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TARAFINDAN URETILEN AKARISIDAL MADDENIN
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Bu ¢alismada Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila bakterileri tarafindan
tiretildigi bilinen biyoaktif akarisidal maddenin tanimlanmasi ve Tetranychus
urticae, Phytoseiulus persimilis ve Neoseiulus californicus arastirilmustir.
Xenorhabdus nematophila'nin mutant suslari ile yapilan deneyler, PKS ve NRPS
sistemleriyle sentezlenen Xenocoumacin maddesinin biyoaktif akarisit bilesik
oldugunu gostermistir. Akarisidal aktivitenin gorildiigi pCEP_kan_XNC1_1711
mutant susa ait siipernatant ile yapilan uygulamadan 7 giin sonra akarlarin 6liim
oran1 %100 olmustur.Ayn1 slpernatant, avci akarlar P. persimilis ve N.
californicus (zerinde7. guninin sonunda%36'dan daha az 6lim meydana
getirmistir. Ote yandan, X. szentirmaii'nin 15 mutant susu ve 13 HPLC-MS
fraksiyonu ile yiriitilen caligmalarda, %50'den daha az akarisidal aktivite
saptanmustir. Bu nedenle X. szentirmaii tlrlinde akarisidal aktiviteden sorumlu
madde tespit edilememistir. Xenocoumacin XAD resin ekstraktinin 2, 5 ve 7 gun
sonunda LCso degerleri sirasiyla 0,060, 0,026, 0,021 mg/ml ve LCgqo degerleri
0,301, 0,071, 0,055 mg/ml olarak hesaplanmistir. MRC-5 insan akciger fibroblast
hiicre hatt1 lizerinde yapilan sitotoksisite ¢alismalart Xenocoumacin ekstraktina ait
ICso degerinin 17.71pug/ml oldugunu gostermistir. Elde edilen veriler X
nematophila bakterilerince Uretilen Xenocoumacin maddesinin potansiyel olarak
T. urticae’'nin mucadelesinde biyo-akarisit olarak kullanilabilecegini, ancak
Xenocoumacin’in tarla denemelerindeki etkinligi ve bitkiler (zerindeki
fitotoksisitesinin ileriki ¢aligmalarda belirlenmesinde fayda olacagini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Akarisidal bilesik, Tetranychus urticae,
Xenorhabdus,biyolojik micadele, avci akar






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 INCEDAY1

M. Sc.Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Ibrahim CAKMAK
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
LCsoand LCy 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 1Cso value of Xenocoumacin extract was 17.71 ug/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. GIRIS

Tetranychus urticae Koch, bitki ile beslenen akarlarin en 6nemli ve yaygin zararl
tirlerinden biridir.T. urticae, c¢ok cesitli bitki tiirlerinde (>1100 tur) bitki
hiicrelerinin  igerigini aspire etmek ig¢in Sokucu-emici agiz kisimlarini
kullanmaktadir(Migeon ve Dorkeld, 2020). Diinyanin tropikal ve 1liman
bolgelerinde Ozellikle seralarda,siis bitkilerinde ve misir, pamuk vb. gibi tarlada
yetistirilen mahsullerde yetistirilen ¢esitli meyve ve sebzelere saldirmaktadir (llias
vd., 2014). T.urticae, bitkilerin yaprak, meyve ve saplar1 tizerinde emgi yaparak
zarar olugturmaktadir (Sekil 1.1 ve Sekil 1.2).

Sekil 1.1. Kirmizi 6riimceek erginleri

Tetranychus urticae’nin yapraklarda beslenmesi sonucu bitkide klorofil sentezi
engellenmekte, klorofil kaybindan dolayr sarilik ve nekrotik kahverengi lekeler
olusmaktadir (Kulkarni vd., 2008). Ayrica akarm yapraklarda beslenmesi ve
olusturdugu aglar nedeniyle bitki renginde solgunluk olusmaktadir (Lahai vd.,
2003) (Sekil 1.3). Oziimlemenin geriledigi bu yapraklar sararip kuruyarak
zamanindan Once dokiilmektedir. Kirmizi orlimcegin zararmin devam etmesi
meyve deformasyonuna ve bitki bliylimesinin engellenmesine neden olmaktadir
(Jeppson vd., 1975).

Uriin veriminde %40-60 oraninda azalma ve popiilasyonun ¢ok yiiksek oldugu
durumlarda ise tamamen iriin kaybr meydana gelmektedir (Hussey ve Scopes,
1985; Anonim, 2011).



Sekil 1.3. Kirmizi ériimceeklerin bitkide meydana getirdigi ag tabakasi

Tetranychus urticae’yi kontrol etmek icin gesitli kimyasal ilaglar kullanilmaktadir
ancak T. urticae, kisa yasam dongiisiine ve yiksek Ureme giicline sahip oldugu
icin ¢esitli insektisitlere ve akarisitlere kisa zamanda direng gelistirmektedir
(Cagatay vd., 2018). Bu zararhiya kars1 kullanilan pestisitler ayn1 zamanda g¢evre
kirliligine neden olmaktadir. Bu zararlinin kimyasal miicadelesine alternatif olarak
biyolojik miicadele ¢aligmalar1 birgok iilkede yiiriitilmiistiir ve sonug olarak avci
akarlar Phytoseiulus persimilis ve Neoseiulus californicus (Phytoseiidae) en
yaygin kullanilan tirleridir (Cakmak vd., 2005; 2009). Avci akarlar disinda
patojen olarak bakteri, fungus, viriis, riketsia, protozoa ve nematodlarin da akarlar
tizerinde hastalik olusturduklar1 bildirilmektedir (Poinar ve Poinar, 1998). Son
zamanlarda, baz1 bakteriler tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin bocekler ve
akarlar zerinde 6ldiriicl etkiye sahip olduklar1 bildirilmektedir (Seo vd., 2012;
Dhanasekaran ve Thangaraj, 2014). Son arastirmalar, Xenorhabdus cinsindeki bazi
bakteri tlrlerinin antibakteriyel, antifungal, nematisidal ve insektisidal 6zelliklere



sahip sekonder bilesikler iirettigini bildirmistir (Bode, 2009; Dreyer vd., 2018). Bu
yeni bilesikler, insektisitler ve akarisitler de dahil olmak iizere yeni nesil
pestisitlere doniisme potansiyeline sahiptir.

Xenorhabdus spp. Morganellaceae familyasina (Adeolu vd., 2016) ait hareketli,
Gram-negatif bakterilerdir ve Steinernematidae familyasindaki entomopatojen
nematodlarla (EPN'ler) simbiyotik iliskilidir (Forst vd., 1997). Nematod/bakteri
kompleksi, bakterilerin bir bocek hemosolinden digerine infektif juvenil (1J)
evredeki nematodlar tarafindan tagindigi karmasik bir yasam dongiisiine sahiptir.
Bakteriyel hiicreler, 1J'lerin bagirsaginda 6zel bir kese iginde tutulur. 1J'ler bocek
konukgularina agizdan, aniisten veya spirakil aracihigiyla girip hemoséle nufuz
ettiklerinde, bakteri hiicrelerini hemolinfe salarlar (Hazir vd., 2003). Yiksek
derecede virulent olan bu bakteriler Grettikleri insektisidal toksinler ve enzimler
sayesinde konukcu bocegi 24-48 saat icinde septisemi nedeniyle élddrdrler. Ayrica
bakteriler urettikleri antimikrobiyal sekonder metabolitler ile kadavrayr diger
organizmalarin istilasindan korurlar (Kaya ve Gaugler, 1993; Reimer vd., 2009;
Gualtieri vd., 2009; Houard vd., 2013; Fuchs vd., 2014). Bu Xenorhabdus
bilesiklerinden bazilari, zararli ve hastaliklarin miicadelesinde potansiyel
uygulamalara sahiptir (Bode, 2009; Dreyer vd., 2018).

Daha Once yiiriitiilen c¢alismalarda Xenorhabdusbakterileri tarafindan tiretilen
sekonder metabolitlerin etkinligi Luciaphorus perniciosus (Bussaman vd., 2006,
2012), Rhizoglyphus robini (Nermut vd., 2019) ve T. urticae (Eroglu vd., 2019,
Cevizci vd., 2020) gibi tarimsal agidan Onemli akar tirlerine karsi
degerlendirmistir. Ayrica Cevizci vd.(2020), T. urticae ile karsilagtirildiginda,avci
akarlar N. californicus ve P. persimilis’in yumurta ve hareketli dénemlerinin, X.
nematophila ve X. szentirmaii metabolitlerinden ¢ok daha az etkilendigini
bildirmistir. Bunun olas1 nedeni olarak bakteriyel metabolitlerin akarlara giris
yolunun dorsal ve ventralde deri yoluyla oldugunu ve avci akarlarin uzun
bacaklariyla akarisitle muamele edilmis yiizeylerle daha az temas etmelerinden
dolay1 olabilecegini bildirmistir.

Yukarida bahsedilen calismalar, bazi Xenorhabdus’lardan elde edilen sekonder
metabolitlerin akarlar1 6ldiirmede etkili oldugunu ortaya koysa da higbiri akarisit
aktiviteden sorumlu biyoaktif maddenin ne oldugunu tanimlamamistir. Bu
nedenle, ¢alismamizin bir b6lUm{ bakteriler tarafindan tiretilen akarisidal maddeyi
easyPACId yaklasimi (kolay destekleyici aktiflestirilmis bilesik tanimlama)



kullanarak izole etmeyi ve tanimlamay1 amaglamaktadir (Bode vd., 2019). Son
yillarda  gelistirilen bu  biyoteknoloji ~ yontemi, gen ekspresyonunun
diizenlenebildigi mutant suglar kullanilarak belirli bir gen tarafindan iiretilen dogal
riinlerin etkilerini aragtirma ve karsilagtirma imkani saglamaktadir (Bode vd.,
2015; 2019). Bu yaklasimda, ribozomal olmayan peptid sentetazlar (NRPS) veya
poliketid sentetaz (PKS) enzimleri tarafindan sentezlenen ve Xenorhabdus
bakterilerinde tek bir promoter tarafindan diizenlenen biyolojik gen kiimeleri,
indiiklenebilir promotorlar kullanilarak etkinlestirilebilmektedir (Bode vd., 2019).

Tamimlanacak yeni akarisidal maddenin, hedef zararli T. urticae Uzerindeki etkisi
ve T. urticae’nin dogal diismanlar1 (bu durumda avci akarlar) Uzerinde herhangi
bir yan etki meydana getirip getirmeyecegini belirlemek olduk¢a dnemlidir. Bu
nedenle, bu ¢alismanin amaci (1) Xenorhabdus nematophila ve X. szentirmaii
bakterileri tarafindan sekonder metabolit olarak iretilen biyoaktif akarisidal
maddeyi promoter bolgesi degistirilmis mutant suslar1 kullanarak belirlemek, (2)
akarisidal aktivite gosteren mutant susun indUklenmesiyle elde edilen
stipernatantin T. urticae'nin farkli biyolojik donemlerine etkilerini belirlemek, (3)
aktivitenin saptandigi mutant susa ait slipernatantin avci akarlar, P. persimilis ve
N. californicus Uzerindeki toksisitesini belirlemek, (4) biyoaktif akarisidal
ekstraktin T. urticae'nin farkli biyolojik donemleri Uzerindeki etkilerini belirlemek
ve (5) akarisidal maddenin sitotoksik degerini belirlemektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Entomopatojen nematodlarla simbiyotik iligkili bakterilerin iirettikleri sekonder
metabolitlerin akarlar iizerindeki etkileri ile ilgili simirhi sayida literatiir
bulunmaktadir. Mevcut literatl rbilgileri asagida 6zetlenmeye c¢alisilmstir.

Bussaman vd. (2006),Photorhabdus ve Xenorhabdus’larin mantar akari,
Luciaphorus sp. (Acari: Pygmephoridae) tizerindeki etkilerini aragtirmiglardir.
Anti-fungal madde drettikleri de bilinen bu bakterilerden 21 tanesinin mantar,
Lentinus squarrosulus’un misel gelisimini etkiledigi saptanmistir. Daha sonra
uygulanan sekiz bakteri tiriine ait hiicresiz siipernatantlarininakarlar Uzerinde 24-
48 saat ig¢inde 6liim meydana getirdikleri saptanmistir. Photorhabdus luminescens
ssp. laumondii’nin iki susu (GPS12 ve GPS11), 48 saat i¢inde akarlarda %90-95
oraninda O6lim meydana getirerek test edilen sekiz bakteri icinde en etkilisi
olmustur. Bu c¢alisma, entomopatojen  bakteriler = Photorhabdus ve
Xenorhabdus’larm akarisidal aktiviteleri tizerine ilk kayittir.

Bussaman vd. (2009)’nin yaptiklar1 bagka bir ¢alismada alti bakteri tiiriiniin (P.
luminescens (P1), X. nematophila (X1), X. nematophila (X2), X. bovienii (X3), X.
poinarii (4) ve Xenorhabdus sp. (5)) mantar akar1 Lentinus perniciousus Uzerine
etkilerini aragtirmiglar ve tiim simbiyotik bakterilerin mantar akar1 L. perniciousus
digilerine kars1 dogrudan toksik oldugunu bildirmislerdir. Xenorhabdus
nematophila (X1) ve P. luminescens (P1) bakteri kultlrleri uygulanan L.
perniciousus disilerindeki maksimum 6lim orami sirasiyla %85 ve %83 olarak
uygulamadan ii¢ giin sonra saptanmigtir. Ayrica, X. nematophila (X1) bakteri
kiiltiiriiniin akarlarda olusturdugu 6lim oraninin hiicre miktarina bagl olarak
artti@i  belirtilmistir. ~ Xenorhabdus  nematophila (X1)’nin  en  yiiksek
konsantrasyonu (1x108 hiicre/ml) disi akarlarda %85 6liim oraniyla en yiiksek
etkiyi gosterirken, en diisiikk konsantrasyonu (1x10* hiicre/ml) ise %40’lik en

diistik 6liim oranin1 meydana getirmistir.

Sobanboa vd. (2009) mantarlarda zararli akar Luciaphorus sp.’ye karsi alti
simbiyotik bakteri, Xenorhabdus sp. (X1), X. nematophila (X2), X. poinarii (X3),
Xenorhabdus sp. (X4), Photorhabdus luminescens (P1) ve P. luminescens
akhurstii (P2)’nin etkinliklerini arastirmiglardir. Xenorhabdus sp. (X1)’nin hiicre
stispansiyonu (1x108 hiicre/ml) %82,5 oraminda akar &liimiine neden olmustur.
Bakteri kiiltiirlerinin yasi ile akarlarda meydana getirdikleri 6liim oran1 degismis,



iki glnlik kaltirde %82,5, U¢ gunlik kiltirde ise %74,17 6lim orani
goriilmistiir. Bunlara ilave olarak bakteri kdltirli 30°C’de yetistirildiginde
akarlarda Olim oram1 %83,33 olmustur. Xenorhabdus sp. (X1)’in hiicreleri
uzaklagtirilarak elde edilen siipernatant1 uygulandiginda ise %90,83 6lime neden
olmustur. X1 kiiltiiriiniin iki ve li¢ giinliik hiicresiz siipernatantlar sirasiyla %87,5
ve %78,33 6lime neden olmustur. Bunlara ilaveten, Xenorhabdus sp.(X1) bakteri
slipernatanti L. perniciosus’un dogurganligini 6nemli derecede azaltmistir.
Sonugta test edilen tiim simbiyotik bakterilerin akarisidal aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Xenorhabdus sp. (X1)’nin hem bakteri hiicresi igeren siispansiyonu
hem de hiicreleri uzaklastirilmig siipernatantinin akarisidal etkisinin oldugu ve
kiiltir ~mantarinda  zararli akarlarin  miicadelesinde potansiyel olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir.

Bussaman vd. (2012) Tayland’da mantar akari Luciopharus sp.’ye karsi
Xenorhabdus stokiae PB09 susunun bakteri hiicrelerini ihtiva eden
siispansiyonunun, hiicrelerin uzaklastirildigi siipernatantinin ve ham hiicre
ekstraktinin Luciopharus sp.’ye kars1 etkinligini arastirmiglardir. Sonug olarak X.
stokiae hiicresiz siipernatant uygulamasi hem yiiksek akar 6limii (%89) hem de
diisiik {iremeye (41 yumurta/disi) neden olmustur. Icerisinde bakteri hiicrelerinin
bulundugu siispansiyon, hiicresiz stipernatanta gore daha diisiik etkiye sahip
bulunmustur. Xenorhabdus stokiae’nin ham hiicre ekstrati uygulamasi ise etkisiz

bulunmustur.

Namsena vd. (2016) Luciaphorus perniciosus’un miicadelesinde Xenorhabdus
stockiae PB09’nin biyoformiilasyonu {izerinde yaptiklari ¢alisma sonucunda
1slanabilir toz (WP), likid konsantrasyon (LC) ve sivi siipernatantin sirasiyla
%90,25, %86,5, %92,78 gibi yiksek oranda akarisidal etki gosterdigini
bildirmislerdir. Tiim formiilasyonlardaki akarisidal aktivite ve canli hiicre miktar1
dikkate alindiginda, 4 °C de depolamanin oda sicakligina gére daha uygun oldugu
saptanmigtir. Sonu¢ olarak hem WP hem de LC formiilasyonlarinin akarlarin
micadelesinde kullanabilecegi ortaya konmustur.

Nermut vd. (2019) entomopatojen  nematodlar  Steinernema  ve
Heterorhabditiscinslerine ait 20 farkli izolatin infektif jiivenillerini (IJs),
Rhizoglyphus akarlarina karsi uygulamis ve akarlarda meydana gelen o6lim
oranlarini belirlemislerdir. Ayrica bazi Xenorhabdus bakteri siipernatantlarinin
etkisini Rhizoglyphus’lara kars1 arastirmiglardir. Sonugta hem Steinernema hem de



Heterorhabditis nematodlarinin akarlar1 enfekte edip oldiirebildigini ancak
infektivite ve 6liim oraninin oldukga diisiik oldugunu belirlemislerdir. En yiiksek
infektivite oram1 30 IJs/akar ile H. taysearae’de elde edilmistir. Steinernema
huense, H. bacteriophora ve H. amazonensis %30 ile en yiksek 6lim orani
gosteren tlirler olmuslardir. Uygulanan bakteri siipernatantlarinin  akarlar
tizerindeki etkisi genellikle disiik bulunmus fakat Xenorhabdus tir ve suslari
arasinda etkinlik agisindan 6nemli farkliliklar oldugu goriilmistiir. Sonug olarak
entomopatojen nematodlar ve onlarla simbiyotik iliskili bakteri metabolitlerinin,
Rhizoglyphus akarlarinin biyolojik miicadelesinde uygun bir segenek olmadig:
bildirilmistir.

Eroglu vd. (2019) entomopatojen nematodlarla iligkili simbiyotik bakteriler
Xenorhabdus szentirmaii, X. nematophila, X. bovienii, X. cabanillasii,
Photorhabdus luminescens ve P. temperata tarafindan fretilen sekonder
metabolitlerin T. urticae'nin farkli biyolojik dénemlerine kars: etkilerini petri ve
saksilarda  arastirmiuslardir.  Petri  denemeleri  sonucunda tim  bakteri
stipernatanlarinin T. urticae’nin yumurtalar lizerinde etkisiz olduklari, larvalarda
%46-97, protonimflerde %30-96, deutonimflerde %41-92, ergin erkeklerde %92-
100 ve ergin disilerde %46-93 oraninda O6liime neden olduklari saptanmugtir.
Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila bakterileri T. urticae'nin hareketli
donemleri Uzerinde %90'dan fazla oliim oraniyla en etkili turler olarak
kaydedilmistir. Saksi denemeleri sonucunda X. szentirmaii ve X. nematophila
stipernatantlarimin, T. urticae popilasyonunu 6nemli  Olglide azalttig

belirlenmistir.

Cevizci vd. (2020), X. szentirmaii ve X. nematophila siipernatantlarinin T.
urticae’nin ergin disilerine olast nifuz etme seklini ve predator akarlar
Phytoseiulus persimilis ve Neoseiulus californicus'un farkli biyolojik dénemlerine
kars1 toksisitesini arastirmislardir. Bakteri stipernatantlari, T. urticae’nin sadece
ventral kismina temas ettiginde 6liim oranim1 %26,5 ile %34, hem ventral hem de
dorsal kismina temas ettiginde ise Olim oranim1 %86,5 ile %89 olarak
belirlemislerdir. Xenorhabdus szentirmaii veya X. nematophila siipernatantlarinin
P. persimilis ve N. californicus yumurtalar1 {izerinde etkisiz oldugu, larva,
protonimf, deutonimf ve erginler (zerinde ise ancak %18,5 ile %39,2 oraninda
6lim meydana getirdigi saptanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitki Uretimi

Tetranychus urticae iiretiminde ve laboratuvar ¢alismalarinda kullanilmak amaci
ile konukcu bitki olarak fasulye (Phaseolus wvulgaris cv. barbunia) Uretimi
yapilmigtir. Bitki tiretimi, i¢inde orman topragi ve perlit bulunan saksilarda (15x15
cm) gerceklestirilmigtir. Ekilen fasulye tohumlarmin ¢imlenmesinden sonra
bitkiler ilk 5-6 yaprak olusumuna kadar temiz iklim odasinda biiyiitiilmiis ve daha
sonra T. urticae tretimi i¢in bir baska iklim odasina alinmustir (Sekil 3.1).
Konukcu bitki Gretimi 25£2°C sicaklik ve %60+10 orantili nem kosullarinda 16
saat aydinlatmali iklim odalarinda gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1.iklim odasinda yetistirilen fasulye bitkileri
3.2. Akarlarm Uretimi
3.2.1. Tetranychus urticae Uretimi

Tetranychus urticae (yesil form), Aydin'daki ¢ilek bitkilerinden elde edilmistir. 5-
6 yapraga ulasan fasulye bitkileri T. urticae yetistirme odasina getirilmis ve
zararllarin farkli biyolojik ddnemleri ile bulastirilmistir. T.urticae'nin Gretimi,
bitki yetistirme odas1 ile aym Ozelliklere sahip bagka bir iklim odasinda
gergeklestirilmistir (Sekil 3.2).



Sekil 3.2.Tetranychus urticae ile bulastirilmis fasulye bitkileri
3.2.2. Aver Akar Uretimi

Avci akarlar, P. persimilis ve N. californicus sirasiyla Hatay'daki fasulye
bitkilerinden ve Aydin'daki ¢ilek bitkilerinden elde edilmistir (Cakmak vd., 2009;
Cevizci vd., 2020). Ugiincii bir iklim odasinda 25 + 1°C sicaklikta, %70+10
orantili nemde ve 16 saat aydinlik kosullarinda T. urticae’nin tim biyolojik
donemleri ile bulasik fasulye yapraklarinda iiretilmistir. Fasulye yapraklari, farkli
boyutlarda iki kiivet (45 x 32 x 8 cm; 78 x 56 x 18 cm) icindeki ters ¢evrilmis
saksilara yerlestirilmistir. Akarlarin kagmasimi 6nlemek i¢in kilvetler su ile
doldurulmus ve pleksiglass bir kap ile kapatilmistir (Cakmak vd., 2006; Kustutan
ve Cakmak, 2009) (Sekil 3.3). T.urticae ile bulasik ii¢ ayr1 fasulye yapragi, avci
akarlar1 Uretmek i¢in haftada ii¢ kez ters gevrilmis her saksiya yerlestirilmistir.
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Sekil 3.3. Avcr akarlarin kitle tiretimi
3.3. Akarisidal Biyoaktif Maddenin Tanimlanmasi

Eroglu vd. (2019) tarafindan yiiriitillen ¢alismalarda, bir¢ok Xenorhabdus ve
Photorhabdus turlerinin hiicrelerinden armndirilmig siipernatantlart T. urticae’ye
kars1 test edilmis ve X. szentirmaii ve X. nematophila’nin en yiiksek akarisidal
etkiyi gosterdikleri belirlenmistir.

Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila tirlerinde akarisidal etki gdsteren
biyoaktif maddenin belirlenmesi icin AHfg, APptase ve promotor bdlgesi
degistirilmis mutant suslar kullanmilmistir. Bu mutant suslarin olusturulmasi
Almanya’nin Frankfurt kentinde bulunan Goethe Universitesi’nden Prof. Dr.
Helge Bode’nin laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Tbitak 1170172 nolu proje
kapsaminda proje ekibinde yer alan Prof. Dr. Selguk Hazir, Dr. Bode’nin
Almanya’daki laboratuvarina giderek (Sekil 3.4) hem X. szentirmaii ve X.
nematophila turlerine ait mutant suslar1 almis hem de HPLC-MS fraksiyonlarini
elde edilip tilkemize getirmistir.
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Sekil 3.4. Prof. Dr. Selcuk Hazir Goethe Universitesi’nde Prof. Dr. Helge Bode ile HPLC-
MS fraksiyonlari elde etmek i¢in ¢alisirken

Hfq, hiicresel siireglerin kapsamli bir sekilde kontroliinde rol alan SRNA, mMRNA,
tRNA, DNA ve hatta proteinlere baglanabilen, bakteriler aleminde yaygin sekilde
bulunan bir proteindir. Bakteriler, gen ekspresyonunu kontrol etmek igin
diizenleyici kiiciik RNA (sRNA)’lar kullanmaktadir. SRNA’lar virulans faktorlerin
ifade edilmesinin yani sira bakterilerin olumsuz kosullarda hayatta kalmasi igin
onemlidir. sRNA’lar, siklikla hedef mRNA’larin translasyonunu ribozoma
baglanma bdlgelerini serbest birakarak veya bloke ederek kontrol ederler. SRNA
ile hedefleri arasindaki meydana gelen etkilesimler genellikle RNA baglanma
proteini olan Hfq ile gergeklesmektedir (Sekil 3.5).
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proximal distal

Qe

Sekil 3.5. Hfg-RNA kompleks olusumu ve Hfq baglanma yiizleri. (A) Hfq, sRNA'lar1 ve
mRNA'lar1 benzer afinite ile baglar. Hfq ti¢lii kompleksi olusturmadan 6nce
mRNA veya sRNA'y1 6nce baglayabilir. (B) Hfq-AUsG (PDB ID: 1KQ1) ve
Hfg-polyA (PDB ID: 1HK9) kristal yapilar1 iist iiste bindirilmistir. AUsG
proksimal yiizii baglar ve polyA, homoheksamerin distalini baglar (Bode vd.,
2015).

Bakteriyal sekonder metabolitlerin bir c¢ogu 06zel enzimler aracilifiyla
sentezlenirler. Ornegin Photorhabdus’lar tarafindan {iretilen anthraquinon’lar
polyketid sentetaz (PKS), Xenorhabdus’lar tarafindan iiretilen xenematid’ler non-
ribozomal peptid sentetaz (NRPS) ve fabclavine’ler her iki enzim (PKS/NRPS)
araciligiyla sentezlenirler. Bu enzimatik reaksiyonlarin ger¢eklesmesi igin bazi
tastyict proteinler gerekmektedir. Bunlardan peptidyl carrier protein (PCP), PKS
enzimatik reaksiyonunda yer alirken, acly carrier protein (ACP), NRPS enzimatik
reaksiyonunda yer almaktadir. Bu proteinlerin enzimatik reaksiyonda yer almalari
icin inaktif apo-formdan enzimatik olarak aktif holo-forma do6niismeleri
gerekmektedir. Bu aktivasyon basamagi phosphopantetheinyltransferaz (PPTase)
tarafindan katalize edilmektedir (Sekil 3.6). PPTase’ler yasamin ii¢ temel alani
olan bakteriler, arkeler ve Okaryotlarin tiimiinde hiicre canliligi i¢in gereklidir.
Bunlar PKS ve NRPS gibi proaktif bir bicimde hareket eden modiler ve
tekrarlayan sentezleri post-translasyonel olarak degistirirler (Bode vd., 2015).
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Sekil 3.6. Bir PPTase ile post-translasyonel fosfopantatenilazasyonun genel reaksiyon
semast. PPTase burada, tipik bir NRPS modiilii tarafindan sergilenen holo-
tastyict proteini (CP) iiretmek icin, PPant pargasint Coenzim A’dan apo-CP
iizerindeki korunmus serine aktarir. C, yogunlasma; A, adenilasyon; CP,
tastyict protein domainleri; 3', 5'-PAP, 3',5'- fosfoadonezin fosfat (Bode vd.,
2015)

Bu bilgilerden yola ¢ikarak X. szentirmaii ve X. nematophila turlerine ait
bakterilerin farkli gen bdlgeleri iizerinde yapilan promotor bolgesi degisiklikleri
sayesinde elde edilen mutant suslarin farkli sekonder metabolitlerinin {iretimleri
denetim altina alinmistir. Bunu yaparken hedef maddenin Uretiminden sorumlu
gen bolgesinin 6niindeki dogal promotor bolge geriye itilerek 0 promotor bdlgenin
Online L-arabinoz ile indiiklenebilen yeni bir promotor bdlge yerlestirilmistir
(Bode vd., 2015) (islemin ayrintist Sekil 3.7’de verilmistir).
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Sekil 3.7. Promotor Degistirme Yontemi. Dogal promotorunun degistirilmesi istenen gen
bélgesinin ilk 300-600 baz ¢iftlik bolgesi PCR ile ¢ogaltilir ve pCEP
plazmitine klonlanir. Hedeflenen gen bolgesini tagiyan plazmit E. coli S17-1
Apir bakterisine elektroporasyon iglemi ile aktarilir. Plazmiti dogru bir sekilde
aldig1 saptanan E. coli bakterileri tasidiklar1i plazmitleri konjugasyon
araciligiyla hedef geni tasiyan ve promotor degisikligi yapilmak istenen
bakteriye aktarir. Promotor degisikligi gergeklesen bakteriler pCEP
plazmitinin tasidigi kanamisin antibiyotik direng geni sayesinde segici besi
ortami kullanilarak kolaylikla saptanir. Promotor degisikligi sonucunda dogal
promotor (gri ok) yerine indUklenebilir promotor (siyah ok) yerlestirilmis olur.
Yeni promotor siki bir sekilde kontrol edilebilir ve indlkleyici (arabinoz)
olmadan aktivite gostermez. Buna bagli olarak hedef gen bolgesi eksprese
olmaz ve ilgili metabolit iiretilmez. Indiikleyici varliginda ise istenen gen
normalden fazla eksprese olur ve ilgili metabolit yabanil tipe gore daha fazla
uretilir (Bode vd., 2015).

Boylece hedef gen boélgesi lireme ortaminda sadece L-arabinoz oldugunda aktif
hale gelebilmekte ve o genin kontrol ettigi sekonder metaboliti iiretebilmektedir.
Bu yontemle promotor bolgesi degistirilmis 9 farkli X. nematophilave 11 farkl X.
szentirmaii mutant susu (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2) ve X. szentirmaii’nin
13HPLC-MS fraksiyonlan elde edilmistir.
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Cizelge 3.1.Calismada kullanilan Xenorhabdus nematophila’nin promotor bolgesi

degistirilmis mutantsuslar1 ve kontrol ettikleri sekonder metabolitler

Mutant suslar Kontrol ettikleri metabolit
1 [X.nematophila_Ahfq Pgap_ XNC1 2022 Xenotetrapeptide
2 |X.nematophila_Ahfq Psap_XNC1_1711 Xenocoumacin
3 |X.nematophila_Ahfq Psap_XNC1_2040 Xenoamicine
4 | X.nematophila_Ahfq Pgap_XNC1_xndA Xenortide
5 |X.nematophila_Ahfq Psap_XNC1_2783 PAX-peptide
6 |X.nematophila_Ahfq Pgap XNC1 2228 Rhabdopeptide
7 | X.nematophila_Ahfq Psap_XNC1_2713 Xenematid
8 |X.nematophila_ APPTase Pgap_ XNCL1_isnA Rhabduscin
9 |X.nematophila_Ahfq AisnAB_Pgap_XNC1_2300 |Xenortide

Cizelge 3.2.Caligmada

kullanilan  Xenorhabdus szentirmaii’nin promotor

bolgesi

degistirilmis mutant suslar1 ve kontrol ettikleri sSekonder metabolitler

Kodlar |Mutant suslar Kontrol ettikleri metabolit
1 |KS16 X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-0346 | GameXpeptide
2 |SvS-218 | X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-0377 |Lipopeptide, Unknown
3 |SvS-204 | X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-1979 |Diketopiperazine
4 |SvS-247 | X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3397 |Rhabdopeptide
5 |SvS-208 |X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3460 |Szentiamid
6 |SvS-210 |X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3663 |Benzoxazolidine
7 |SvS-212 | X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3680 |Xenobactin
8 |SvS-240 |X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3942 |Rhabduscine
9 |KS22 X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-5118 |Jenamidin derivate
10 |LP56 X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-fclC |Fabclavin
11 |LP53 X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-xfsA | Xenofuranone
12 X.szentirmaii_Pgapxpzl
13 X.szentirmaii_PsapXxpzA
14 X.szentirmaii_PgapxpzV
15 X.szentirmaii_Pcep-KM-02985

Xenorhabdus nematophila ve X. szentirmaii’ye ait mutant bakteri suslar1 nutrient
broth (NB) ortaminda firetilirken iki gruba ayrilarak bir gruba L-arabinoz eklenip
genler indiiklenmis, diger gruba ise ekleme yapilmayarak genin c¢aligmasi

engellenmistir. Bakteriler 28°C’de ve 150 rpm de 24 saat siireyle iiretilmis daha
sonra 10000 rpm’de ve 4°C’de 10 dk boyunca santrifujlendikten sonra elde edilen
siipernatantlar 0,22 pum ¢apli milipor filtreden gegirilerek tiim bakteri hiicreleri
uzaklagtirilmigtir (Hazir vd., 2016; Donmez-Ozkan vd., 2019). Elde edilen
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indiiklenmis ve indiiklenmemis mutant suslara ait slipernatantlarin etkisi T. urticae
ergin disileri Uzerinde test edilmistir.

Deneyler 25 £ 1°C sicaklik,%70+5 orantili nem ve 16 saat aydinlik kosullarina
sahip bir iklim odasinda (PG34-3 Digitech Ltd., Ankara) gerceklestirilmistir. Petri
kaplarina (15 cm ¢apinda) 6nce nemlendirilmis pamuk yerlestirilmis ve daha sonra
fasulye yaprag alt tarafi yukar1 bakacak sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Calismalarda kullanilmak iizere hazirlanmig petriler

Tetranychus urticae'nin ergin disileri her bir petri kabma 20 disi olacak sekilde
ince bir firga ile ayr1 ayr1 aktarilmistir (Sekil 3.9). Mutant suslarmn bir el spreyi (2,5
ml/Petri kabi) ile yapraklarin {izerine puskiirtiilmistir. Kontrol grubu olarak
bakterilerin tiretildigi steril NB besi ortami kullanilmistir. Uygulamadan 2,5 ve 7
giin sonra yapilan kontrollerde akarlarin 6liim oranlar1 belirlenmistir. Deneyler
20’ser tekerriirlii olarak yiiriitiilmiis ve farkli zamanlarda 4 kez tekrar edilmistir.
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Sekil 3.9. Kiiltiirden petrilere kirmizi driimceklerin aktarilmasi

3.4. Akarisidal Aktiviteden Sorumlu Maddeyi Ureten Mutant Susun
Tetranychus urticag’nin Farkh Biyolojik Donemleri Uzerindeki
Etkisi

Bolim 3.3’de T. urticae disileri tizerinde en etki olan X.nematophila mn mutant
susu (pCEP_kan XNC1 1711) L-arabinoz ile indiklendikten sonra elde edilen
slipernatant hiicrelerinden arindirilmis ve T. urticae'nin farkli biyolojik dénemleri
(yumurta, larva, protonimf, deutonimf ve ergin) uUzerindeki etkisi petri kaplarinda
ve saksilarda arastirilmigtir,

3.4.1. Petri Denemeleri

Xenorhabdus nematophila pCEP_kan_XNC1 1711 mutant susuna ait
stipernatantin  T. urticaemin farkli biyolojik donemlerine (yumurta, larva,
protonimf, deutonimf, ergin) kars:t etkileri BOlim 3.3’de anlatildig1 sekilde
yuriitilmustiir. Petri kaplarmma (15 c¢cm ¢apinda) 6nce nemlendirilmis pamuk
yerlestirilmis,daha sonra fasulye yapragi alt tarafi yukar1 bakacak sekilde
yerlestirilmistir. T. urticae’nin yumurta, larva, protonimf, deutonimf ve ergin
disileri, her bir petri kabina 20 birey olacak sekilde ayr1 ayr1 ince uclu bir firca ile
aktarilmigtir. Denemelerde kullanilacak T. urticae’nin ayni yastaki farkli biyolojik
donemlerini elde etmek igin, T. urticae’'nin 25 adet ergin disi bireyi yaprak
disklerine aktarilmistir. Disiler 24 saat sonra disklerden uzaklastirilmig ve ortamda
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sadece yumurtalar birakilmistir. Bu sekilde T. urticae'nin farkli biyolojik
donemleri (yumurta, larva, protonimf, deutonimf ve ergin disi) ayni yasta elde
edilmigtir. X.nematophila pCEP_kan_XNC1_1711 mutant susun siipernatanti, bir
el spreyi (2,5 ml/Petri kabi) ile yapraklarin iizerine piskiirtiilmiistiir. Kontrol
grubu olarak steril NB kullanilmistir. Uygulamadan 2,5 ve 7 giin sonra yapilan
kontrollerde akarlarin 6liim oranlar1 belirlenmigtir. Deneyler 20°ser tekerrirli
olarak yiiriitiilmiis ve farkl: tarihlerde 4 kez tekrarlanmaistir.

3.4.2. Saks1 Denemeleri

Petri kabi deneylerinde oldugu gibi, saksi deneylerinde de fasulye bitkileri
kullanilmastir. Fasulye bitkileri saksilarda (7x5 cm) yetistirilmistir ve denemelerde
aym yasta fasulye bitkileri kullanilmistir. iki kotiledon yaprakli bitkilerin bir
yaprag1 kesilmis ve her saksida sadece bir yaprak birakilmigtir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Denemelerde kullanilan saksilar

Tetranychus urticae kiltiriinden elde edilen 10’ar adet yumurta, larva, protonimf,
deutonimf, ergin disi ve ergin erkek olmak tizere toplam 60 birey, bu bitkilere ince
uclu bir firca ile mikroskop altinda aktarilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Kirmizi 6riimceklerin saksilardaki fasulye yapraklarina transferi

Xenorhabdus nematophila pCEP_kan XNC1 1711 mutant susunun siipernatanti,
bir el spreyi ile yapraklarin hem alt hem de st yiizeylerine(5 ml/saksi)
puskirtilmistir. Kontrol grubundaki Dbitkilere ayn1 miktarda steril NB
puskirtllmustiir (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. Bakteri siipernatanti piiskiirtiilen yapraklar

Puskirtmeden 7 gin sonra yapraklarda 7. wrticae’nin canli tim biyolojik
donemlerinin sayilart ayri ayri kaydedilmistir. Deneyler 20’ser tekerriirlii olarak
yiiriitiilmiis ve farkli zamanlarda 4 kez tekrar edilmistir.
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3.5. Akarisidal Aktiviteden Sorumlu Maddeyi Ureten Mutant Susun
Avel Akarlar Uzerindeki Toksisitesi

Xenorhabdus nematophila pCEP_kan_XNC1 1711 mutant susu L-arabinoz ile
indiiklendikten sonra elde edilen hiicresiz siipernatantin avci akarlar P. persimilis
ve N. californicus Uzerindeki potansiyel toksik etkisi petri kaplari tizerinde, 25 *
1°C, %7045 orantili nem ve 16 saat aydinlik kosullara sahip bir iklim odasinda
aragtirtlmigtir. Petri kaplarina (15 c¢cm ¢apinda) nemlendirilmis pamuk (10 cm
capinda) konmus ve daha sonra pamuk (zerine fasulye yaprag: alt tarafi yukari
bakacak sekilde yerlestirilmistir. Petri kab1 ile pamuk arasindaki bosluk, avci
akarlarin kagmasini 6nlemek i¢in musluk suyuyla doldurulmustur (Sekil 3.13).

Sekil 3.13.Avcr akarlarin ergin disi dénemi igin hazirlanan petriler

Kdltirden elde edilen ergin P. persimilis ve N. californicus (20 birey/Petri kabi)
disileri ayr1 ayr1 ince uclu bir firga ile petri kaplarindaki yapraklara aktarilmistir. T.
urticae'nin farkli biyolojik donemleri (~ 300 birey) ile bulasik fasulye yapraklari,
avci akarlar1 beslemek i¢in iki giinliik araliklarla yapraklarin iizerine firgalanmistir
(Sekil 3.14). X. nematophila pCEP_kan XNC1 1711 mutant susunun siipernatanti
yapraklarin tizerine bir el spreyi (2,5 ml/petri) ile ptskiirtiilmiis ve kontrol olarak
steril NB Kkullanilmistir. Uygulamadan 2, 5 ve 7 giin sonra her petrideki ergin
disilerin canli ve 6li sayilar1 kaydedilmistir. Ergin disilerin biraktigi yumurtalar
ortamdan ince uglu bir firga yardimiyla her gln uzaklastirilmistir. Denemeler
20’ser tekerrirlii olarak yiiriitiilmiis ve farkli zamanlarda 4 kez tekrar edilmistir.



Sekil 3.14. Tetranychus urticae’nin farkli biyolojik dénemlerinin firgalandigi avci akar
petrileri

3.6. Biyoaktif Akarisidal Madde Ekstraktimin Tetranychus urticae’nin
Farkh Biyolojik Dénemleri Uzerindeki Etkileri

Akarisidal aktiviteden sorumlu biyoaktif madde ekstrakte edilirken 6nce L-
arabinoz ile indiklenen X. nematophila pCEP _kan XNC1 1711 mutant susu
icerisinde %2 XAD® resin bulunan Luria Berthoni (LB) siv1 besi yerinde ve 30°C
de 3 giin boyunca tretilmistir. Daha sonra ortamdaki resin methanol ile oda
sicakliginda (23-24°C) iyice karistirilarak yogun bir ekstrakt elde edilmistir (Bode
vd., 2019). Ekstrakt elde etme iglemleri Prof. Dr. Helge Bode nin Almanya’daki
laboratuvarinda ger¢eklestirilmis ve Tirkiye’ye getirilmistir. Elde edilen bu yogun
ekstrakt dnce 400ul dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde ¢6ziinmiis ve ardindan
200ul steril distile su ile karigtirilarak son konsantrasyonu 0,208 mg/ml olacak
sekilde stok soliisyon hazirlanmistir. Bu ekstraktin LCso ve LCg degerini
belirlemek i¢in bu stok ¢ozeltinin farkli seyreltileri (%100,%50,%25,%12,5,%6,25
ve%3,125), petri kaplarindaki T. urticae disilerine uygulanmigtir. Daha sonra, bu
bilesigin 5. gundeki LCg dozunun etkisi, petri kaplarinda T. urticae'nin farkli
biyolojik dénemlerine (yumurta, larva, protonimf, deutonimf ve ergin) Uzerinde
test edilmistir. Bu ¢alismalar igin ©once petri kaplarma (15 cm ¢apinda)
nemlendirilmis pamuk yerlestirilmis,daha sonra fasulye yaprag: alt tarafi yukar
bakacak sekilde yerlestirilmistir. T. urticae'nin farkli biyolojik dénemlerinin her
biri ayr1 ayr1 20 adet/Petri olmak Uzere her bir petri kabindaki yapraga ince uglu
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bir firga ile aktarilmistir. Farkli seyreltiler ve ekstraktin 5. glindeki LCy dozu
yapraklarin tizerine bir el spreyi (2,5 ml / petri kabn) ile piiskiirtiilmiistiir. Kontrol
grubu olarak DMSO kullanilmistir. Uygulamadan 2, 5 ve 7 giin sonra akarlarin
canli ve Oli sayilar1 kaydedilmistir. Denemeler10’ar tekerriirlii olarak ytirtilmiis
ve farkli zamanlarda 2 kez tekrar edilmistir.

3.7.Sitotoksisite Deneyleri

Sitotoksisite ¢alismalart MRC-5 saglikli insan fetal akciger fibroblast hiicre hatti
tizerinde yiiriitiilmiistiir. MRC-5 hiicreleri Tiirkiye Tarim ve Ormancilik Bakanligi
hiicre kiiltiirii bankasindan temin edilmistir (MRC-5 An;, HUKUK no: 96101701).
Hicreler igerisinde %10 fetal bovine serum ve %5 penicillin-streptomycin
solisyonu bulunan Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) icerisinde
tretilmistir. Hiicreler doku kiiltiirii kaplari igerisinde ve 37°C, %5 CO; ve %96
nem kosullarinda inkiibe edilmistir. Hiicrelerin icerisinde bulundugu kiiltiir ortami1
her iki giinde bir yenilenmistir. X.nematophila pCEP_kan_XNC1_ 1711 mutant
susundan elde edilen akarisidal ekstraktin sitotoksisitesi MRC-5 hiicre hatti
uzerinde MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide]
yontemi ile belirlenmistir. MRC-5 hiicreleri akarisidal ekstraktin farkli
diliisyonlari ile 48 saat boyunca 37 °C’de muamele edilmistir. Akarisidal ekstract
Once 400ul DMSO igerisinde ¢oziinmiis ve ardindan 200ul steril distile su ile
karigtirillarak son konsantrasyonu 0,208 mg/ml olacak sekilde stok soliisyon
hazirlanmistir. Alti farkli konsantrasyon (1,04’den 104 pg/ml kadar) EMEM
(Sigma-Aldrich) igerisinde hazirlanmigtir.  MRC-5 hiicreleri 48 gdzenekli doku
kiltlr plaklar igerisine her kuyucuga 1x10* hiicre olacak sekilde eklenmis ve
37°C’de %5 CO; ortaminda 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra farkli
diliisyonlardaki akarisidal ekstraktlar kuyucuklara ilave edilmis ve 48 saat siireyle
inkiibasyona tabi tutulmustur. Calismada iki farkli Kontrol grubu kullanilmustir.
Birinci grupta hiicre kiiltiir ortami1 ve MRC-5 hiicreleri, ikinci grupta ise ¢6ziici
olarak kullanilan DMSO ve MRC-5 hiicreleri yer almistir. 48 saat sonunda her
kuyucuga MTT solusyonu (5 mg/mL) eklenmis ve hiicreler 4 saat siireyle daha
37°C’lik bir %5 CO; inkiibatériinde tutulmustur (Freimoser vd., 1999). Her
kuyucuk icerisine olusan formazon kristallerini ¢6zmesi i¢in 100l DMSO
eklenmistir. Oda sicakliginda 15 dakika siireyle karistirildiktan sonra formazan
renginin seviyesi optikal yogunluk (OD) olger (Multiskan™ GO Microplate
reader) (Thermo Scientific™, Finland) ile 570 nm (ODso-630nm) ile Olgtilmustiir
(Abdi vd., 2018). Yari-maksimal inhibe edici konsantrasyon (ICso) degerleri 48
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saat sonunda Olgiilerek belirlenmistir. Denemeler birbirinden bagimsiz olarak 3
kez tekrar edilmistir. Hiicrelerin canlilik oranlar1 % Canlilik = (uygulama yapilan
hiicrelerin OD degeri / Kontrol grubundaki hiicrelerin OD degeri) x 100
formiilasyonuyla hesaplanmistir (Orenlili Yaylagil ve Ulger, 2020).

3.8. istatiksel Analizler

Boliim 3.3, 3.4.1 ve 3.6’daki veriler Genel Dogrusal Model ile analiz edilmis ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar Tukey's Honestly Significant Difference (Tukey
HSD) testine gore P = 0,05 dlzeyinde gruplandirilmistir. B6lum 3.4.1 ve 3.6'da
elde edilen veriler Abbott formili (Abbott, 1925) uygulanarak hesaplanmistir.
Bolim 3.4.2 ve 3.5'deki veriler Student t testi ile karsilastirilmustir. Istatistiksel
analiz yapilmadan oOnce tiim denemelerde akarlarin 6liim oranlarina Arcsine
transformasyonu uygulanmistir (SPSS, 2011). LC50 ve LC90 degerleri POLO
bilgisayar paket programinda belirlenmistir (LeOra Software, 1994).
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4. BULGULAR

4.1. Akarisidal Biyoaktif Maddenin Tanimlanmasi

Xenorhabdus nematophila’nin AHfq mutant suglariyla yapilan denemeler
sonucunda Xenocoumacin maddesinin Gretiminden sorumlu olan gen bdlgesi
indiiklenip gen aktif hale getirildiginde (Psap_XNC1_1711 susu) akarlarin 7 giin
sonundaki olim oran1 %100 olurken, Xenocoumacin geni indiiklenmeyip
susturuldugunda ise ortaya ¢ikan olim orant %40’ altinda olmustur. Kontrol
grubunda ortaya ¢ikan 6lim orani ise %9 olarak belirlenmistir. Diger sekonder
metabolitlerin retiminden sorumlu genlerin indiklenmesi sonucunda 6nemli bir
akarisidal aktivite tespit edilmemistir (Cizelge 4.1). Xenocoumacin ile test edilen
diger tim bilesikler ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur/gérilmistir (F = 16.695, df = 18, P <0.001). Bu sonuglar X.
nematophila  bakterilerinde  akarisidal  aktiviteden sorumlu  maddenin
Xenocoumacin oldugunu gostermistir.
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Cizelge 4.1. Xenorhabdus nematophila’nin promotor bdlgesi degistirilmis mutant suslarinin tirettigi siipernatantlarin Tetranychus urticae nin ergin

disileri lizerindeki etkileri

* Mutant suslar Kontrol ettikleri metabolit Uygulamadan sonraki 6liim oram (%)
2.Gun 5.Gin 7.Gun
A+ X.nematophila_Ahfq Peap XNC1 2022 Xenotetrapeptide 4,012 22,14£3,0 39,5645,3 b
A- X.nematophila_Ahfq Peap XNC1 2022 Xenotetrapeptide 3,5¢1,3 21,1411 30,5+2,2 b
A+ X.nematophila_Ahfq Peap XNC1 1711 Xenocoumacin 45,746,1 98,541,1 100,0+0,0a
A- X.nematophila_Ahfq Peap XNC1 1711 Xenocoumacin 50+2,1 23,644,8 36,0+6,6 b
A+ X.nematophila Ahfq Psap XNC1 2040 Xenoamicine 10,6+3,7 37,843,3 48,0+3,8b
A- X.nematophila Ahfq Psap XNC1 2040 Xenoamicine 12,0+£3,3 37,544,1 43,0+3,3b
A+ X.nematophila Ahfq Pgap XNC1 xndA Xenortide 5,5642,6 19,7+4,3 40,0+35b
A- X.nematophila Ahfq Psap XNC1 xndA Xenortide 5,5+1,7 24,5426 30,5+2,8 b
A+ X.nematophila Ahfq Pgap XNC1 2783 PAX-peptide 3,56+1,5 17,0+2,7 32,514, 7b
A- X.nematophila_Ahfq Pgap_XNC1_2783 PAX-peptide 4,019 22,543,7 35,0£39b
A+ X.nematophila_Ahfq Pgap_XNC1_2228 Rhabdopeptide 8,642,1 36,0+5,6 45,0+£3,7b
A- X.nematophila Ahfq Psap XNC1 2228 Rhabdopeptide 9,5+1,9 32,0+4,7 49,0449 b
A+ X.nematophila Ahfq Psap XNC1 2713 Xenematid 15,64+2,0 33,5+2,8 48,845,1b
A- X.nematophila Ahfq Pgap XNC1 2713 Xenematid 3,5+¢1,5 20,0+3,6 42,0£39b
A+ X.nematophila APPTase Pgap XNC1_isnA Rhabduscin 3,5%£1,5 29,543,0 45,0¢5,6 b
A- X.nematophila APPTase Psap_XNC1 _isnA Rhabduscin 2,515 33,0£3,0 47,0£3,0b
A+ X.nematophila Ahfq AisnAB Psap XNC1 2300 |Xenortide 4,622 29,5422 48,0+3,4 b
A- X.nematophila Ahfq AisnAB Psap XNC1 2300 |Xenortide 14,045,5 30,0£3,2 46,0+4,1b
Kontrol (steril Nutrient Broth) 2,715 6,0+2,3 9,0+2,4 c

*A+: Indiiklenmis, A-: indiiklenmemis



26

X.szentirmaii tiiriine ait promotor bolgesi degistirilmis 15 farkli mutant sus ve 13 HPLC-MS fraksiyonu ile yapilan denemeler
sonucunda ise kullanilan siipernatantlar % 50'den daha az akarisidal aktivite sergilemistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.1). Bu nedenle X.
szentirmaii tlrlinde akarisidal aktiviteden sorumlu madde tespit edilememistir.

Cizelge 4.2. Xenorhabdus szentirmaii’nin promotor bolgesi degistirilmis mutant suslarinin iirettigi siipernatantlarin Tetranychus urticae nin ergin

disileri tizerindeki etkileri

* Mutant suslar Kontrol ettikleri metabolit Uygulamadan sonraki 6liim orani (%)
2.Gln 5.Gln 7.Gln

KS16+ X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-0346 GameXpeptide 6,0+1,8 26,5120 44,347
KS16- X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-0346 GameXpeptide 5,0£2,0 25,2425 36,9428
SvS-218+ X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-0377 Lipopeptide, Unknown 10,5+2,8 24,2431 38,1+4,3
SvS-218- X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-0377 Lipopeptide, Unknown 29,5+3,5 41,4476 49,7475
SvS-204+ X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-1979 Diketopiperazine 20,5+3,8 42,545,2 475+4,7
SvS-204- X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-1979 Diketopiperazine 6,1+1,4 21,7423 29,2420
SvS-247+ X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3397 Rhabdopeptide 13,3+2,3 23,7427 34,8+4,9
SvS-247- X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3397 Rhabdopeptide 10,2+2,3 25,54£3,9 38,5+3,8
SvS-208+ X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3460 Szentiamid 7,5+1,9 17,0£2,5 28,0+2,8
SvS-208- X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3460 Szentiamid 23,0+6,4 37,045,0 48,545,3
SvS-210+ X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3663 Benzoxazolidine 6,0+2,3 19,7+3,2 30,743,1
SvS-210- X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3663 Benzoxazolidine 19,1+3,6 41,7442 46,5+4,7
SvS-212+ X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3680 Xenobactin 9,0+£1,8 18,543,3 25,5825
SvSs-212- X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3680 Xenobactin 8,1+2,4 24,2423 34,5£2,2
SvS-240+ X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3942 Rhabduscine 5,541,6 13,5+42,1 32,5£5,0
SvS-240- X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-3942 Rhabduscine 25411 20,6+2,6 45,2443
KS22+ X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-5118 Jenamidin derivate 4,0+1,6 17,5440 32,0£3,9
KS22- X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-5118 Jenamidin derivate 14,5+1,9 26,6122 41,7442
LP56+ X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-fclC Fabclavin 5,5+1,6 12,0+2,7 27,0124
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Cizelge 4.2. Xenorhabdus szentirmaii’nin promotor bolgesi degistirilmis mutant suslarnin iirettigi siipernatantlarin Tetranychus urticae 'nin ergin

*+

disileri tizerindeki etkileri (devami)

* Mutant suslar Kontrol ettikleri metabolit Uygulamadan sonraki éliim oram (%)

2.Gln 5.Giin 7.Gin
LP56- X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-fclC Fabclavin 8,0+1,5 15,0+£2,5 29,0+£3,0
LP53+ X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-xfsA Xenofuranone 14,8+2,7 30,4+3,3 42,3134
LP53- X.szentirmaii Ahfq Pcep-KM-xfsA Xenofuranone 10,1+1,3 27,2+4,3 41,2434
A+ X.szentirmaii_Pgapxpzl 11,3+4,3 35,045,4 46,3+6,6
A- X.szentirmaii_PgapXpzI| 7,543,2 13,84+4,3 23,844,3
A+ X.szentirmaii_PgapXpzA 7,544,3 21,3452 31,343,1
A- X.szentirmaii_PgapXpzA 12,5+4,8 22,5+7,8 32,5+7,8
A+ X.szentirmaii_PgapXxpzV 6,3+2,4 21,344,3 28,843,1
A- X.szentirmaii_PsapXxpzV 12,5+4,3 27,546,0 33,849,0
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

Indiiklenmis, -: indiiklenmemis
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Sekil 4.1. Xenorhabdus szentirmaii HPLC-MS fraksiyonlarinin Tetranychus urticae’nin

ergin disileri izerindeki etkileri

4.2. Akarisidal Aktiviteden Sorumlu Maddeyi Ureten Mutant Susun
Tetranychus urticae’nin Farkh Biyolojik Donemleri Uzerindeki
Etkisi

4.2.1. Petri Denemeleri

Xenorhabdus nematophila nin AHfqPgap_ XNC1_1711 kodlu mutant susunun L-
arabinoz ile indiikklenmesi sonucu olusan Xenocoumacin igerikli siipernatantin T.
urticae’nin yumurta donemi lizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir
(ovisidal oran %0). indiiklenmis bakteri siipernatantiyla T. urticae’nin larva,
protonimf, deutonimf ve ergin disileri {izerine yapilan uygulamalardan 2 giin sonra
sirastyla %100, %81, %44,9 ve %43,1 oraninda 6liim meydana gelmistir (Sekil
4.2). T.urticae’nin farkli biyolojik donemleri arasinda 6liim oranlari agisindan
aradaki fark istatistiki olarak onemli bulunmus/gériilmiis ve en yuksek 6lum orani
larvalarda saptanmigtir (F= 187,580; P<0,001). Uygulamadan 5 ve 7 glin sonra en
yliksek Oliim larva ve protonimflerde, en diisiik 6liim ise deutonimf ve erginlerde
saptanmasina ragmen, tiim biyolojik dénemlerde 5 giin sonra %85’in iizerinde, 7
gun sonra ise %97’nin iizerinde 6liim meydana gelmistir (5. giinde F= 24,417,
P<0,001; 7. giinde F=4,694; P<0,05; Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Petri denemelerinde Xenorhabdus nematophila (pCEP_kan_XNC1_1711)
mutant susunun {irettigi sekonder metabolit Xenocoumacin’in Tetranychus
urticae’nin farkli biyolojik donemleri Gzerindeki etkileri A) Uygulamadan 2
gun sonra, B) Uygulamadan 5 giin sonra, C) Uygulamadan 7 giin sonra

4.2.2. Saks1 Denemeleri

Xenocoumacin igerikli siipernatantin T. urticae’nin farkli biyolojik dénemlerinin
bulundugu saksilara uygulanmasindan 7 gln sonra ortamda saptanan canli birey
sayilar1 sekil 4.3’de gosterilmistir. Deneme baglangicinda T. urticae’nin 10
yumurta ve 50 hareketli dénemi (larva, protonimf, deutonimf, ergin disi ve erkek)
yaprakta bulunurken,7 gin sonra X.nematophila’min mutant susunun {irettigi
slipernatant grubunda ve kontrolde sirasiyla 57 ve 485 yumurta ile 45 ve 313
hareketli donem elde edilmistir. Hem yumurta sayilar1 hem de hareketli donem
sayilar1 dikkate alindiginda Xenocoumacin igerikli slpernatant ile kontrol
arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmustur/goriilmistiir (yumurta, F=
13,972; P<0,01; t= 42,988; hareketli donem F= 11,111; P<0,01; t= 41,307; Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. Saksi denemelerinde Xenorhabdus nematophila (pCEP_kan_XNC1_1711)
mutant susunun drettigi Xenocoumacin’in Tetranychus urticae'nin farkli
biyolojik donemleri tzerindeki etkileri

4.3. Akarisidal Aktiviteden Sorumlu Maddeyi Ureten Mutant Susun
Avcl Akarlar Uzerindeki Toksisitesi

Icerisinde Xenocoumacin bulunan X. nematophila siipernatantinin avci akarlar
Phytoseiulus persimilis ve N. californicus’un ergin donemlerine uygulanmasindan
2, 5 ve 7 giin sonra elde edilen olim oranlart Sekil 4.4’de verilmistir.
P.persimilis’in ergin disilerine uygulanan siipernatant ve kontroldeki 6liim oranlari
uygulamadan 2, 5 ve 7 giin sonra sirasiyla %10,3, %23,5, %32,3 ve %1, %3,8,
%7,3 olarak saptanmigtir. Mutant sus ile kontrol arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (2. gin F=12,245; P<0,01; t= 554; 5. gin F=21,674;
P<0,001; t=8,454; 7. giin F=19,158; P<0,001; t=9,499; Sekil 4.4A,B,C).

Neoseiulus californicus’un ergin disilerine uygulanan Xenocoumacin igerikli
supernatant ve kontroldeki 6liim oranlar1 uygulamadan 2,5 ve 7 giin sonra sirasiyla
%13.,8, 9%28.8, 9%36,0 ve %3, %7,3, %9,8 olarak saptanmistir. Bakteri siipernatanti
ile kontrol arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (2. gin F=5,821;
P<0,05; t= 5,669; 5. gin F=10,230; P<0,01; t=9,284; 7. giin F=7,605; P<0,01;
t=11,132; Sekil 4.4A,B,C).
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Ancak avcilar arasinda mutant susun trettigi sekonder metabolitlere duyarlilik
acisindan aradaki fark istatistiksel olarak 6nemli olmadigi belirlenmistir (2. giin
F=0,240; P>0,05; t= 1,520; 5. gun F=0,227; P>0,05; t=1,752; 7. giin F=1,004;
P>0,05; t=1,193).
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Sekil 4.4. Xenorhabdus nematophila (pCEP_kan XNC1 1711) mutant susunun trettigi
Xenocoumacin’in avci akarlar Phytoseiulus persimilis ve Neoseiulus
californicus'un ergin disileri izerindeki toksisitesi A) Uygulamadan 2 giin
sonra, B) Uygulamadan 5 giin sonra, C) Uygulamadan 7 giin sonra

4.4. Xenocoumacin ekstraktimin Tetranychus urticae’nin Farklh
Biyolojik Dénemleri Uzerindeki Etkileri

Veriler, Xenocoumacin’in son derece etkili bir akarisit bilesik oldugunu ortaya
koymustur. Xenocoumacin’in %25'lik konsantrasyonu bile uygulamadan 7 gin

sonra T. urticae ergin disilerinde % 93,8 oraninda 6lim meydana getirmistir
(Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Farkli Xenocoumacin dilusyonlarinin Tetranychus urticae ergin disileri
Uzerindeki etkisi

Test edilen madde Farkh Uygulamadan sonraki 6liim orani (%)
dilusyonlar 2.Gln 5.Gln 7.GUn
(%)
Xenocoumacin 100 95,0+2,9 100,0+0,0 100,0+0,0
50 46,315,5 93,8+3,8 96,3+2,4
25 46,316,9 85,0+3,5 93,8+3,8
12,5 30,045,4 51,319,4 62,5+6,0
6,25 13,8+7,7 22,5+7,8 28,817,5
3,125 7,5£3,2 20,0+4,6 30,0+2,0
Kontrol (DMSO igeren 1,3+1,3 13,8+2,4 15,0+4,6
distile su)

Xenocoumacin’in 2, 5 ve 7 gunlerdeki LCso degerleri sirasiyla 0,060, 0,026, 0,021
mg/ml ve LCy degerleri 0,301, 0,071, 0,055 mg/ml olarak hesaplanmistir. Besinci
gundeki LCqy degeri (0.071 mg/ml) T. urticae'nin farkli biyolojik dénemlerine
uygulandiginda, T. urticae'nin larva, protonimf, deutonimf ve ergin disileri
tizerinde sirasiyla 2. giinde %100, 92, 45, 44; 5. glinde %100, 100, 94, 92 ve 7.
gunde %2100, 100, 97, 96 oraninda O6lim meydana gelmistir (Sekil 4.5).
T.urticae’nin farkli biyolojik donemlerinin 2. 5. ve 7. giindeki 6lim oranlar
arasinda istatistiki olarak onemli fark gorilmistir (2. glinde F = 169.005; P
<0.001; 5. gunde F = 32.665 P <0.001; 7. glinde F =9.717; P <0.001; Sekil 4.5).
Diger taraftan, Xenocoumacin’in T. urticae’nin yumurta ddnemleri Uzerinde
herhangi bir etkisi goriilmemistir (ovisidal oran% 0).
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Sekil 4.5. Xenocoumacin’in Tetranychus urticae'nin farkli biyolojik dénemleri Gizerindeki
etkileri

4.5. Sitotoksisite Deneyleri

MRC-5 insan fetal akciger fibroblast hiicre hatti iizerinde yapilan sitotoksisite

calismalari Xenocoumacin ekstraktina ait ICso degerinin 17.71 pg/ml oldugunu
gostermigtir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Entomopatojen nematodlar (EPN) konuk¢u bir bocege girdiginde, birlikte
yasadiklar1 simbiyotik bakteriler, enfekte kadavray: bakteri, fungus, protozoa gibi
firsatgr mikroorganizmalardan ve karincalar, gekirgeler, hamambdcekleri, akarlar
v.S. gibi yagmaci arthropdlardan korumak igin genis spektrumlu aktiviteye sahip
cok ¢esitli biyo-aktif bilesikler tiretmektedirler (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 akarlarin EPN’ler
Uzerinden beslendikleri bildirilmistir (Raja vd., 2021). Ayrica, Sancassania
polyphyllae (Astigmata) gibi tiirlerin EPN ile enfekte olmus bocek kadavralarinda
ve burada gelisen EPN 1J'leri ile beslendigi gozlemlenmistir (Karagoz vd., 2007;
Ekmen vd., 2010a,b; Cakmak vd., 2010; 2011; 2013). Enfekte kadavrayir ve
gelisen nematodlar1 akarlardan korumak igin, nematod-bakteri kompleksi biyoaktif
akarisit bilesik/ler iiretmelidir. Buna gore, yiritilen ¢alismalar, bazi Xenorhabdus
bakteri tiirlerinin akarisidal aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Bussaman vd.,
2006, 2012; Nermut vd., 2019; Eroglu vd., 2019, Cevizci vd., 2020). Ancak, bu
caligmalarin higbirisinde biyoaktif akarisit bilesik tanimlanmamistir. Bu nedenle
yapilan bu calisma, son yillarda gelistirilen easyPACId biyoteknolojik yontem
kullanilarak ~ X. nematophila bakteri tlrinde Gretilen akarisidal aktiviteden
sorumlu maddeyi saptayan ilk caligmadir. Bu biyoteknolojik yaklasim, gen
kiimelerini kontrol edenindlklenebilir promotérlerle mutant suslar1 aktive ederek
diger bilesiklerin genlerini susturmak suretiyle aradigimiz biyoaktif maddeyi
belirlememizi saglamistir (Bode vd., 2015, 2019). PromotOr bolgesi degistirilmis
mutant suslarla yapilan deneyler, X. nematophila pCEP_kan_XNC1_1711 mutant
susunun indiklendiginde irettigi Xenocoumacin’in T. urticae Uzerinde en yiiksek
akarisit etkiyi gosterdigi saptanmustir.

Xenocoumacin’ler  X. nematophila'da iki form (Xenocoumacin-1 ve
Xenocoumacin-2) olarak ilk defa Mclnerney vd. (1991) tarafindan tanimlanmis ve
benzopyran-1-one (isocoumarin)’lerin tiirevidir. Daha sonra Reimer vd. (2009)
birka¢c Xenorhabdus susundan bu dogal iiriinlerin dort ilave tiirevini kesfetmis ve
bunlarin bir hibrit poliketid sentaz (PKS) - nonribozomal polipeptid sentetaz
(NRPS) ile sentezlendigini bildirmistir. Her iki form da (Xenocoumacin-1 ve 2)
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antifungal, antibakteriyel, antikanser ve anti-ulser gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye
sahiptir, ancak Xenocoumacin-1 biyolojik olarak daha aktiftir (Webster vd., 2002;
Park vd., 2009; Dreyer vd., 2018).

Diger taraftan X. szentirmaii 'nin indiiklenmis veya indiikklenmemis 15 mutant susu
%S50'den daha az akarisidal aktivite gostermistir. X.Szentirmaii Xenocoumacin
tretmeyen bir tirdir (Tobias vd., 2017). Bu nedenle akarisidal aktiviteden
sorumlu olan molekiiliin farkli bir molekiil olmasi1 gerekmektedir. X.szentirmaii
tiirlinde biyoaktif akarisidal maddenin ne oldugunun bulunamamasinin nedenleri
ya tiim sekonder metabolitlere ait mutant suslarin olugturulamamis olmasi, ya da
HPLC-MS fraksiyonlarindan elde edilen verilerden yola ¢ikarak, X
szentirmaii'deki akarisidal aktiviteden sorumlu olan maddenin tek bir molekilden
olusmadig1, iki veya daha fazla farkli molekiiliin bu etkiyi sergilemek icin bir
araya gelmesi gerekliliginden olabilir.

Bu ¢alismada Xenocoumacin'in 6nemli bir zararli olan T. urticae'nin tim biyolojik
donemleri Gzerindeki akarisidal etkisi arastirilmistir. Ilk olarak, T. urticae'nin
hareketli donemlerinin, X. nematophila (pCEP_kan XNC1 1711) mutant susuna
ait sipernatantlardan ve Xenocoumacin ekstraktindan farkli seviyelerde etkilendigi
goriilmiisttir. Petri denemelerinde uygulamadan iki gin sonra T. urticae’nin larva
donemleri, ergin disilere gore daha duyarli bulunmus ancak yedi giin sonra T.
urticae’nin tiim biyolojik donemlerinde 6liim orani %96’ nin iizerinde goriilmiistiir.
Benzer sekilde Eroglu vd. (2019), X. nematophila siipernatantinin 7 giiniin
sonunda ergin disilerde %90, T. urticae larvalarinda %98 oraninda 6lim meydana
getirdigini bildirmistir.

Yirittigimiiz ¢alismada Xenocoumacin maddesinin T. urticae ergin disileri
tzerindeki LCso degerleri 2, 5 ve 7. giinler i¢in sirastyla 0.060, 0.026, 0.021 mg/ml
olarak hesaplanmistir. Benzer ¢aligmalarla karsilastirildiginda Furuya vd. (2017)
yeni bir akarisidal madde olanpyflubumide icin T. urticae’ye kars1 LCso degerini
1.2 mg olarak belirlemistir. Bir baska ¢alismada ise T. urticae ergin disileri igin
cyflumetofen akarisidal maddesinin LCso degeri 1.1 mg/L olarak rapor edilmistir
(Hayashi vd.,2013)

Saks1 denemelerinde, X. nematophila (pCEP_kan XNCI1 _1711) mutant susunun
slipernatant1 T. urticae popilasyonunu dnemli dlciide azaltmistir. Benzer sekilde
Eroglu vd. (2019) X. szentirmaii ve X. nematophila'nin siipernatantlarinin tek
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baglarina  yadabirlikte kullanildiginda, sakst denemelerinde T. urticae
popiilasyonunu 6nemli Ol¢iide azalttigini bildirmistir. Ayrica bu calismada X.
nematophila (pCEP_kan XNCI1 1711) mutant susuna ait siipernatantin T. urticae
yumurtalar1 Uzerinde etkisinin olmadigi gézlemlenmistir (ovisidal oran% 0). Genel
olarak akar yumurtalarmin akarisitlere, Xenorhabdus ve Photorhabdus bakteri
siipernatantlarina veya entomopatojen funguslarin enfeksiyonlarina direngli
oldugu bildirilmektedir (Dogan vd., 2017; Eroglu vd., 2019; Cevizci vd., 2020).

Doksan alt1 etken maddeye diren¢ kazanan T. urticae, diinyadaki eklembacakli
zararllar arasinda en dayanikl tiir olarak bilinmektedir (Mota- Sanchez ve Wise,
2021). Bu nedenle, P. persimilis ve N. californicus gibi avci akarlar, T. urticae
popiilasyonlarin1  kontrol etmek ic¢in alternatif olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Ideal bir akarisidal bilesik T. urticae'yi éldiirmeli ancak bu avci
akarlar lizerinde minimum yan etkiye sahip olmalidir. Bu nedenle gergeklestirilen
bu galigmada, Xenocoumacin’in P. persimilis ve N. californicus'un ergin disilerine
karst toksisitesi de degerlendirilmistir. Akarisidal aktiviteye sahip olan X.
nematophila pCEP_kan_XNC1 1711 mutant susuna ait siipernatant veya
Xenocoumacin ekstratlarinin T. urticae'nin ergin disileri lizerinde %90'dan fazla
6lum meydana getirmesine ragmen, 7 giiniin sonunda her iki aver akarda %40'tan
daha az Olim oram1 gozlemlenmistir. Benzer sonuglar Cevizci vd. (2020)
tarafindan da elde edilmistir. Avci akarlar ve T. urticae arasindaki morfolojik
farkliliklar, akarlarin bakteriyel siipernatanlara farkli duyarliliklar gdstermesinde
anahtar bir role sahiptir. Ornegin, T. urticae yapraklarda beslenmekte, avci
akarlara gore bacaklar1 daha kisa ve viicut kisimlar1 uygulanan bilesiklerle daha
dogrudan temas halinde bulunmaktadir (Cevizci vd., 2020). Bunun yani sira, avci
akarlarda T. urticae'den daha kalin bir kutikula bulunmaktadir (Wu vd., 2018).

Bu calismada yiiriitiilen sitotoksisite c¢alismalari, Xenocoumacin maddesinin
17.71pg/ml’dan asagi oranlarda kullanildiginda insan hiicre hatti {izerinde toksik
olmadigim1 gostermistir. Bode vd. (2019) X. nematophila bakterisinden elde
ettikleri Xenocoumacin maddesinin sivi ekstrakt halini insan mikrovaskiiler
endothelial hiicre hatt1 lizerinde test etmislerdir. Hiicre ¢ogalmasi iizerindeki
toksik etkisi haricinde Xenocoumacin maddesinin hiicrelerin metabolik aktivitesi
iizerinde hi¢c bir toksik etkiye sahip olmadigmi bildirmislerdir. Ayrica
Xenocoumacin’in l6kosit adhezyonu Uzerindeki sitotoksisitesinin orta derecede
oldugunu ve endothelial hiicrelerdeki etkisinin ise olduk¢a diisiik oldugunu rapor

etmislerdir.
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Sonug olarak, bu ¢alismanin verileri, X. nematophila bakterilerinden elde edilecek
Xenocoumacin maddesinin potansiyel olarak T. urticae'nin mucadelesinde biyo-
akarisit olarak kullanilabilecegini géstermistir. Ancak Xenocoumacin’in tarla
denemelerindeki etkinligi ve bitkiler (zerindeki fitotoksisitesinin ileriki
calismalarda belirlenmesinde fayda vardir.
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