacin dibinde yer alan dlgek ise genetik mesafeyi temsil etmektedir.

Larva drneklerinden ise toplam olarak alti adet bakteri izole edilmis olup bakteriyel izolatlar Staphylococcus sp. MM-
1, Micrococcus sp. MM-2, Rhodococcus sp. MM-3, Arthrobacter citreus MM-4, Bacillus sp. MM-5 ve Pseudomonas sp.
MM-6 olarak tanimlanmistir. Bakteriyel izolatlara ait BLAST benzerlik oranlari ve GenBank numaralar1 Tablo 1’de
detayli olarak verilmistir. BLAST homoloji sonuglarma gore tiir tayinleri yapilan bakteriyel izolatlarin tanimlanmasi
filogenetik analizlerle de dogrulanmistir (Sekil 2).

Tablo 1. Bakteriyel izolatlara ait GenBank BLAST sonucuna gore yiizde (%) benzerlik oranlari ve 16S rRNA gen
bolgesine ait (yaklagik 1.400 bp) GenBank erisim numaralari.

izolat GenBank Bakteri tiri En yakin iligkili oldugu bakteri Cakisan baz Yizde (%)

numarasi tarleri oranlar1 (%)  benzerlik
Staphylococcus hominis  strain
Staphylococeus OsEnb._ALM__CQ %99 %97,60
MM-1  OR366559 5p Bacterium strain MTL7-24 %99 %97,60
' Staphylococcus sp. strain PGT- %99 %97,60
LC
Micr . M2
_ Microbacterun p. 05524 %eo  %eass
MM-2 OR366560 Micrococcus sp. Micrococcus  yunnanensis L7- %99 %99,86
%99 %99,86
617
Rhodococcus corynebacterioides
CgsA3 %100 %99,57
MM-3 OR366561 Rhodococcus sp. Rhodococcus sp. AFS091458 %100 %99,57
Rhodococcus sp. %100 %99,57

SORGH_AS301

29



Nevsehir Bilim ve Teknoloji Dergisi (2023), 12(2) 26-33

Arthrobacter citreus IHB B 6305 %100 %99,93
Arthrobacter .
MM-4  OR366562 citreus Arthrobacter citreus B27Pet %100 %99,93
Arthrobacter citreus DSM 20133 %100 %99,93
Bacterium k %100 %99,36
MM-5 OR366563 Bacillus sp. Bacillus cereus ck-01 %100 %99,36
Bacillus sp. 2105 %100 %99,36
Pseudomonas sp. MTM4 %98 %99,57
Pseudomonas
MM-6 OR366564 s Psychrobacter sp. es9 %98 %99,57
P Pseudomonas sp. HN-2 %98 999,57
Micrococcus sp. M2S
100 | '@ Micrococcus sp. MM-2
Microbacterium sp. CSB24
100 Micrococcus yunnanensis L7-617
Arthrobacter citreus IHB B 6305
Arthrobacter citreus B27Pet
100 100 | Arthrobacter citreus DSM 20133
@ Arthrobacter citreus MM-4
@ Rhodococcus sp. MM-3
[Rhadococcus corynebacterioides cqsA3
100 | Rhodococcus sp. AFS091458
— Rhodococcus sp. SORGH AS301
100 Bacternium MTL7-24
100 ~{ Staphylocaccus sp. PGT-LC
Staphylococcus hominis OsEnb ALM C9
@ Staphylococcus sp. MM-1
100 @ Bacillus sp. MM-5
Bacterium k
100 | Bacillus cereus ck-01
Bacillus sp. Z105
@ Pseudomonas sp. MM-6
100 Pseudomonas sp. HN-2
\ Pseudomonas sp. MTM4
Psychrobacter sp. es9
—
0.02

Sekil 2. Malacosoma sp.’den izole edilen bakteriyel izolatlarin (MM1-MM6) GenBank’tan elde edilen en yakin iliskili
bakteri tiirleri ile filogenetik iligkisini gosteren agac. Filogenetik aga¢ 16S rRNA gen bolgesinin sekans edilmesi ile
olugturulmugtur. Aga¢ Neighbor-Joining (N-J) analizi kullanarak p-distance metodu ile yapilandirilmigtir. Bootstrap
analizi 1.000 tekrara dayali olarak olusturulmus ve %70 ve yukarist olanlar agagta gdsterilmistir. Siyah daireler bu
calismada izole edilen bakteriyel izolatlar1 gostermektedir. Agacin dibinde yer alan olgek ise genetik mesafeyi temsil
etmektedir.

4. Tartisma ve Sonug

Bocekler pek cok karasal habitata uyum saglamis ve yasayan en basarili hayvanlar olup bilinen hayvan
tiirlerinin %90’ mdan fazlasini olusturmaktadir. Pek ¢ok bdcegin yasam stili ise mikroorganizmalarla iliskilerine dayali
olarak kurulmustur [22]. Boceklerde yer alan simbiyotik mikroorganizmalarin beslenme, konak savunmasinin iistesinden
gelme, dogal diilsmanlardan korunma, biiylime, lireme ve iletigim gibi pek ¢ok farkli rolii olup bun rollerin aydinlatilmast
hayvan-bakteri iliskilerinin belirlenmesi agisindan biiyitk 6nem arz etmektedir [1]. Bu anlamda bdcekler hayvan-bakteri
iligkilerinin temelini aragtirmada hem ucuz hem de deneysel olarak takip edilebilir model sistemleri olusturmaktadir. Bu
calismada Malacosoma sp. model organizma olarak se¢ilmis ve bu bocegin larvalarindaki kiiltiire edilebilir bakteriler
aragtirilmistir.

Caligmamizda toplam olarak alt1 adet bakteri izole edilmis ve bunlardan birisini Staphylococcus sp. MM-1
olusturmaktadir. Staphylococcus tlrleri Gram-pozitif, hareketsiz ve kok seklindeki hiicrelerden olugmaktadir. Bu
bakteriler istisnalar olmakla birlikte genelde fakiiltatif anaerobdurlar. Genellikle katalaz pozitif olduklar1 bilinmektedir
[23]. Bu cinse ait bazi tiirler genis bir habitat dagilimina sahip olup insan ve sicak kanli hayvanlarin mukoz membranlarina
ve derilerine kolonize olabilmektedir [24]. Bu bakterilerin boceklerden izole edildigini gosteren bazi ¢aligmalarda
bulunmaktadir [16, 25]. Bu bakteriler boceklerden izole edilse bile boceklerdeki rolleri hakkinda pek fazla bir sey
bilinmemektedir. Bu anlamda Staphylococcus tiirlerinin bdceklerdeki rollerini belirlemeye yonelik aragtirmalarin
yapilmasi1 gerekmektedir.
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Calismamizda izole edilen diger bir bakteri Micrococcus sp. MM-2’dir. Micrococcus genusu genellikle
hareketsiz, spor olusturmayan ve Gram-pozitif bakterilerden olusmaktadir. Bu genusun iiyeleri katalaz pozitif olup pek
cok tdr karotenoid pigment uretmektedir [26]. Micrococcus tiirleri toprak, tatli ve deniz suyu, kum ve vejetasyon gibi pek
cok karasal ve sucul ekosistemlerde bulunabilmektedir [27]. Bu tiiriin ¢esitli boceklerden izole edildigine ve hatta bazi
boceklerde enfeksiyon olugturduguna dair ¢aligmalarda bulunmaktadir [28-29]. Oysaki boceklerden izole edilen bu
bakterilerin patojenik olma disinda diger bazi simbiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi gerekmektedir.

Rhodococcus genusunun tiyeleri endospor olusturmayan, hareketsiz, katalaz pozitif, zorunlu aerobik ve gram
pozitif bakterilerden olugmaktadir. Bu bakteri ¢evresel kdkenli ¢esitli kaynaklardan (kaya, zemin suyu, toprak, deniz
sedimenti, bocekler, hayvan ve bitkilerden) izole edilebilir ve secici olmayan besiyerlerin de iyi tireme gosterirler [30].
Bu genusa ait baz1 iiyelerin béceklerden izole edildigine dair ¢aligmalar bulunmaktadir [31-32]. Ozellikle R. rhodnii
Chagas hastaliginin vektorii olan Rhodnius prolixus Stal (Heteroptera: Reduviidae) ile simbiyotik olarak yasamakta ve
bu bakteri ile bu vektoriin kontrol altina alinmasi ¢aligmalar1 devam etmektedir [33-34]. Bu kapsamda bu ¢alismada izole
edilen Rhodococcus sp. MM-3 izolatinin daha detayli olarak tiir diizeyinde tanimlanmasi ve bu bocekteki roliiniin
belirlenmesi bocek-bakteri iligkilerinin belirlenmesi a¢isindan faydali olacaktir.

Arthrobacter cubuk-kok iireme siklusu ile karakterize edilen zorunlu aerob bakterilerden olusan bir cinsdir. Bu
grubun lyeleri ¢ogunlukla topraktan, bitki yiizeylerinden ve atiksu sedimentlerinden izole edilmektedir [35]. Bu grubun
bazi iiyelerinin ise tarimda etkili rollerinin oldugu bilinmektedir [36]. Bu genusun icerisinde yer alan A. citreus ise daha
cok fenol ve kaprolaktam gibi bilesikleri par¢alama 6zellikleri ile bilinmektedir [37-38]. Bu bakterinin bdceklerden izole
edildigine dair ¢aligmalar bulunsa da olasi rolleri tam olarak aydinlatilmamistir [39]. Caligmamizda izole edilen A. citreus
MM-4’iin  bdceklerdeki (6zellikle Malacosoma sp.) rollerinin belirlenmesi tarimsal agidan zararli boceklerin
miicadelesine katki saglayacaktir.

Bacillus genusu tyeleri bllyik, aerobik, Gram-pozitif ve spor olusturan ¢ubuk seklindeki bakterilerdir. Bacillus
tiirleri dogada (hava, su ve toprak gibi ortamlarda) yaygin olarak bulunmaktadirlar [40]. Pek ¢ok farkli Bacillus tlr 61U
boceklerden izole edilmistir ve bazi tiirler (B. thuringiensis, B. larvae ve B. popilliae gibi) iyi birer bdcek patojeni olarak
taninmaktadir [41]. Ozellikle bu grup icerisinde yer alan B. thuringiensis (Bt) tarim ve ormancilikta pek ¢ok zararli bocege
kars1 basarili mikrobiyal insektisitler olarak kullanilmaktadir [42]. Bizim ¢alismamizda da bir adet Bacillus sp. MM-5
izole edilmis olup bu bakterinin daha detayli tiir tanimlanmasinin yapilmasi ve boceklere karst patojenite testlerinin
gerceklestirilmesi faydali olacaktir.

Pseudomonas en iyi ¢aligilmig bakteri grubundan bir tanesi olup bu genus Gram-negatif bakteriler arasinda en
yiiksek tiir sayisina sahiptir. Bu genusun iiyeleri dogada genis dagilimli olup pek g¢ok farli ekolojik rolleri ve
biyoteknolojik uygulamalari vardir. Bunun haricinde bazi tiirler insanlar, hayvanlar, bitkiler ve bdcekler igin patojeniktir
[43]. Baz1 Pseudomonas tiirleri bocekler ile gesitli etkilesimlere sahip olup bunlar patojenik veya endosimbiyont
olabilmektedir [44]. Bu ¢alismada bir tane Pseudomonas sp. MM-6 izole edilmis olup bu bakterinin detayli molekiiler
teknikler ile tiir diizeyinde tanimlanmasi ve bocekteki rollerinin belirlenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak Malacosoma sp. larvalarindan alt1 adet bakteriyal tiir (sus) izole edilmis ve bunlar 16S rRNA sekans
analizi ile tanimlanmistir. Izole edilen bakteriler literatiir verileri ile karsilastirilarak tartigilmistir. Ileriki calismalarda
izole edilen bakterilerin daha detayli molekiiler teknikler ile tiir diizeyinde tanimlanmasi gerekmektedir. Ayrica, bu
bakterilerin deneysel ¢alismalar ile boceklerdeki rollerinin belirlenmesi gerekmektedir.
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