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ÖZET 

Xenorhabdus szentirmaii VE X. nematophila BAKTERİLERİ 

TARAFINDAN ÜRETİLEN AKARİSİDAL MADDENİN 

TANIMLANMASI VE Tetranychus urticae, Phytoseiulus persimilis VE 

Neoseiulus californicus ÜZERİNDEKİ ETKİLERİNİN 

BELİRLENMESİ 

Gamze İNCEDAYI 

Yüksek Lisans Tezi Bitki Koruma Anabilim Dalı 

Tez Danışmanı: Prof.Dr. İbrahim ÇAKMAK 

2021, 45 sayfa 

Bu çalışmada Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila bakterileri tarafından 

üretildiği bilinen biyoaktif akarisidal maddenin tanımlanması ve Tetranychus 

urticae, Phytoseiulus persimilis ve Neoseiulus californicus araştırılmıştır. 

Xenorhabdus nematophila'nın mutant suşları ile yapılan deneyler, PKS ve NRPS 

sistemleriyle sentezlenen Xenocoumacin maddesinin biyoaktif akarisit bileşik 

olduğunu göstermiştir. Akarisidal aktivitenin görüldüğü pCEP_kan_XNC1_1711 

mutant suşa ait süpernatant ile yapılan uygulamadan 7 gün sonra akarların ölüm 

oranı %100 olmuştur.Aynı süpernatant, avcı akarlar P. persimilis ve N. 

californicus üzerinde7. gününün sonunda%36'dan daha az ölüm meydana 

getirmiştir. Öte yandan, X. szentirmaii'nin 15 mutant suşu ve 13 HPLC-MS 

fraksiyonu ile yürütülen çalışmalarda, %50'den daha az akarisidal aktivite 

saptanmıştır. Bu nedenle X. szentirmaii türünde akarisidal aktiviteden sorumlu 

madde tespit edilememiştir. Xenocoumacin XAD resin ekstraktının 2, 5 ve 7 gün 

sonunda LC50 değerleri sırasıyla 0,060, 0,026, 0,021 mg/ml ve LC90 değerleri 

0,301, 0,071, 0,055 mg/ml olarak hesaplanmıştır.MRC-5 insan akciğer fibroblast 

hücre hattı üzerinde yapılan sitotoksisite çalışmaları Xenocoumacin ekstraktına ait 

IC50 değerinin 17.71g/ml olduğunu göstermiştir. Elde edilen veriler X. 

nematophila bakterilerince üretilen Xenocoumacin maddesinin potansiyel olarak 

T. urticae'nin mücadelesinde biyo-akarisit olarak kullanılabileceğini, ancak 

Xenocoumacin’in tarla denemelerindeki etkinliği ve bitkiler üzerindeki 

fitotoksisitesinin ileriki çalışmalarda belirlenmesinde fayda olacağını göstermiştir. 

Anahtar Kelimeler: Akarisidal bileşik, Tetranychus urticae, 

Xenorhabdus,biyolojik mücadele, avcı akar  
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ABSTRACT 

IDENTIFICATION OF ACARICIDAL COMPOUND PRODUCED 

BY Xenorhabdus szentirmaii AND X. nematophila BACTERIA AND 

THEIR EFFECT ON Tetranychus urticae, Phytoseiulus persimilis AND 

Neoseiulus californicus 

Gamze İNCEDAYI 

M. Sc.Thesis, Department of Plant Protection 

Supervisor: Prof. Dr. İbrahim ÇAKMAK 

2021, 45 pages 

In this study, the identification of bioactive acaricidal substance known to be 

produced by Xenorhabdus szentirmaii and X. nematophila bacteria and their 

effects on Tetranychus urticae, Phytoseiulus persimilis and Neoseiulus 

californicus were investigated. Experiments with mutant strains of X. nematophila 

showed that Xenocoumacin synthesized by PKS and NRPS enzyme systems 

wasthe bioactive acaricidal compound.The mortality rate of the supernatant of 

pCEP_kan_XNC1_1711 mutant strain showing acaricidal activity was 100% on T. 

urticaeat 7 days after the application (dpa).The same supernatant caused less than 

36% mortality on the predatory mites, P. persimilis and N. californicus, at 7 

dpa.On the other hand, 15 mutant strains and 13 HPLC-MS fractions of X. 

szentirmaii exhibited less than 50% acaricidal activity. Therefore, the substance 

responsible for acaricidal activity in X. szentirmaii could not be identified.The 

LC50 and LC90 values of Xenocoumacin XAD resin extract for 2, 5 and 7 dpa were 

calculated as 0.060, 0.026, 0.021 and 0.301, 0.071, 0.055 mg/ml, respectively. 

Cytotoxicity studies performed on MRC-5 human lung fibroblast cell line showed 

that IC50 value of Xenocoumacin extract was 17.71 g/ml.The data of this study 

showed that Xenocoumacin could potentially be used as bio-acaricide in the 

control of T. urticae, however, the efficacy of Xenocoumacin in the field 

experiment and its phytotoxicity need to be assessed in future. 

Key Words: Acaricidal compound, Tetranychus urticae, Xenorhabdus, biological 

control, predatory mites. 
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1. GİRİŞ 

Tetranychus urticae Koch, bitki ile beslenen akarların en önemli ve yaygın zararlı 

türlerinden biridir.T. urticae, çok çeşitli bitki türlerinde (>1100 tür) bitki 

hücrelerinin içeriğini aspire etmek için sokucu-emici ağız kısımlarını 

kullanmaktadır(Migeon ve Dorkeld, 2020). Dünyanın tropikal ve ılıman 

bölgelerinde özellikle seralarda,süs bitkilerinde ve mısır, pamuk vb. gibi tarlada 

yetiştirilen mahsullerde yetiştirilen çeşitli meyve ve sebzelere saldırmaktadır (Ilias 

vd., 2014). T.urticae, bitkilerin yaprak, meyve ve sapları üzerinde emgi yaparak 

zarar oluşturmaktadır (Şekil 1.1 ve Şekil 1.2). 

 

Şekil 1.1. Kırmızı örümcek erginleri 

Tetranychus urticae’nin yapraklarda beslenmesi sonucu bitkide klorofil sentezi 

engellenmekte, klorofil kaybından dolayı sarılık ve nekrotik kahverengi lekeler 

oluşmaktadır (Kulkarni vd., 2008). Ayrıca akarın yapraklarda beslenmesi ve 

oluşturduğu ağlar nedeniyle bitki renginde solgunluk oluşmaktadır (Lahai vd., 

2003) (Şekil 1.3). Özümlemenin gerilediği bu yapraklar sararıp kuruyarak 

zamanından önce dökülmektedir. Kırmızı örümceğin zararının devam etmesi 

meyve deformasyonuna ve bitki büyümesinin engellenmesine neden olmaktadır 

(Jeppson vd., 1975). 

Ürün veriminde %40-60 oranında azalma ve popülasyonun çok yüksek olduğu 

durumlarda ise tamamen ürün kaybı meydana gelmektedir (Hussey ve Scopes, 

1985; Anonim, 2011). 
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Şekil 1.2. Kırmızı örümceklerin yaprakta meydana getirdiği zarar 

 

Şekil 1.3. Kırmızı örümceklerin bitkide meydana getirdiği ağ tabakası 

Tetranychus urticae’yi kontrol etmek için çeşitli kimyasal ilaçlar kullanılmaktadır 

ancak T. urticae, kısa yaşam döngüsüne ve yüksek üreme gücüne sahip olduğu 

için çeşitli insektisitlere ve akarisitlere kısa zamanda direnç geliştirmektedir 

(Cagatay vd., 2018). Bu zararlıya karşı kullanılan pestisitler aynı zamanda çevre 

kirliliğine neden olmaktadır. Bu zararlının kimyasal mücadelesine alternatif olarak 

biyolojik mücadele çalışmaları birçok ülkede yürütülmüştür ve sonuç olarak avcı 

akarlar Phytoseiulus persimilis ve Neoseiulus californicus (Phytoseiidae) en 

yaygın kullanılan türleridir (Cakmak vd., 2005; 2009). Avcı akarlar dışında 

patojen olarak bakteri, fungus, virüs, riketsia, protozoa ve nematodların da akarlar 

üzerinde hastalık oluşturdukları bildirilmektedir (Poinar ve Poinar, 1998). Son 

zamanlarda, bazı bakteriler tarafından üretilen sekonder metabolitlerin böcekler ve 

akarlar üzerinde öldürücü etkiye sahip oldukları bildirilmektedir (Seo vd., 2012; 

Dhanasekaran ve Thangaraj, 2014). Son araştırmalar, Xenorhabdus cinsindeki bazı 

bakteri türlerinin antibakteriyel, antifungal, nematisidal ve insektisidal özelliklere 
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sahip sekonder bileşikler ürettiğini bildirmiştir (Bode, 2009; Dreyer vd., 2018). Bu 

yeni bileşikler, insektisitler ve akarisitler de dahil olmak üzere yeni nesil 

pestisitlere dönüşme potansiyeline sahiptir. 

Xenorhabdus spp. Morganellaceae familyasına (Adeolu vd., 2016) ait hareketli, 

Gram-negatif bakterilerdir ve Steinernematidae familyasındaki entomopatojen 

nematodlarla (EPN'ler) simbiyotik ilişkilidir (Forst vd., 1997). Nematod/bakteri 

kompleksi, bakterilerin bir böcek hemosolünden diğerine infektif juvenil (IJ) 

evredeki nematodlar tarafından taşındığı karmaşık bir yaşam döngüsüne sahiptir. 

Bakteriyel hücreler, IJ'lerin bağırsağında özel bir kese içinde tutulur. IJ'ler böcek 

konukçularına ağızdan, anüsten veya spirakıl aracılığıyla girip hemosöle nüfuz 

ettiklerinde, bakteri hücrelerini hemolinfe salarlar (Hazir vd., 2003). Yüksek 

derecede virulent olan bu bakteriler ürettikleri insektisidal toksinler ve enzimler 

sayesinde konukçu böceği 24-48 saat içinde septisemi nedeniyle öldürürler. Ayrıca 

bakteriler ürettikleri antimikrobiyal sekonder metabolitler ile kadavrayı diğer 

organizmaların istilasından korurlar (Kaya ve Gaugler, 1993; Reimer vd., 2009; 

Gualtieri vd., 2009; Houard vd., 2013; Fuchs vd., 2014). Bu Xenorhabdus 

bileşiklerinden bazıları, zararlı ve hastalıkların mücadelesinde potansiyel 

uygulamalara sahiptir (Bode, 2009; Dreyer vd., 2018).  

Daha önce yürütülen çalışmalarda Xenorhabdusbakterileri tarafından üretilen 

sekonder metabolitlerin etkinliği Luciaphorus perniciosus (Bussaman vd., 2006, 

2012), Rhizoglyphus robini (Nermut vd., 2019) ve T. urticae (Eroglu vd., 2019, 

Cevizci vd., 2020) gibi tarımsal açıdan önemli akar türlerine karşı 

değerlendirmiştir. Ayrıca Cevizci vd.(2020), T. urticae ile karşılaştırıldığında,avcı 

akarlar N. californicus ve P. persimilis’in yumurta ve hareketli dönemlerinin, X. 

nematophila ve X. szentirmaii metabolitlerinden çok daha az etkilendiğini 

bildirmiştir. Bunun olası nedeni olarak bakteriyel metabolitlerin akarlara giriş 

yolunun dorsal ve ventralde deri yoluyla olduğunu ve avcı akarların uzun 

bacaklarıyla akarisitle muamele edilmiş yüzeylerle daha az temas etmelerinden 

dolayı olabileceğini bildirmiştir. 

Yukarıda bahsedilen çalışmalar, bazı Xenorhabdus’lardan elde edilen sekonder 

metabolitlerin akarları öldürmede etkili olduğunu ortaya koysa da hiçbiri akarisit 

aktiviteden sorumlu biyoaktif maddenin ne olduğunu tanımlamamıştır. Bu 

nedenle, çalışmamızın bir bölümü bakteriler tarafından üretilen akarisidal maddeyi 

easyPACId yaklaşımı (kolay destekleyici aktifleştirilmiş bileşik tanımlama) 
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kullanarak izole etmeyi ve tanımlamayı amaçlamaktadır (Bode vd., 2019). Son 

yıllarda geliştirilen bu biyoteknoloji yöntemi, gen ekspresyonunun 

düzenlenebildiği mutant suşlar kullanılarak belirli bir gen tarafından üretilen doğal 

ürünlerin etkilerini araştırma ve karşılaştırma imkânı sağlamaktadır (Bode vd., 

2015; 2019). Bu yaklaşımda, ribozomal olmayan peptid sentetazlar (NRPS) veya 

poliketid sentetaz (PKS) enzimleri tarafından sentezlenen ve Xenorhabdus 

bakterilerinde tek bir promoter tarafından düzenlenen biyolojik gen kümeleri, 

indüklenebilir promotorlar kullanılarak etkinleştirilebilmektedir (Bode vd., 2019). 

Tanımlanacak yeni akarisidal maddenin, hedef zararlı T. urticae üzerindeki etkisi 

ve T. urticae’nin doğal düşmanları (bu durumda avcı akarlar) üzerinde herhangi 

bir yan etki meydana getirip getirmeyeceğini belirlemek oldukça önemlidir. Bu 

nedenle, bu çalışmanın amacı (1) Xenorhabdus nematophila ve X. szentirmaii 

bakterileri tarafından sekonder metabolit olarak üretilen biyoaktif akarisidal 

maddeyi promoter bölgesi değiştirilmiş mutant suşları kullanarak belirlemek, (2) 

akarisidal aktivite gösteren mutant suşun indüklenmesiyle elde edilen 

süpernatantın T. urticae'nin farklı biyolojik dönemlerine etkilerini belirlemek, (3) 

aktivitenin saptandığı mutant suşa ait süpernatantın avcı akarlar, P. persimilis ve 

N. californicus üzerindeki toksisitesini belirlemek, (4) biyoaktif akarisidal 

ekstraktın T. urticae'nin farklı biyolojik dönemleri üzerindeki etkilerini belirlemek 

ve (5) akarisidal maddenin sitotoksik değerini belirlemektir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Entomopatojen nematodlarla simbiyotik ilişkili bakterilerin ürettikleri sekonder 

metabolitlerin akarlar üzerindeki etkileri ile ilgili sınırlı sayıda literatür 

bulunmaktadır. Mevcut literatü rbilgileri aşağıda özetlenmeye çalışılmıştır.  

Bussaman vd. (2006),Photorhabdus ve Xenorhabdus’ların mantar akarı, 

Luciaphorus sp. (Acari: Pygmephoridae) üzerindeki etkilerini araştırmışlardır. 

Anti-fungal madde ürettikleri de bilinen bu bakterilerden 21 tanesinin mantar, 

Lentinus squarrosulus’un misel gelişimini etkilediği saptanmıştır. Daha sonra 

uygulanan sekiz bakteri türüne ait hücresiz süpernatantlarınınakarlar üzerinde 24-

48 saat içinde ölüm meydana getirdikleri saptanmıştır. Photorhabdus luminescens 

ssp. laumondii’nin iki suşu (GPS12 ve GPS11), 48 saat içinde akarlarda %90-95 

oranında ölüm meydana getirerek test edilen sekiz bakteri içinde en etkilisi 

olmuştur. Bu çalışma, entomopatojen bakteriler Photorhabdus ve 

Xenorhabdus’ların akarisidal aktiviteleri üzerine ilk kayıttır. 

Bussaman vd. (2009)’nin yaptıkları başka bir çalışmada altı bakteri türünün (P. 

luminescens (P1), X. nematophila (X1), X. nematophila (X2), X. bovienii (X3), X. 

poinarii (4) ve Xenorhabdus sp. (5)) mantar akarı Lentinus perniciousus üzerine 

etkilerini araştırmışlar ve tüm simbiyotik bakterilerin mantar akarı L. perniciousus 

dişilerine karşı doğrudan toksik olduğunu bildirmişlerdir. Xenorhabdus 

nematophila (X1) ve P. luminescens (P1) bakteri kültürleri uygulanan L. 

perniciousus dişilerindeki maksimum ölüm oranı sırasıyla %85 ve %83 olarak 

uygulamadan üç gün sonra saptanmıştır.  Ayrıca, X. nematophila (X1) bakteri 

kültürünün akarlarda oluşturduğu ölüm oranının hücre miktarına bağlı olarak 

arttığı belirtilmiştir. Xenorhabdus nematophila (X1)’nın en yüksek 

konsantrasyonu (1x108 hücre/ml) dişi akarlarda %85 ölüm oranıyla en yüksek 

etkiyi gösterirken, en düşük konsantrasyonu (1x104 hücre/ml) ise %40’lık en 

düşük ölüm oranını meydana getirmiştir.  

Sobanboa vd. (2009) mantarlarda zararlı akar Luciaphorus sp.’ye karşı altı 

simbiyotik bakteri, Xenorhabdus sp. (X1), X. nematophila (X2), X. poinarii (X3), 

Xenorhabdus sp. (X4), Photorhabdus luminescens (P1) ve P. luminescens 

akhurstii (P2)’nin etkinliklerini araştırmışlardır. Xenorhabdus sp. (X1)’nin hücre 

süspansiyonu (1x108 hücre/ml) %82,5 oranında akar ölümüne neden olmuştur. 

Bakteri kültürlerinin yaşı ile akarlarda meydana getirdikleri ölüm oranı değişmiş, 
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iki günlük kültürde %82,5, üç günlük kültürde ise %74,17 ölüm oranı 

görülmüştür. Bunlara ilave olarak bakteri kültürü 30oC’de yetiştirildiğinde 

akarlarda ölüm oranı %83,33 olmuştur. Xenorhabdus sp. (X1)’in hücreleri 

uzaklaştırılarak elde edilen süpernatantı uygulandığında ise %90,83 ölüme neden 

olmuştur. X1 kültürünün iki ve üç günlük hücresiz süpernatantları sırasıyla %87,5 

ve %78,33 ölüme neden olmuştur. Bunlara ilaveten, Xenorhabdus sp.(X1) bakteri 

süpernatantı L. perniciosus’un doğurganlığını önemli derecede azaltmıştır. 

Sonuçta test edilen tüm simbiyotik bakterilerin akarisidal aktiviteye sahip olduğu 

görülmüştür. Xenorhabdus sp. (X1)’nin hem bakteri hücresi içeren süspansiyonu 

hem de hücreleri uzaklaştırılmış süpernatantının akarisidal etkisinin olduğu ve 

kültür mantarında zararlı akarların mücadelesinde potansiyel olarak 

kullanılabileceği belirtilmiştir. 

Bussaman vd. (2012) Tayland’da mantar akarı Luciopharus sp.’ye karşı 

Xenorhabdus stokiae PB09 suşunun bakteri hücrelerini ihtiva eden 

süspansiyonunun, hücrelerin uzaklaştırıldığı süpernatantının ve ham hücre 

ekstraktının Luciopharus sp.’ye karşı etkinliğini araştırmışlardır. Sonuç olarak X. 

stokiae hücresiz süpernatant uygulaması hem yüksek akar ölümü (%89) hem de 

düşük üremeye (41 yumurta/dişi) neden olmuştur. İçerisinde bakteri hücrelerinin 

bulunduğu süspansiyon, hücresiz süpernatanta göre daha düşük etkiye sahip 

bulunmuştur. Xenorhabdus stokiae’nin ham hücre ekstratı uygulaması ise etkisiz 

bulunmuştur. 

Namsena vd. (2016) Luciaphorus perniciosus’un mücadelesinde Xenorhabdus 

stockiae PB09’nin biyoformülasyonu üzerinde yaptıkları çalışma sonucunda 

ıslanabilir toz (WP), likid konsantrasyon (LC) ve sıvı süpernatantın sırasıyla 

%90,25, %86,5, %92,78 gibi yüksek oranda akarisidal etki gösterdiğini 

bildirmişlerdir. Tüm formülasyonlardaki akarisidal aktivite ve canlı hücre miktarı 

dikkate alındığında, 4 °C de depolamanın oda sıcaklığına göre daha uygun olduğu 

saptanmıştır. Sonuç olarak hem WP hem de LC formülasyonlarının akarların 

mücadelesinde kullanabileceği ortaya konmuştur.  

Nermut vd. (2019) entomopatojen nematodlar Steinernema ve 

Heterorhabditiscinslerine ait 20 farklı izolatın infektif jüvenillerini (IJs), 

Rhizoglyphus akarlarına karşı uygulamış ve akarlarda meydana gelen ölüm 

oranlarını belirlemişlerdir. Ayrıca bazı Xenorhabdus bakteri süpernatantlarının 

etkisini Rhizoglyphus’lara karşı araştırmışlardır. Sonuçta hem Steinernema hem de 
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Heterorhabditis nematodlarının akarları enfekte edip öldürebildiğini ancak 

infektivite ve ölüm oranının oldukça düşük olduğunu belirlemişlerdir. En yüksek 

infektivite oranı 30 IJs/akar ile H. taysearae’de elde edilmiştir. Steinernema 

huense, H. bacteriophora ve H. amazonensis %30 ile en yüksek ölüm oranı 

gösteren türler olmuşlardır. Uygulanan bakteri süpernatantlarının akarlar 

üzerindeki etkisi genellikle düşük bulunmuş fakat Xenorhabdus tür ve suşları 

arasında etkinlik açısından önemli farklılıklar olduğu görülmüştür. Sonuç olarak 

entomopatojen nematodlar ve onlarla simbiyotik ilişkili bakteri metabolitlerinin, 

Rhizoglyphus akarlarının biyolojik mücadelesinde uygun bir seçenek olmadığı 

bildirilmiştir. 

Eroğlu vd. (2019) entomopatojen nematodlarla ilişkili simbiyotik bakteriler 

Xenorhabdus szentirmaii, X. nematophila, X. bovienii, X. cabanillasii, 

Photorhabdus luminescens ve P. temperata tarafından üretilen sekonder 

metabolitlerin T. urticae'nin farklı biyolojik dönemlerine karşı etkilerini petri ve 

saksılarda araştırmışlardır. Petri denemeleri sonucunda tüm bakteri 

süpernatanlarının T. urticae’nin yumurtaları üzerinde etkisiz oldukları, larvalarda 

%46-97, protonimflerde %30-96, deutonimflerde %41-92, ergin erkeklerde %92-

100 ve ergin dişilerde %46-93 oranında ölüme neden oldukları saptanmıştır. 

Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila bakterileri T. urticae'nin hareketli 

dönemleri üzerinde %90'dan fazla ölüm oranıyla en etkili türler olarak 

kaydedilmiştir. Saksı denemeleri sonucunda X. szentirmaii ve X. nematophila 

süpernatantlarının, T. urticae popülasyonunu önemli ölçüde azalttığı 

belirlenmiştir. 

Cevizci vd. (2020), X. szentirmaii ve X. nematophila süpernatantlarının T. 

urticae’nin ergin dişilerine olası nüfuz etme şeklini ve predatör akarlar 

Phytoseiulus persimilis ve Neoseiulus californicus'un farklı biyolojik dönemlerine 

karşı toksisitesini araştırmışlardır. Bakteri süpernatantları, T. urticae’nin sadece 

ventral kısmına temas ettiğinde ölüm oranını %26,5 ile %34, hem ventral hem de 

dorsal kısmına temas ettiğinde ise ölüm oranını %86,5 ile %89 olarak 

belirlemişlerdir. Xenorhabdus szentirmaii veya X. nematophila süpernatantlarının 

P. persimilis ve N. californicus yumurtaları üzerinde etkisiz olduğu, larva, 

protonimf, deutonimf ve erginler üzerinde ise ancak %18,5 ile %39,2 oranında 

ölüm meydana getirdiği saptanmıştır. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Bitki Üretimi 

Tetranychus urticae üretiminde ve laboratuvar çalışmalarında kullanılmak amacı 

ile konukçu bitki olarak fasulye (Phaseolus vulgaris cv. barbunia) üretimi 

yapılmıştır. Bitki üretimi, içinde orman toprağı ve perlit bulunan saksılarda (15x15 

cm) gerçekleştirilmiştir. Ekilen fasulye tohumlarının çimlenmesinden sonra 

bitkiler ilk 5-6 yaprak oluşumuna kadar temiz iklim odasında büyütülmüş ve daha 

sonra T. urticae üretimi için bir başka iklim odasına alınmıştır (Şekil 3.1). 

Konukçu bitki üretimi 25±2oC sıcaklık ve %60±10 orantılı nem koşullarında 16 

saat aydınlatmalı iklim odalarında gerçekleştirilmiştir. 

 

Şekil 3.1.İklim odasında yetiştirilen fasulye bitkileri 

3.2. Akarların Üretimi 

3.2.1. Tetranychus urticae Üretimi 

Tetranychus urticae (yeşil form), Aydın'daki çilek bitkilerinden elde edilmiştir. 5-

6 yaprağa ulaşan fasulye bitkileri T. urticae yetiştirme odasına getirilmiş ve 

zararlıların farklı biyolojik dönemleri ile bulaştırılmıştır. T.urticae'nin üretimi, 

bitki yetiştirme odası ile aynı özelliklere sahip başka bir iklim odasında 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.2). 
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Şekil 3.2.Tetranychus urticae ile bulaştırılmış fasulye bitkileri 

3.2.2. Avcı Akar Üretimi 

Avcı akarlar, P. persimilis ve N. californicus sırasıyla Hatay'daki fasulye 

bitkilerinden ve Aydın'daki çilek bitkilerinden elde edilmiştir (Cakmak vd., 2009; 

Cevizci vd., 2020). Üçüncü bir iklim odasında 25 ± 1oC sıcaklıkta, %70±10 

orantılı nemde ve 16 saat aydınlık koşullarında T. urticae'nin tüm biyolojik 

dönemleri ile bulaşık fasulye yapraklarında üretilmiştir. Fasulye yaprakları, farklı 

boyutlarda iki küvet (45 x 32 x 8 cm; 78 x 56 x 18 cm) içindeki ters çevrilmiş 

saksılara yerleştirilmiştir. Akarların kaçmasını önlemek için küvetler su ile 

doldurulmuş ve pleksiglass bir kap ile kapatılmıştır (Cakmak vd., 2006; Kustutan 

ve Cakmak, 2009) (Şekil 3.3). T.urticae ile bulaşık üç ayrı fasulye yaprağı, avcı 

akarları üretmek için haftada üç kez ters çevrilmiş her saksıya yerleştirilmiştir. 
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Şekil 3.3. Avcı akarların kitle üretimi 

3.3. Akarisidal Biyoaktif Maddenin Tanımlanması 

Eroglu vd. (2019) tarafından yürütülen çalışmalarda, birçok Xenorhabdus ve 

Photorhabdus türlerinin hücrelerinden arındırılmış süpernatantları T. urticae’ye 

karşı test edilmiş ve X. szentirmaii ve X. nematophila’nın en yüksek akarisidal 

etkiyi gösterdikleri belirlenmiştir. 

Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila türlerinde akarisidal etki gösteren 

biyoaktif maddenin belirlenmesi için Hfq, Pptase ve promotor bölgesi 

değiştirilmiş mutant suşlar kullanılmıştır. Bu mutant suşların oluşturulması 

Almanya’nın Frankfurt kentinde bulunan Goethe Üniversitesi’nden Prof. Dr. 

Helge Bode’nin laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. Tübitak 117O172 nolu proje 

kapsamında proje ekibinde yer alan Prof. Dr. Selçuk Hazır, Dr. Bode’nin 

Almanya’daki laboratuvarına giderek (Şekil 3.4) hem X. szentirmaii ve X. 

nematophila türlerine ait mutant suşları almış hem de HPLC-MS fraksiyonlarını 

elde edilip ülkemize getirmiştir.  
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Şekil 3.4. Prof. Dr. Selçuk Hazır Goethe Üniversitesi’nde Prof. Dr. Helge Bode ile HPLC-

MS fraksiyonları elde etmek için çalışırken 

Hfq, hücresel süreçlerin kapsamlı bir şekilde kontrolünde rol alan sRNA, mRNA, 

tRNA, DNA ve hatta proteinlere bağlanabilen, bakteriler aleminde yaygın şekilde 

bulunan bir proteindir. Bakteriler, gen ekspresyonunu kontrol etmek için 

düzenleyici küçük RNA (sRNA)’lar kullanmaktadır. sRNA’lar virulans faktörlerin 

ifade edilmesinin yanı sıra bakterilerin olumsuz koşullarda hayatta kalması için 

önemlidir. sRNA’lar, sıklıkla hedef mRNA’ların translasyonunu ribozoma 

bağlanma bölgelerini serbest bırakarak veya bloke ederek kontrol ederler. sRNA 

ile hedefleri arasındaki meydana gelen etkileşimler genellikle RNA bağlanma 

proteini olan Hfq ile gerçekleşmektedir (Şekil 3.5).  
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Şekil 3.5. Hfq-RNA kompleks oluşumu ve Hfq bağlanma yüzleri. (A) Hfq, sRNA'ları ve 

mRNA'ları benzer afinite ile bağlar. Hfq üçlü kompleksi oluşturmadan önce 

mRNA veya sRNA'yı önce bağlayabilir. (B) Hfq-AU5G (PDB ID: 1KQ1) ve 

Hfq-polyA (PDB ID: 1HK9) kristal yapıları üst üste bindirilmiştir. AU5G 

proksimal yüzü bağlar ve polyA, homoheksamerin distalini bağlar (Bode vd., 

2015). 

Bakteriyal sekonder metabolitlerin bir çoğu özel enzimler aracılığıyla 

sentezlenirler. Örneğin Photorhabdus’lar tarafından üretilen anthraquinon’lar 

polyketid sentetaz (PKS), Xenorhabdus’lar tarafından üretilen xenematid’ler non-

ribozomal peptid sentetaz (NRPS) ve fabclavine’ler her iki enzim (PKS/NRPS) 

aracılığıyla sentezlenirler. Bu enzimatik reaksiyonların gerçekleşmesi için bazı 

taşıyıcı proteinler gerekmektedir. Bunlardan peptidyl carrier protein (PCP), PKS 

enzimatik reaksiyonunda yer alırken, acly carrier protein (ACP), NRPS enzimatik 

reaksiyonunda yer almaktadır. Bu proteinlerin enzimatik reaksiyonda yer almaları 

için inaktif apo-formdan enzimatik olarak aktif holo-forma dönüşmeleri 

gerekmektedir. Bu aktivasyon basamağı phosphopantetheinyltransferaz (PPTase) 

tarafından katalize edilmektedir (Şekil 3.6). PPTase’ler yaşamın üç temel alanı 

olan bakteriler, arkeler ve ökaryotların tümünde hücre canlılığı için gereklidir. 

Bunlar PKS ve NRPS gibi proaktif bir biçimde hareket eden modüler ve 

tekrarlayan sentezleri post-translasyonel olarak değiştirirler (Bode vd., 2015). 
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Şekil 3.6. Bir PPTase ile post-translasyonel fosfopantatenilazasyonun genel reaksiyon 

şeması. PPTase burada, tipik bir NRPS modülü tarafından sergilenen holo-

taşıyıcı proteini (CP) üretmek için, PPant parçasını Coenzim A’dan apo-CP 

üzerindeki korunmuş serine aktarır. C, yoğunlaşma; A, adenilasyon; CP, 

taşıyıcı protein domainleri; 3′, 5′-PAP, 3′,5′- fosfoadonezin fosfat (Bode vd., 

2015) 

Bu bilgilerden yola çıkarak X. szentirmaii ve X. nematophila türlerine ait 

bakterilerin farklı gen bölgeleri üzerinde yapılan promotor bölgesi değişiklikleri 

sayesinde elde edilen mutant suşların farklı sekonder metabolitlerinin üretimleri 

denetim altına alınmıştır. Bunu yaparken hedef maddenin üretiminden sorumlu 

gen bölgesinin önündeki doğal promotor bölge geriye itilerek o promotor bölgenin 

önüne L-arabinoz ile indüklenebilen yeni bir promotor bölge yerleştirilmiştir 

(Bode vd., 2015) (işlemin ayrıntısı Şekil 3.7’de verilmiştir). 
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Şekil 3.7. Promotor Değiştirme Yöntemi. Doğal promotorunun değiştirilmesi istenen gen 

bölgesinin ilk 300-600 baz çiftlik bölgesi PCR ile çoğaltılır ve pCEP 

plazmitine klonlanır. Hedeflenen gen bölgesini taşıyan plazmit E. coli S17-1 

λpir bakterisine elektroporasyon işlemi ile aktarılır. Plazmiti doğru bir şekilde 

aldığı saptanan E. coli bakterileri taşıdıkları plazmitleri konjugasyon 

aracılığıyla hedef geni taşıyan ve promotor değişikliği yapılmak istenen 

bakteriye aktarır. Promotor değişikliği gerçekleşen bakteriler pCEP 

plazmitinin taşıdığı kanamisin antibiyotik direnç geni sayesinde seçici besi 

ortamı kullanılarak kolaylıkla saptanır. Promotor değişikliği sonucunda doğal 

promotor (gri ok) yerine indüklenebilir promotor (siyah ok) yerleştirilmiş olur. 

Yeni promotor sıkı bir şekilde kontrol edilebilir ve indükleyici (arabinoz) 

olmadan aktivite göstermez. Buna bağlı olarak hedef gen bölgesi eksprese 

olmaz ve ilgili metabolit üretilmez. İndükleyici varlığında ise istenen gen 

normalden fazla eksprese olur ve ilgili metabolit yabanıl tipe göre daha fazla 

üretilir (Bode vd., 2015). 

Böylece hedef gen bölgesi üreme ortamında sadece L-arabinoz olduğunda aktif 

hale gelebilmekte ve o genin kontrol ettiği sekonder metaboliti üretebilmektedir. 

Bu yöntemle promotor bölgesi değiştirilmiş 9 farklı X. nematophilave 11 farklı X. 

szentirmaii mutant suşu (Çizelge 3.1 ve Çizelge 3.2) ve X. szentirmaii’nin 

13HPLC-MS fraksiyonları elde edilmiştir. 
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Çizelge 3.1.Çalışmada kullanılan Xenorhabdus nematophila’nın promotor bölgesi 

değiştirilmiş mutantsuşları ve kontrol ettikleri sekonder metabolitler 

 Mutant suşlar Kontrol ettikleri metabolit 

1 X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2022 Xenotetrapeptide 

2 X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_1711 Xenocoumacin 

3 X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2040 Xenoamicine 

4 X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_xndA Xenortide 

5 X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2783 PAX-peptide 

6 X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2228 Rhabdopeptide 

7 X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2713 Xenematid 

8 X.nematophila_ΔPPTase_PBAD_XNC1_isnA Rhabduscin 

9 X.nematophila_Δhfq_ΔisnAB_PBAD_XNC1_2300 Xenortide 

Çizelge 3.2.Çalışmada kullanılan Xenorhabdus szentirmaii’nin promotor bölgesi 

değiştirilmiş mutant suşları ve kontrol ettikleri sekonder metabolitler 

 Kodlar Mutant suşlar Kontrol ettikleri metabolit 

1 KS16 X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-0346 GameXpeptide 

2 SvS-218 X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-0377 Lipopeptide, Unknown 

3 SvS-204 X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-1979 Diketopiperazine 

4 SvS-247 X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3397 Rhabdopeptide 

5 SvS-208 X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3460 Szentiamid 

6 SvS-210 X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3663 Benzoxazolidine 

7 SvS-212 X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3680 Xenobactin 

8 SvS-240 X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3942 Rhabduscine 

9 KS22 X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-5118 Jenamidin derivate 

10 LP56 X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-fclC Fabclavin 

11 LP53 X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-xfsA Xenofuranone 

12  X.szentirmaii_PBADxpzI  

13  X.szentirmaii_PBADxpzA  

14  X.szentirmaii_PBADxpzV  

15  X.szentirmaii_Pcep-KM-02985  

Xenorhabdus nematophila ve X. szentirmaii’ye ait mutant bakteri suşları nutrient 

broth (NB) ortamında üretilirken iki gruba ayrılarak bir gruba L-arabinoz eklenip 

genler indüklenmiş, diğer gruba ise ekleme yapılmayarak genin çalışması 

engellenmiştir. Bakteriler 28oC’de ve 150 rpm de 24 saat süreyle üretilmiş daha 

sonra 10000 rpm’de ve 4oC’de 10 dk boyunca santrifüjlendikten sonra elde edilen 

süpernatantlar 0,22 µm çaplı milipor filtreden geçirilerek tüm bakteri hücreleri 

uzaklaştırılmıştır (Hazir vd., 2016; Donmez-Ozkan vd., 2019). Elde edilen 
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indüklenmiş ve indüklenmemiş mutant suşlara ait süpernatantların etkisi T. urticae 

ergin dişileri üzerinde test edilmiştir.  

Deneyler 25 ± 1oC sıcaklık,%70±5 orantılı nem ve 16 saat aydınlık koşullarına 

sahip bir iklim odasında (PG34-3 Digitech Ltd., Ankara) gerçekleştirilmiştir. Petri 

kaplarına (15 cm çapında) önce nemlendirilmiş pamuk yerleştirilmiş ve daha sonra 

fasulye yaprağı alt tarafı yukarı bakacak şekilde yerleştirilmiştir (Şekil 3.8). 

 

Şekil 3.8. Çalışmalarda kullanılmak üzere hazırlanmış petriler 

Tetranychus urticae'nin ergin dişileri her bir petri kabına 20 dişi olacak şekilde 

ince bir fırça ile ayrı ayrı aktarılmıştır (Şekil 3.9). Mutant suşların bir el spreyi (2,5 

ml/Petri kabı) ile yaprakların üzerine püskürtülmüştür. Kontrol grubu olarak 

bakterilerin üretildiği steril NB besi ortamı kullanılmıştır. Uygulamadan 2,5 ve 7 

gün sonra yapılan kontrollerde akarların ölüm oranları belirlenmiştir. Deneyler 

20’şer tekerrürlü olarak yürütülmüş ve farklı zamanlarda 4 kez tekrar edilmiştir. 
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Şekil 3.9. Kültürden petrilere kırmızı örümceklerin aktarılması 

3.4. Akarisidal Aktiviteden Sorumlu Maddeyi Üreten Mutant Suşun 

Tetranychus urticae’nin Farklı Biyolojik Dönemleri Üzerindeki 

Etkisi 

Bölüm 3.3’de T. urticae dişileri üzerinde en etki olan X.nematophila’nın mutant 

şuşu (pCEP_kan_XNC1_1711) L-arabinoz ile indüklendikten sonra elde edilen 

süpernatant hücrelerinden arındırılmış ve T. urticae'nin farklı biyolojik dönemleri 

(yumurta, larva, protonimf, deutonimf ve ergin) üzerindeki etkisi petri kaplarında 

ve saksılarda araştırılmıştır. 

3.4.1. Petri Denemeleri 

Xenorhabdus nematophila pCEP_kan_XNC1_1711 mutant suşuna ait 

süpernatantın T. urticae'nin farklı biyolojik dönemlerine (yumurta, larva, 

protonimf, deutonimf, ergin) karşı etkileri Bölüm 3.3’de anlatıldığı şekilde 

yürütülmüştür. Petri kaplarına (15 cm çapında) önce nemlendirilmiş pamuk 

yerleştirilmiş,daha sonra fasulye yaprağı alt tarafı yukarı bakacak şekilde 

yerleştirilmiştir. T. urticae'nin yumurta, larva, protonimf, deutonimf ve ergin 

dişileri, her bir petri kabına 20 birey olacak şekilde ayrı ayrı ince uçlu bir fırça ile 

aktarılmıştır. Denemelerde kullanılacak T. urticae’nin aynı yaştaki farklı biyolojik 

dönemlerini elde etmek için, T. urticae'nin 25 adet ergin dişi bireyi yaprak 

disklerine aktarılmıştır. Dişiler 24 saat sonra disklerden uzaklaştırılmış ve ortamda 
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sadece yumurtalar bırakılmıştır. Bu şekilde T. urticae'nin farklı biyolojik 

dönemleri (yumurta, larva, protonimf, deutonimf ve ergin dişi) aynı yaşta elde 

edilmiştir. X.nematophila pCEP_kan_XNC1_1711 mutant suşun süpernatantı, bir 

el spreyi (2,5 ml/Petri kabı) ile yaprakların üzerine püskürtülmüştür. Kontrol 

grubu olarak steril NB kullanılmıştır. Uygulamadan 2,5 ve 7 gün sonra yapılan 

kontrollerde akarların ölüm oranları belirlenmiştir. Deneyler 20’şer tekerrürlü 

olarak yürütülmüş ve farklı tarihlerde 4 kez tekrarlanmıştır. 

3.4.2. Saksı Denemeleri 

Petri kabı deneylerinde olduğu gibi, saksı deneylerinde de fasulye bitkileri 

kullanılmıştır. Fasulye bitkileri saksılarda (7x5 cm) yetiştirilmiştir ve denemelerde 

aynı yaşta fasulye bitkileri kullanılmıştır. İki kotiledon yapraklı bitkilerin bir 

yaprağı kesilmiş ve her saksıda sadece bir yaprak bırakılmıştır (Şekil 3.10). 

 

Şekil 3.10. Denemelerde kullanılan saksılar 

Tetranychus urticae kültüründen elde edilen 10’ar adet yumurta, larva, protonimf, 

deutonimf, ergin dişi ve ergin erkek olmak üzere toplam 60 birey, bu bitkilere ince 

uçlu bir fırça ile mikroskop altında aktarılmıştır (Şekil 3.11). 



19 

 

Şekil 3.11. Kırmızı örümceklerin saksılardaki fasulye yapraklarına transferi 

Xenorhabdus nematophila pCEP_kan_XNC1_1711 mutant suşunun süpernatantı, 

bir el spreyi ile yaprakların hem alt hem de üst yüzeylerine(5 ml/saksı) 

püskürtülmüştür. Kontrol grubundaki bitkilere aynı miktarda steril NB 

püskürtülmüştür (Şekil 3.12). 

 

Şekil 3.12. Bakteri süpernatantı püskürtülen yapraklar 

Püskürtmeden 7 gün sonra yapraklarda T. urticae’nin canlı tüm biyolojik 

dönemlerinin sayıları ayrı ayrı kaydedilmiştir. Deneyler 20’şer tekerrürlü olarak 

yürütülmüş ve farklı zamanlarda 4 kez tekrar edilmiştir. 



20 

3.5. Akarisidal Aktiviteden Sorumlu Maddeyi Üreten Mutant Suşun 

Avcı Akarlar Üzerindeki Toksisitesi 

Xenorhabdus nematophila pCEP_kan_XNC1_1711 mutant suşu L-arabinoz ile 

indüklendikten sonra elde edilen hücresiz süpernatantın avcı akarlar P. persimilis 

ve N. californicus üzerindeki potansiyel toksik etkisi petri kapları üzerinde, 25 ± 

1oC, %70±5 orantılı nem ve 16 saat aydınlık koşullara sahip bir iklim odasında 

araştırılmıştır. Petri kaplarına (15 cm çapında) nemlendirilmiş pamuk (10 cm 

çapında) konmuş ve daha sonra pamuk üzerine fasulye yaprağı alt tarafı yukarı 

bakacak şekilde yerleştirilmiştir. Petri kabı ile pamuk arasındaki boşluk, avcı 

akarların kaçmasını önlemek için musluk suyuyla doldurulmuştur (Şekil 3.13). 

 

Şekil 3.13.Avcı akarların ergin dişi dönemi için hazırlanan petriler 

Kültürden elde edilen ergin P. persimilis ve N. californicus (20 birey/Petri kabı) 

dişileri ayrı ayrı ince uçlu bir fırça ile petri kaplarındaki yapraklara aktarılmıştır. T. 

urticae'nin farklı biyolojik dönemleri (~ 300 birey) ile bulaşık fasulye yaprakları, 

avcı akarları beslemek için iki günlük aralıklarla yaprakların üzerine fırçalanmıştır 

(Şekil 3.14). X. nematophila pCEP_kan_XNC1_1711 mutant suşunun süpernatantı 

yaprakların üzerine bir el spreyi (2,5 ml/petri) ile püskürtülmüş ve kontrol olarak 

steril NB kullanılmıştır. Uygulamadan 2, 5 ve 7 gün sonra her petrideki ergin 

dişilerin canlı ve ölü sayıları kaydedilmiştir. Ergin dişilerin bıraktığı yumurtalar 

ortamdan ince uçlu bir fırça yardımıyla her gün uzaklaştırılmıştır. Denemeler 

20’şer tekerrürlü olarak yürütülmüş ve farklı zamanlarda 4 kez tekrar edilmiştir. 
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Şekil 3.14. Tetranychus urticae’nin farklı biyolojik dönemlerinin fırçalandığı avcı akar 

petrileri 

3.6. Biyoaktif Akarisidal Madde Ekstraktının Tetranychus urticae’nin 

Farklı Biyolojik Dönemleri Üzerindeki Etkileri 

Akarisidal aktiviteden sorumlu biyoaktif madde ekstrakte edilirken önce L-

arabinoz ile indüklenen X. nematophila pCEP_kan_XNC1_1711 mutant suşu 

içerisinde %2 XAD® resin bulunan Luria Berthoni (LB) sıvı besi yerinde ve 30oC 

de 3 gün boyunca üretilmiştir. Daha sonra ortamdaki resin methanol ile oda 

sıcaklığında (23-24oC) iyice karıştırılarak yoğun bir ekstrakt elde edilmiştir (Bode 

vd., 2019). Ekstrakt elde etme işlemleri Prof. Dr. Helge Bode’nin Almanya’daki 

laboratuvarında gerçekleştirilmiş ve Türkiye’ye getirilmiştir. Elde edilen bu yoğun 

ekstrakt önce 400l dimetilsülfoksit (DMSO) içerisinde çözünmüş ve ardından 

200l steril distile su ile karıştırılarak son konsantrasyonu 0,208 mg/ml olacak 

şekilde stok solüsyon hazırlanmıştır. Bu ekstraktın LC50 ve LC90 değerini 

belirlemek için bu stok çözeltinin farklı seyreltileri (%100,%50,%25,%12,5,%6,25 

ve%3,125), petri kaplarındaki T. urticae dişilerine uygulanmıştır. Daha sonra, bu 

bileşiğin 5. gündeki LC90 dozunun etkisi, petri kaplarında T. urticae'nin farklı 

biyolojik dönemlerine (yumurta, larva, protonimf, deutonimf ve ergin) üzerinde 

test edilmiştir. Bu çalışmalar için önce petri kaplarına (15 cm çapında) 

nemlendirilmiş pamuk yerleştirilmiş,daha sonra fasulye yaprağı alt tarafı yukarı 

bakacak şekilde yerleştirilmiştir. T. urticae'nin farklı biyolojik dönemlerinin her 

biri ayrı ayrı 20 adet/Petri olmak üzere her bir petri kabındaki yaprağa ince uçlu 
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bir fırça ile aktarılmıştır. Farklı seyreltiler ve ekstraktın 5. gündeki LC90 dozu 

yaprakların üzerine bir el spreyi (2,5 ml / petri kabı) ile püskürtülmüştür. Kontrol 

grubu olarak DMSO kullanılmıştır. Uygulamadan 2, 5 ve 7 gün sonra akarların 

canlı ve ölü sayıları kaydedilmiştir. Denemeler10’ar tekerrürlü olarak yürütülmüş 

ve farklı zamanlarda 2 kez tekrar edilmiştir. 

3.7.Sitotoksisite Deneyleri 

Sitotoksisite çalışmaları MRC-5 sağlıklı insan fetal akciğer fibroblast hücre hattı 

üzerinde yürütülmüştür. MRC-5 hücreleri Türkiye Tarım ve Ormancılık Bakanlığı 

hücre kültürü bankasından temin edilmiştir (MRC-5 An1, HÜKÜK no: 96101701). 

Hücreler içerisinde %10 fetal bovine serum ve %5 penicillin-streptomycin 

solüsyonu bulunan Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) içerisinde 

üretilmiştir. Hücreler doku kültürü kapları içerisinde ve 37°C, %5 CO2 ve %96 

nem koşullarında inkübe edilmiştir. Hücrelerin içerisinde bulunduğu kültür ortamı 

her iki günde bir yenilenmiştir. X.nematophila pCEP_kan_XNC1_1711 mutant 

suşundan elde edilen akarisidal ekstraktın sitotoksisitesi MRC-5 hücre hattı 

üzerinde MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide] 

yöntemi ile belirlenmiştir. MRC-5 hücreleri akarisidal ekstraktın farklı 

dilüsyonları ile 48 saat boyunca 37 °C’de muamele edilmiştir. Akarisidal ekstract 

önce 400l DMSO içerisinde çözünmüş ve ardından 200l steril distile su ile 

karıştırılarak son konsantrasyonu 0,208 mg/ml olacak şekilde stok solüsyon 

hazırlanmıştır. Altı farklı konsantrasyon (1,04’den 104 µg/ml kadar) EMEM 

(Sigma-Aldrich) içerisinde hazırlanmıştır.  MRC-5 hücreleri 48 gözenekli doku 

kültür plakları içerisine her kuyucuğa 1x104 hücre olacak şekilde eklenmiş ve 

37°C’de %5 CO2 ortamında 24 saat boyunca inkübe edilmiştir. Daha sonra farklı 

dilüsyonlardaki akarisidal ekstraktlar kuyucuklara ilave edilmiş ve 48 saat süreyle 

inkübasyona tabi tutulmuştur. Çalışmada iki farklı kontrol grubu kullanılmıştır. 

Birinci grupta hücre kültür ortamı ve MRC-5 hücreleri, ikinci grupta ise çözücü 

olarak kullanılan DMSO ve MRC-5 hücreleri yer almıştır. 48 saat sonunda her 

kuyucuğa MTT solüsyonu (5 mg/mL) eklenmiş ve hücreler 4 saat süreyle daha 

37°C’lik bir %5 CO2 inkübatöründe tutulmuştur (Freimoser vd., 1999). Her 

kuyucuk içerisine oluşan formazon kristallerini çözmesi için 100µl DMSO 

eklenmiştir. Oda sıcaklığında 15 dakika süreyle karıştırıldıktan sonra formazan 

renginin seviyesi optikal yoğunluk (OD) ölçer (Multiskan™ GO Microplate 

reader) (Thermo Scientific™, Finland) ile 570 nm (OD570-630nm) ile ölçülmüştür 

(Abdi vd., 2018). Yari-maksimal inhibe edici konsantrasyon (IC50) değerleri 48 
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saat sonunda ölçülerek belirlenmiştir. Denemeler birbirinden bağımsız olarak 3 

kez tekrar edilmiştir. Hücrelerin canlılık oranları % Canlılık = (uygulama yapılan 

hücrelerin OD değeri / Kontrol grubundaki hücrelerin OD değeri) x 100 

formülasyonuyla hesaplanmıştır (Örenlili Yaylagül ve Ülger, 2020). 

3.8. İstatiksel Analizler 

Bölüm 3.3, 3.4.1 ve 3.6’daki veriler Genel Doğrusal Model ile analiz edilmiş ve 

ortalamalar arasındaki farklılıklar Tukey's Honestly Significant Difference (Tukey 

HSD) testine göre P = 0,05 düzeyinde gruplandırılmıştır. Bölüm 3.4.1 ve 3.6'da 

elde edilen veriler Abbott formülü (Abbott, 1925) uygulanarak hesaplanmıştır. 

Bölüm 3.4.2 ve 3.5'deki veriler Student t testi ile karşılaştırılmıştır. İstatistiksel 

analiz yapılmadan önce tüm denemelerde akarların ölüm oranlarına Arcsine 

transformasyonu uygulanmıştır (SPSS, 2011). LC50 ve LC90 değerleri POLO 

bilgisayar paket programında belirlenmiştir (LeOra Software, 1994). 
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4. BULGULAR 

4.1. Akarisidal Biyoaktif Maddenin Tanımlanması 

Xenorhabdus nematophila’nın ΔHfq mutant suşlarıyla yapılan denemeler 

sonucunda Xenocoumacin maddesinin üretiminden sorumlu olan gen bölgesi 

indüklenip gen aktif hale getirildiğinde (PBAD_XNC1_1711 suşu) akarların 7 gün 

sonundaki ölüm oranı %100 olurken, Xenocoumacin geni indüklenmeyip 

susturulduğunda ise ortaya çıkan ölüm oranı %40’ın altında olmuştur. Kontrol 

grubunda ortaya çıkan ölüm oranı ise %9 olarak belirlenmiştir. Diğer sekonder 

metabolitlerin üretiminden sorumlu genlerin indüklenmesi sonucunda önemli bir 

akarisidal aktivite tespit edilmemiştir (Çizelge 4.1). Xenocoumacin ile test edilen 

diğer tüm bileşikler ve kontrol grubu arasındaki fark istatistiksel olarak önemli 

bulunmuştur/görülmüştür (F = 16.695, df = 18, P <0.001). Bu sonuçlar X. 

nematophila bakterilerinde akarisidal aktiviteden sorumlu maddenin 

Xenocoumacin olduğunu göstermiştir. 
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Çizelge 4.1. Xenorhabdus nematophila’nın promotor bölgesi değiştirilmiş mutant suşlarının ürettiği süpernatantlarınTetranychus urticae’nin ergin 

dişileri üzerindeki etkileri 

* Mutant suşlar Kontrol ettikleri metabolit Uygulamadan sonraki ölüm oranı (%) 

2.Gün 5.Gün 7.Gün 

A+ X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2022 Xenotetrapeptide 4,01,2 22,13,0 39,55,3 b 

A- X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2022 Xenotetrapeptide 3,51,3 21,11,1 30,52,2 b 

A+ X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_1711 Xenocoumacin 45,76,1 98,51,1 100,00,0 a 

A- X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_1711 Xenocoumacin 5,02,1 23,64,8 36,06,6 b 

A+ X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2040 Xenoamicine 10,63,7 37,83,3 48,03,8 b 

A- X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2040 Xenoamicine 12,03,3 37,54,1 43,03,3 b 

A+ X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_xndA Xenortide 5,52,6 19,74,3 40,03,5 b 

A- X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_xndA Xenortide 5,51,7 24,52,6 30,52,8 b 

A+ X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2783 PAX-peptide 3,51,5 17,02,7 32,54,7 b 

A- X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2783 PAX-peptide 4,01,9 22,53,7 35,03,9 b 

A+ X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2228 Rhabdopeptide 8,62,1 36,05,6 45,03,7 b 

A- X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2228 Rhabdopeptide 9,51,9 32,04,7 49,04,9 b 

A+ X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2713 Xenematid 15,62,0 33,52,8 48,85,1 b 

A- X.nematophila_Δhfq_PBAD_XNC1_2713 Xenematid 3,51,5 20,03,6 42,03,9 b 

A+ X.nematophila_ΔPPTase_PBAD_XNC1_isnA Rhabduscin 3,51,5 29,53,0 45,05,6 b 

A- X.nematophila_ΔPPTase_PBAD_XNC1_isnA Rhabduscin 2,51,5 33,03,0 47,03,0 b 

A+ X.nematophila_Δhfq_ΔisnAB_PBAD_XNC1_2300 Xenortide 4,62,2 29,52,2 48,03,4 b 

A- X.nematophila_Δhfq_ΔisnAB_PBAD_XNC1_2300 Xenortide 14,05,5 30,03,2 46,04,1 b 

 Kontrol (steril Nutrient Broth)  2,71,5 6,02,3 9,02,4 c 
*A+: İndüklenmiş, A-: indüklenmemiş 
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X.szentirmaii türüne ait promotor bölgesi değiştirilmiş 15 farklı mutant suş ve 13 HPLC-MS fraksiyonu ile yapılan denemeler 

sonucunda ise kullanılan süpernatantlar % 50'den daha az akarisidal aktivite sergilemiştir (Çizelge 4.2; Şekil 4.1). Bu nedenle X. 

szentirmaii türünde akarisidal aktiviteden sorumlu madde tespit edilememiştir. 

Çizelge 4.2. Xenorhabdus szentirmaii’nin promotor bölgesi değiştirilmiş mutant suşlarının ürettiği süpernatantların Tetranychus urticae’nin ergin 

dişileri üzerindeki etkileri 

* Mutant suşlar Kontrol ettikleri metabolit Uygulamadan sonraki ölüm oranı (%) 

   2.Gün 5.Gün 7.Gün 

KS16+ X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-0346 GameXpeptide 6,01,8 26,52,0 44,34,7 

KS16- X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-0346 GameXpeptide 5,02,0 25,22,5 36,92,8 

SvS-218+ X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-0377 Lipopeptide, Unknown 10,52,8 24,23,1 38,14,3 

SvS-218- X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-0377 Lipopeptide, Unknown 29,53,5 41,47,6 49,77,5 

SvS-204+ X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-1979 Diketopiperazine 20,53,8 42,55,2 47,54,7 

SvS-204- X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-1979 Diketopiperazine 6,11,4 21,72,3 29,22,0 

SvS-247+ X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3397 Rhabdopeptide 13,32,3 23,72,7 34,84,9 

SvS-247- X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3397 Rhabdopeptide 10,22,3 25,53,9 38,53,8 

SvS-208+ X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3460 Szentiamid 7,51,9 17,02,5 28,02,8 

SvS-208- X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3460 Szentiamid 23,06,4 37,05,0 48,55,3 

SvS-210+ X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3663 Benzoxazolidine 6,02,3 19,73,2 30,73,1 

SvS-210- X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3663 Benzoxazolidine 19,13,6 41,74,2 46,54,7 

SvS-212+ X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3680 Xenobactin 9,01,8 18,53,3 25,52,5 

SvS-212- X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3680 Xenobactin 8,12,4 24,22,3 34,52,2 

SvS-240+ X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3942 Rhabduscine 5,51,6 13,52,1 32,55,0 

SvS-240- X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-3942 Rhabduscine 2,51,1 20,62,6 45,24,3 

KS22+ X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-5118 Jenamidin derivate 4,01,6 17,54,0 32,03,9 

KS22- X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-5118 Jenamidin derivate 14,51,9 26,62,2 41,74,2 

LP56+ X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-fclC Fabclavin 5,51,6 12,02,7 27,02,4 
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Çizelge 4.2. Xenorhabdus szentirmaii’nin promotor bölgesi değiştirilmiş mutant suşlarının ürettiği süpernatantların Tetranychus urticae’nin ergin 

dişileri üzerindeki etkileri (devamı) 

* Mutant suşlar Kontrol ettikleri metabolit Uygulamadan sonraki ölüm oranı (%) 

   2.Gün 5.Gün 7.Gün 

LP56- X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-fclC Fabclavin 8,01,5 15,02,5 29,03,0 

LP53+ X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-xfsA Xenofuranone 14,82,7 30,43,3 42,33,4 

LP53- X.szentirmaii Δhfq Pcep-KM-xfsA Xenofuranone 10,11,3 27,24,3 41,23,4 

A+ X.szentirmaii_PBADxpzI  11,34,3 35,05,4 46,36,6 

A- X.szentirmaii_PBADxpzI  7,53,2 13,84,3 23,84,3 

A+ X.szentirmaii_PBADxpzA  7,54,3 21,35,2 31,33,1 

A- X.szentirmaii_PBADxpzA  12,54,8 22,57,8 32,57,8 

A+ X.szentirmaii_PBADxpzV  6,32,4 21,34,3 28,83,1 

A- X.szentirmaii_PBADxpzV  12,54,3 27,56,0 33,89,0 

A+ X.szentirmaii_Pcep-KM-02985  8,44,0 16,32,4 25,03,5 

A- X.szentirmaii_Pcep-KM-02985  6,32,4 35,04,1 41,74,5 

 Kontrol (steril Nutrient Broth)  2,01,1 5,01,7 8,02,0 
*+: İndüklenmiş, -: indüklenmemiş 
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Şekil 4.1. Xenorhabdus szentirmaii HPLC-MS fraksiyonlarının Tetranychus urticae’nin 

ergin dişileri üzerindeki etkileri 

4.2. Akarisidal Aktiviteden Sorumlu Maddeyi Üreten Mutant Suşun 

Tetranychus urticae’nin Farklı Biyolojik Dönemleri Üzerindeki 

Etkisi 

4.2.1. Petri Denemeleri 

Xenorhabdus nematophila’nın ΔHfqPBAD_XNC1_1711 kodlu mutant suşunun L-

arabinoz ile indüklenmesi sonucu oluşan Xenocoumacin içerikli süpernatantın T. 

urticae’nin yumurta dönemi üzerinde herhangi bir etkisinin olmadığı belirlenmiştir 

(ovisidal oran %0). İndüklenmiş bakteri süpernatantıyla T. urticae’nin larva, 

protonimf, deutonimf ve ergin dişileri üzerine yapılan uygulamalardan 2 gün sonra 

sırasıyla %100, %81, %44,9 ve %43,1 oranında ölüm meydana gelmiştir (Şekil 

4.2). T.urticae’nin farklı biyolojik dönemleri arasında ölüm oranları açısından 

aradaki fark istatistiki olarak önemli bulunmuş/görülmüş ve en yüksek ölüm oranı 

larvalarda saptanmıştır (F= 187,580; P<0,001). Uygulamadan 5 ve 7 gün sonra en 

yüksek ölüm larva ve protonimflerde, en düşük ölüm ise deutonimf ve erginlerde 

saptanmasına rağmen, tüm biyolojik dönemlerde 5 gün sonra %85’in üzerinde, 7 

gün sonra ise %97’nin üzerinde ölüm meydana gelmiştir (5. günde F= 24,417; 

P<0,001; 7. günde F= 4,694; P<0,05; Şekil 4.2).  
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Şekil 4.2. Petri denemelerinde Xenorhabdus nematophila (pCEP_kan_XNC1_1711) 

mutant suşunun  ürettiği sekonder metabolit Xenocoumacin’in Tetranychus 

urticae’nin farklı biyolojik dönemleri üzerindeki etkileri A) Uygulamadan 2 

gün sonra, B) Uygulamadan 5 gün sonra, C) Uygulamadan 7 gün sonra 

4.2.2. Saksı Denemeleri 

Xenocoumacin içerikli süpernatantın T. urticae’nin farklı biyolojik dönemlerinin 

bulunduğu saksılara uygulanmasından 7 gün sonra ortamda saptanan canlı birey 

sayıları şekil 4.3’de gösterilmiştir. Deneme başlangıcında T. urticae’nin 10 

yumurta ve 50 hareketli dönemi (larva, protonimf, deutonimf, ergin dişi ve erkek) 

yaprakta bulunurken,7 gün sonra X.nematophila’nın mutant suşunun ürettiği 

süpernatant grubunda ve kontrolde sırasıyla 57 ve 485 yumurta ile 45 ve 313 

hareketli dönem elde edilmiştir. Hem yumurta sayıları hem de hareketli dönem 

sayıları dikkate alındığında Xenocoumacin içerikli süpernatant ile kontrol 

arasındaki fark istatistiki olarak önemli bulunmuştur/görülmüştür (yumurta, F= 

13,972; P<0,01; t= 42,988; hareketli dönem F= 11,111; P<0,01; t= 41,307; Şekil 

4.3).  
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Şekil 4.3. Saksı denemelerinde Xenorhabdus nematophila (pCEP_kan_XNC1_1711) 

mutant suşunun ürettiği Xenocoumacin’in Tetranychus urticae'nin farklı 

biyolojik dönemleri üzerindeki etkileri 

4.3. Akarisidal Aktiviteden Sorumlu Maddeyi Üreten Mutant Suşun 

Avcı Akarlar Üzerindeki Toksisitesi 

İçerisinde Xenocoumacin bulunan X. nematophila süpernatantının avcı akarlar 

Phytoseiulus persimilis ve N. californicus’un ergin dönemlerine uygulanmasından 

2, 5 ve 7 gün sonra elde edilen ölüm oranları Şekil 4.4’de verilmiştir. 

P.persimilis’in ergin dişilerine uygulanan süpernatant ve kontroldeki ölüm oranları 

uygulamadan 2, 5 ve 7 gün sonra sırasıyla %10,3, %23,5, %32,3 ve %1, %3,8, 

%7,3 olarak saptanmıştır. Mutant suş ile kontrol arasındaki fark istatistiksel olarak 

önemli bulunmuştur (2. gün F=12,245; P<0,01; t= 5,54; 5. gün F=21,674; 

P<0,001; t=8,454; 7. gün F=19,158; P<0,001; t= 9,499; Şekil 4.4A,B,C). 

Neoseiulus californicus’un ergin dişilerine uygulanan Xenocoumacin içerikli 

süpernatant ve kontroldeki ölüm oranları uygulamadan 2,5 ve 7 gün sonra sırasıyla 

%13,8, %28,8, %36,0 ve %3, %7,3, %9,8 olarak saptanmıştır. Bakteri süpernatantı 

ile kontrol arasındaki fark istatistiksel olarak önemli bulunmuştur (2. gün F=5,821; 

P<0,05; t= 5,669; 5. gün F=10,230; P<0,01; t=9,284; 7. gün F=7,605; P<0,01; 

t=11,132; Şekil 4.4A,B,C).  
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Ancak avcılar arasında mutant suşun ürettiği sekonder metabolitlere duyarlılık 

açısından aradaki fark istatistiksel olarak önemli olmadığı belirlenmiştir (2. gün 

F=0,240; P>0,05; t= 1,520; 5. gün F=0,227; P>0,05; t=1,752; 7. gün F=1,004; 

P>0,05; t=1,193). 

 

Şekil 4.4. Xenorhabdus nematophila  (pCEP_kan_XNC1_1711) mutant suşunun ürettiği 

Xenocoumacin’in avcı akarlar Phytoseiulus persimilis ve Neoseiulus 

californicus'un ergin dişileri üzerindeki toksisitesi A) Uygulamadan 2 gün 

sonra, B) Uygulamadan 5 gün sonra, C) Uygulamadan 7 gün sonra 

4.4. Xenocoumacin ekstraktının Tetranychus urticae’nin Farklı 

Biyolojik Dönemleri Üzerindeki Etkileri 

Veriler, Xenocoumacin’in son derece etkili bir akarisit bileşik olduğunu ortaya 

koymuştur. Xenocoumacin’in %25'lik konsantrasyonu bile uygulamadan 7 gün 

sonra T. urticae ergin dişilerinde % 93,8 oranında ölüm meydana getirmiştir 

(Çizelge 4.3). 
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Çizelge 4.3. Farklı Xenocoumacin dilusyonlarının Tetranychus urticae ergin dişileri 

üzerindeki etkisi 

Test edilen madde Farklı 

dilusyonlar 

(%) 

Uygulamadan sonraki ölüm oranı (%) 

2. Gün 5. Gün 7. Gün 

Xenocoumacin 100 95,02,9 100,00,0 100,00,0 

50 46,35,5 93,83,8 96,32,4 

25 46,36,9 85,03,5 93,83,8 

12,5 30,05,4 51,39,4 62,56,0 

6,25 13,87,7 22,57,8 28,87,5 

3,125 7,53,2 20,04,6 30,02,0 

Kontrol (DMSO içeren 

distile su)  

1,31,3 13,82,4 15,04,6 

Xenocoumacin’in 2, 5 ve 7 günlerdeki LC50 değerleri sırasıyla 0,060, 0,026, 0,021 

mg/ml ve LC90 değerleri 0,301, 0,071, 0,055 mg/ml olarak hesaplanmıştır. Beşinci 

gündeki LC90 değeri (0.071 mg/ml) T. urticae'nin farklı biyolojik dönemlerine 

uygulandığında, T. urticae'nin larva, protonimf, deutonimf ve ergin dişileri 

üzerinde sırasıyla 2. günde %100, 92, 45, 44; 5. günde %100, 100, 94, 92 ve 7. 

günde %100, 100, 97, 96 oranında ölüm meydana gelmiştir (Şekil 4.5). 

T.urticae’nin farklı biyolojik dönemlerinin 2. 5. ve 7. gündeki ölüm oranları 

arasında istatistiki olarak önemli fark görülmüştür (2. günde F = 169.005; P 

<0.001; 5. günde F = 32.665 P <0.001; 7. günde F = 9.717; P <0.001; Şekil 4.5). 

Diğer taraftan, Xenocoumacin’in T. urticae'nin yumurta dönemleri üzerinde 

herhangi bir etkisi görülmemiştir (ovisidal oran% 0). 
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Şekil 4.5. Xenocoumacin’in Tetranychus urticae'nin farklı biyolojik dönemleri üzerindeki 

etkileri 

4.5. Sitotoksisite Deneyleri 

MRC-5 insan fetal akciğer fibroblast hücre hattı üzerinde yapılan sitotoksisite 

çalışmaları Xenocoumacin ekstraktına ait IC50 değerinin 17.71 g/ml olduğunu 

göstermiştir. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Entomopatojen nematodlar (EPN) konukçu bir böceğe girdiğinde, birlikte 

yaşadıkları simbiyotik bakteriler, enfekte kadavrayı bakteri, fungus, protozoa gibi 

fırsatçı mikroorganizmalardan ve karıncalar, çekirgeler, hamamböcekleri, akarlar 

v.s. gibi yağmacı arthropdlardan korumak için geniş spektrumlu aktiviteye sahip 

çok çeşitli biyo-aktif bileşikler üretmektedirler (Gulcu vd., 2012; Ulug vd., 2014; 

Lewis vd., 2015). Hypoaspis sp., Pergamasus nr. crassipes (Mesostigmata), 

Eugamasus sp. (Mesostigmata), Cosmolaelaps vacua, Ololaelaps veneta, 

Gamasellodes vermivorax, Antennoseius sp., Amblyseius setulus, Ascanesoica, 

Alycus roseus, Pilogalumna cozadensis (Oribatida), Alicorhagia fragilis 

(Endeostigmata), Tyrophagus putrescentiae (Astigmata) gibi akarların EPN’ler 

üzerinden beslendikleri bildirilmiştir (Raja vd., 2021). Ayrıca, Sancassania 

polyphyllae (Astigmata) gibi türlerin EPN ile enfekte olmuş böcek kadavralarında 

ve burada gelişen EPN IJ'leri ile beslendiği gözlemlenmiştir (Karagoz vd., 2007; 

Ekmen vd., 2010a,b; Cakmak vd., 2010; 2011; 2013). Enfekte kadavrayı ve 

gelişen nematodları akarlardan korumak için, nematod-bakteri kompleksi biyoaktif 

akarisit bileşik/ler üretmelidir. Buna göre, yürütülen çalışmalar, bazı Xenorhabdus 

bakteri türlerinin akarisidal aktiviteye sahip olduğunu göstermiştir (Bussaman vd., 

2006, 2012; Nermut vd., 2019; Eroglu vd., 2019, Cevizci vd., 2020). Ancak, bu 

çalışmaların hiçbirisinde biyoaktif akarisit bileşik tanımlanmamıştır. Bu nedenle 

yapılan bu çalışma, son yıllarda geliştirilen easyPACId biyoteknolojik yöntem 

kullanılarak  X. nematophila bakteri türünde üretilen akarisidal aktiviteden 

sorumlu maddeyi saptayan ilk çalışmadır. Bu biyoteknolojik yaklaşım, gen 

kümelerini kontrol edenindüklenebilir promotörlerle mutant suşları aktive ederek 

diğer bileşiklerin genlerini susturmak suretiyle aradığımız biyoaktif maddeyi 

belirlememizi sağlamıştır (Bode vd., 2015, 2019). Promotör bölgesi değiştirilmiş 

mutant suşlarla yapılan deneyler, X. nematophila pCEP_kan_XNC1_1711 mutant 

suşunun indüklendiğinde ürettiği Xenocoumacin’in T. urticae üzerinde en yüksek 

akarisit etkiyi gösterdiği saptanmıştır.  

Xenocoumacin’ler X. nematophila'da iki form (Xenocoumacin-1 ve 

Xenocoumacin-2) olarak ilk defa McInerney vd. (1991) tarafından tanımlanmış ve 

benzopyran-1-one (isocoumarin)’lerin türevidir. Daha sonra Reimer vd. (2009) 

birkaç Xenorhabdus suşundan bu doğal ürünlerin dört ilave türevini keşfetmiş ve 

bunların bir hibrit poliketid sentaz (PKS) - nonribozomal polipeptid sentetaz 

(NRPS) ile sentezlendiğini bildirmiştir. Her iki form da (Xenocoumacin-1 ve 2) 
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antifungal, antibakteriyel, antikanser ve anti-ülser gibi birçok biyolojik aktiviteye 

sahiptir, ancak Xenocoumacin-1 biyolojik olarak daha aktiftir (Webster vd., 2002; 

Park vd., 2009; Dreyer vd., 2018).  

Diğer taraftan X. szentirmaii’nin indüklenmiş veya indüklenmemiş 15 mutant suşu 

%50'den daha az akarisidal aktivite göstermiştir. X.szentirmaii Xenocoumacin 

üretmeyen bir türdür (Tobias vd., 2017). Bu nedenle akarisidal aktiviteden 

sorumlu olan molekülün farklı bir molekül olması gerekmektedir. X.szentirmaii 

türünde biyoaktif akarisidal maddenin ne olduğunun bulunamamasının nedenleri 

ya tüm sekonder metabolitlere ait mutant suşların oluşturulamamış olması, ya da 

HPLC-MS fraksiyonlarından elde edilen verilerden yola çıkarak, X. 

szentirmaii'deki akarisidal aktiviteden sorumlu olan maddenin tek bir molekülden 

oluşmadığı, iki veya daha fazla farklı molekülün bu etkiyi sergilemek için bir 

araya gelmesi gerekliliğinden olabilir. 

Bu çalışmada Xenocoumacin'in önemli bir zararlı olan T. urticae'nin tüm biyolojik 

dönemleri üzerindeki akarisidal etkisi araştırılmıştır. İlk olarak, T. urticae'nin 

hareketli dönemlerinin, X. nematophila (pCEP_kan_XNC1_1711) mutant suşuna 

ait süpernatantlardan ve Xenocoumacin ekstraktından farklı seviyelerde etkilendiği 

görülmüştür. Petri denemelerinde uygulamadan iki gün sonra T. urticae’nin larva 

dönemleri, ergin dişilere göre daha duyarlı bulunmuş ancak yedi gün sonra T. 

urticae’nin tüm biyolojik dönemlerinde ölüm oranı %96’nın üzerinde görülmüştür. 

Benzer şekilde Eroğlu vd. (2019), X. nematophila süpernatantının 7 günün 

sonunda ergin dişilerde %90, T. urticae larvalarında %98 oranında ölüm meydana 

getirdiğini bildirmiştir. 

Yürüttüğümüz çalışmada Xenocoumacin maddesinin T. urticae ergin dişileri 

üzerindeki LC50 değerleri 2, 5 ve 7. günler için sırasıyla 0.060, 0.026, 0.021 mg/ml 

olarak hesaplanmıştır. Benzer çalışmalarla karşılaştırıldığında Furuya vd. (2017) 

yeni bir akarisidal madde olanpyflubumide için T. urticae’ye karşı LC50 değerini 

1.2 mg olarak belirlemiştir. Bir başka çalışmada ise T. urticae ergin dişileri için 

cyflumetofen akarisidal maddesinin LC50 değeri 1.1 mg/L olarak rapor edilmiştir 

(Hayashi vd.,2013) 

Saksı denemelerinde, X. nematophila (pCEP_kan_XNC1_1711) mutant suşunun 

süpernatantı T. urticae popülasyonunu önemli ölçüde azaltmıştır. Benzer şekilde 

Eroğlu vd. (2019) X. szentirmaii ve X. nematophila'nın süpernatantlarının tek 
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başlarına yadabirlikte kullanıldığında, saksı denemelerinde T. urticae 

popülasyonunu önemli ölçüde azalttığını bildirmiştir. Ayrıca bu çalışmada X. 

nematophila (pCEP_kan_XNC1_1711) mutant suşuna ait süpernatantın T. urticae 

yumurtaları üzerinde etkisinin olmadığı gözlemlenmiştir (ovisidal oran% 0). Genel 

olarak akar yumurtalarının akarisitlere, Xenorhabdus ve Photorhabdus bakteri 

süpernatantlarına veya entomopatojen fungusların enfeksiyonlarına dirençli 

olduğu bildirilmektedir (Dogan vd., 2017; Eroglu vd., 2019; Cevizci vd., 2020).  

Doksan altı etken maddeye direnç kazanan T. urticae, dünyadaki eklembacaklı 

zararlılar arasında en dayanıklı tür olarak bilinmektedir (Mota- Sanchez ve Wise, 

2021). Bu nedenle, P. persimilis ve N. californicus gibi avcı akarlar, T. urticae 

popülasyonlarını kontrol etmek için alternatif olarak yaygın şekilde 

kullanılmaktadır. İdeal bir akarisidal bileşik T. urticae'yi öldürmeli ancak bu avcı 

akarlar üzerinde minimum yan etkiye sahip olmalıdır. Bu nedenle gerçekleştirilen 

bu çalışmada, Xenocoumacin’in P. persimilis ve N. californicus'un ergin dişilerine 

karşı toksisitesi de değerlendirilmiştir. Akarisidal aktiviteye sahip olan X. 

nematophila pCEP_kan_XNC1_1711 mutant suşuna ait süpernatant veya 

Xenocoumacin ekstratlarının T. urticae'nin ergin dişileri üzerinde %90'dan fazla 

ölüm meydana getirmesine rağmen, 7 günün sonunda her iki avcı akarda %40'tan 

daha az ölüm oranı gözlemlenmiştir. Benzer sonuçlar Cevizci vd. (2020) 

tarafından da elde edilmiştir. Avcı akarlar ve T. urticae arasındaki morfolojik 

farklılıklar, akarların bakteriyel süpernatanlara farklı duyarlılıklar göstermesinde 

anahtar bir role sahiptir. Örneğin, T. urticae yapraklarda beslenmekte, avcı 

akarlara göre bacakları daha kısa ve vücut kısımları uygulanan bileşiklerle daha 

doğrudan temas halinde bulunmaktadır (Cevizci vd., 2020). Bunun yanı sıra, avcı 

akarlarda T. urticae'den daha kalın bir kutikula bulunmaktadır (Wu vd., 2018). 

Bu çalışmada yürütülen sitotoksisite çalışmaları, Xenocoumacin maddesinin 

17.71g/ml’dan aşağı oranlarda kullanıldığında insan hücre hattı üzerinde toksik 

olmadığını göstermiştir. Bode vd. (2019) X. nematophila bakterisinden elde 

ettikleri Xenocoumacin maddesinin sıvı ekstrakt halini insan mikrovasküler 

endothelial hücre hattı üzerinde test etmişlerdir. Hücre çoğalması üzerindeki 

toksik etkisi haricinde Xenocoumacin maddesinin hücrelerin metabolik aktivitesi 

üzerinde hiç bir toksik etkiye sahip olmadığını bildirmişlerdir. Ayrıca 

Xenocoumacin’in lökosit adhezyonu üzerindeki sitotoksisitesinin orta derecede 

olduğunu ve endothelial hücrelerdeki etkisinin ise oldukça düşük olduğunu rapor 

etmişlerdir. 
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Sonuç olarak, bu çalışmanın verileri, X. nematophila bakterilerinden elde edilecek 

Xenocoumacin maddesinin potansiyel olarak T. urticae'nin mücadelesinde biyo-

akarisit olarak kullanılabileceğini göstermiştir. Ancak Xenocoumacin’in tarla 

denemelerindeki etkinliği ve bitkiler üzerindeki fitotoksisitesinin ileriki 

çalışmalarda belirlenmesinde fayda vardır. 
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