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Vii
OZET

Xenorhabdus VE Photorhabdus BAKTERI SEKONDER
METABOLITLERININ Tetranychus urticae (ACARI:
TETRANYCHIDAE)’ YE KARSI ETKINLIKLERININ
BELIRLENMESI

Ceren EROGLU

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal
Tez Danismant: Prof. Dr. ibrahim CAKMAK
2017, 41 sayfa

Entomopatojen nematodlarla simbiyotik iliskili bakteriler ~Xenorhabdus
szentirmaii, X. nematophila, X. bovienii, X. cabanillasi, Photorhabdus
luminescens ve P. temperata tarafindan tiretilen sekonder metabolitlerin etkinligi
hiicrelerinden arindirilmig bakteri stipernatantlar1 kullanilarak Tetranychus urticae
(Acari: Tetranychidae)' nin farkli gelisme donemlerine karsi petri kosullarinda
arastirilmigtir.  Ayrica petri  denemelerinde en 1iyi sonug¢ veren bakteri
stipernatantlarinin etkinligi saks1 kosullarinda T. urticae tizerinde test edilmistir.
Caligma 25+1 °C sicaklik, %70+5 orantili nem ve 16 saat aydinlik kosullardaki
iklim odasinda yiiriitiilmiistiir. Petri denemelerinde uygulamadan 7 giin sonra,
stipernatantlar T. urticae’nin yumurta, larva, protonimf, deutonimf, ergin erkek ve
ergin disi donemleri iizerinde sirasiyla %2.50-4.50, %46.45-97.86, %30.69-96.04,
%41.74-92.41, %92.03-100.00 ve 9%46.28-93.32 oraninda olim meydana
getirmiglerdir. Tim bakteri siipernatantlari yumurta dénemi tizerinde ¢ok diisiik
etki gostermis ve aralarinda istatistiki olarak fark ortaya ¢itkmamistir. Xenorhabdus
szentirmaii ve X. nematophila siipernatantlari, T. urticae’nin hareketli donemleri
izerinde %90 1 iizerinde 6liim meydana getirmis ve diger bakteri siipernatantlar
ile karsilastirildiginda en yiliksek etkiyi gostermislerdir. Saksi denemeleri
sonucunda, X. szentirmaii, X. nematophila ve X. szentirmaii + X. nematophila
karigimu T. urticae popiilasyonunu 6nemli derecede diisiirmiislerdir. Sonug olarak,
X. szentirmaii ve X. nematophila siipernatantlarinin T. urticae’ye kars1 potansiyel
kontrol etmeni olarak kullanilabilecegi ortaya ¢cikmistir.

Anahtar Kelimeler: Kirmizi 6riimcek, Tetranychus urticae, Xenorhabdus,
Photorhabdus, entomopatojen nematodlar.






ABSTRACT

EVALUATION OF Xenorhabdus AND Photorhabdus BACTERIAL
SECONDARY METABOLITES AGAINST Tetranychus urticae
(ACARI: TETRANYCHIDAE)

Ceren EROGLU

M.Sc. Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Ibrahim CAKMAK
2017, 41 pages

The effectiveness of secondary metabolites produced by symbiotic bacteria,
Xenorhabdus szentirmaii, X. nematophila, X. bovienii, X. cabanillasi,
Photorhabdus luminescens and P. temperata associated with entomopathogenic
nematodes was investigated against different developmental stages of Tetranychus
urticae (Acari: Tetranychidae) using cell-free bacterial supernatants in Petri
dishes. In addition, the effectiveness of the most virulence bacterial supernatant(s)
found in Petri dish experiments was tested on T. urticae in pot experiments. All
studies were conducted at 25+1°C temperature, 70+5% relative humidity and a
light cycle of 16h in a climate room. The result of the Petri dish experiments
showed that the mortality rate of bacterial supernatants on T. urticae egg, larva,
protonymph, deutonymph, adult male and adult female at 7 days post-treatment
varied between 2.50-4.50%, 46.45-97.86%, 30.69-96.04%, 41.74-92.41%, 92.03-
100.00% and 46.28-93.32%, respectively. All of the bacterial supernatants showed
a very low effect on the egg period and no statistical difference was found among
them. Xenorhabdus szentirmaii and X. nematophila caused more than 90%
mortality rate on the mobile stages of T. urticae and they showed the highest
efficacy when compared to other bacterial supernatants. As a result of the pot
experiments, supernatants of X. szentirmaii, X. nematophila and X. szentirmaii +
X. nematophila combine application significantly reduced the T. urticae
population. As a result, X. szentirmaii and X. nematophila supernatants could be
used as potential control agents against T. urticae.

Key Words: Spider mites, Tetranychus urticae, Xenorhabdus, Photorhabdus,
entomopathogenic nematodes.
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1. GIRiS

Iki noktali kirmizi ériimcek Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae),
diinyada tarimsal alanlarda genis dl¢lide yayilmis 6nemli polifag bir zararl tiirdiir.
Bu zararlinin sebzeler basta olmak iizere, meyveler, misir, pamuk, siis bitkileri ve
yabanci otlar1 da igine alan ¢ok sayida konukgusunun oldugu ve 800’den fazla
konukgu bitki tizerinde tespit edildigi bildirilmektedir (Migeon ve Dorkeld, 2010).
Tetranychus urticae, bitkilerin yaprak, meyve ve saplar iizerinde emgi yaparak
zarar olusturmaktadir (Sekil 1.1 ve Sekil 1.2).

Sekil 1.1. Kirmizi 6riimeek erginleri

Tetranychus urticae’nin yapraklarda beslenmesi sonucu bitkide klorofil sentezi
engellenmekte, klorofil kaybindan dolayr sarilik ve nekrotik kahverengi lekeler
olugmaktadir (Kulkarni vd., 2008). Ayrica akarin yapraklarda beslenmesi ve
olusturdugu aglar nedeniyle bitki renginde solgunluk olusmaktadir (Lahai vd.,
2003) (Sekil 1.3). Oziimlemenin geriledigi bu yapraklar sararip kuruyarak
zamanindan Once dokilmektedir. Kirmizi 6riimcegin zararinin devam etmesi
meyve deformasyonuna ve bitki biiylimesinin engellenmesine neden olmaktadir
(Jeppson vd., 1975).

Uriin veriminde %40-60 oraninda azalma ve popiilasyonun c¢ok yiiksek oldugu
durumlarda ise tamamen iiriin kayb1 meydana gelmektedir (Hussey ve Scopes,
1985; Anonim, 2011).



Sekil 1.3. Kirmizi 6riimceklerin bitkide meydana getirdigi ag tabakasi

Tetranychus urticae gelisme siiresinin kisa ve lireme giiciiniin yiiksek olmasi
nedeniyle popiilasyonunu kisa siirede hizla arttirabilmektedir (Shih vd., 1976).
Zararlimin hizli ¢ogalmasi, yiiksek dogurganlik ve kisa yasam dongiisii birgok
kimyasal bocek ilacina kars1 kisa silirede dayaniklilik saglayabilmektedir. Ayrica
kullanilan bu pestisitlerin T. urticae’nin dogal diisman populasyonlar1 tizerinde
6lim meydana getirdigi ve bu nedenle kirmiz1 6riimcek populasyonunda da artisa
neden oldugu disiiniilmektedir (Gatarayiha vd., 2010). Bu zararliya karsi
kullanilan pestisitler ayn1 zamanda ¢evre kirliligine neden olmaktadir.

Bu zararlinin kimyasal miicadelesine alternatif olarak biyolojik miicadele
calismalar1 bir¢ok iilkede yiiriitiilmiistiir ve sonu¢ olarak predator akarlar, T.
urticae popiilasyonlarmin baskilanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Biyolojik miicadelede en fazla kullanilan avcr akarlar Phytoseiidae familyasina ait
Phytoseiulus persimilis ve Neoseiulus californicus tiirleridir (Cakmak vd., 2005;
2009). Avci akarlar diginda patojen olarak bakteri, fungus, viriis, riketsia, protozoa
ve nematodlarin da akarlar iizerinde hastalik olusturduklar1 bildirilmektedir
(Poinar ve Poinar, 1998). Bunlarin yaninda bakterilerin {irettikleri sekonder



metabolitlerin de bdcekler ve akarlar {izerinde Oldiiriicli etkiye sahip olduklart
bildirilmektedir (Seo vd., 2012; Dhanasekaran ve Thangaraj, 2014).

Sekonder metabolitler mikroorganizmalarin kendilerini ve besin kaynaklarini diger
mikroorganizma tiirlerinden korumak icin iirettikleri maddelerdir. Ozellikle toprak
veya canli organizmalarin bagirsak florasinda yasayan mikroorganizmalar hayatta
kalabilmek i¢in pek ¢ok farkli gruptan organizma ile miicadele etmek
zorundadirlar. Bu nedenle bu tiir habitatlarda yasayan mikroorganizmalarin hem
cok cesitli hem de etki gilicii yiiksek sekonder metabolitler iiretmeleri
gerekmektedir. Buna en iyi drneklerden birisi son yillarda iizerlerinde ¢alismalarin
yapildig1 Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalarina ait entomopatojen
nematodlarla (bocek oldiiren nematodlar) mutualistik yasayan Xenorhabdus ve
Photorhabdus bakterileridir (Forst vd., 1997).

Photorhabdus spp. ve Xenorhabdus spp. Enterobacteriacea’ya ait gram-negatif
bakterilerdir. Simbiyotik iliskili bulunduklar1 Heterorhabditid ve Steinernematid
nematodlardan salindiktan sonra konuk¢u bocek hemosolii igerisine girerler
(Shapiro-llan vd., 2008). Bécek hemosolii igerisine birakilan bu bakteriler hizla
iireyerek bir dizi toksin ve hidrolitik enzim {iretirler. Bu olay sonucu konuk¢u
bocek 24-48 saat igerisinde septisemia’dan dlmektedir (Kaya ve Gaugler, 1993).
Ayrica salinan enzimler bocek dokusunu pargalayarak nematodlarin gelismeleri ve

iiremeleri i¢in ihtiya¢ duyduklari besin ¢orbasini olustururlar.

Konukgunun o6liimiinden sonra da nematod gelisimi ve bakteri iiremesi devam
eder. Bakteriler kadavra igerisinde hizla gogaldiktan sonra iireme safhalarinin
sonuna dogru, bulunduklart ortam1 diger mikroorganizmalara kars1 koruyacak bir
takim antimikrobiyal bilesikler tiretmektedirler (Forst ve Clarke, 2002; Clarke ve
Eberl, 2006). Bu antimikrobiyal bilesikler diger, fungus, bakteri viriis ve
protozoon’lara karsi etkili olan antimikrobiyallerle Photorhabdus tiirlerine yakin
olan bakterilere kars1 aktif olan xenorhabdisin ve lumisinler gibi bakteriosinleri
icermektedir (Webster vd., 2002, Sharma vd., 2002, Thaler vd., 1995) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Xenorhabdus bakterileri ve antibiyotik tiretimi

Bakteriosinlerin varligi nematodla aralarindaki simbiyosiz a¢isindan Onemlidir.
Boylece rekabet olusturacak benzer bakteri gruplarina iistiinliik saglamaktadirlar.
Lumisinler diger Photorhabdus tiirleri disinda, filogenetik olarak da uzak bir tiir
olan E. coli’ye de etkilidir. Boylece bocegin bagirsak florasinin temizlenmesinde
de bu bakteriosinlerin rol oynadig diistiniilmektedir (Sharma vd., 2002).

Kiiltiir ortamina Xenorhabdus ve Photorhabdus cinsi bakteriler tarafindan lipazlar,
proteazlar, antibiyotikler, lipopolisakkaritler ve toksinlerde dahil olmak iizere bir
¢ok madde salgilamir (Hu ve Webster, 2000; Caldas vd., 2002; Richards vd.,
2008).

Photorhabdus, izopropylstilben (isopropylstilbenes) ve etilstilben (ethylstil-benes),
antraquinon  (anthraquinones-AQs) ve sidrofor fotobaktin  (sidero-phore
photobactin) iirettigi bilinen tek bakteri cinsidir. Photorhabdus bakterileri bitkiler
alemi disinda stilben iiretebilen tek canlidir. Stilbenler gram pozitif bakterilere ve
funguslara karsi antimikrobiyal aktivite gosterirler, bdoceklerin  immiin
sistemindeki fenol-oksidazlar1 inhibe ederler ve nematodlarin tam bir gelisim
gostermeleri i¢in gerekli sinyal molekiil olarak gorev yaparlar (Bode, 2009) (Sekil
1.5).

Entomopatojen nematodlar konuk¢u igerisine girip Oldiirdiikten sonra enfekte
kadavra yeni nesil nematodlarin ¢ikis yapmasina kadar gecen siirede (7-15 giin)
topragin igerisinde ya da iizerindedir. Bu siire boyunca igerisinde nematodlarin
iiremekte oldugu kadavralar karincalar, akarlar, ¢ekirgeler, kuslar, collembolalar
ve tardigratlar gibi yagmacilarin saldirilarina agiktir (Kaya, 2002). Ancak
Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri tarafindan {iretilen bazi sekonder



metabolitler nedeniyle bu yagmacilar nematodlarla enfekte olan kadavralardan
uzak durmaktadirlar (Zhou vd., 2002; Gulcu vd., 2012; Jones vd., 2017).

Sekil 1.5. Photorhabdus bakterileri ve antibiyotik tiretimi

Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri tarafindan iiretilen antibakteriyal
(Akhurst, 1980, 1982; Webster vd. 2002; Boemare ve Akhurst 2006; Furgani vd.,
2008) ve antifungal (Chen vd., 1994; Webster vd., 2002; Shapiro-llan vd., 2009,
2014; Fang vd., 2011, 2014; Bock vd., 2014; Hazir vd., 2016a) sekonder
metabolitler iizerine yiiriitilmiis pek ¢ok ¢alisma bulunmasina ragmen
entomopatojen nematodlarla iligkili simbiyotik bakterilerin {rettigi sekonder
metabolitlerin  akarlara etkileri {izerine literatiirde sadece bes c¢alisma
bulunmaktadir (Bussaman vd., 2006, 2009, 2012; Sobanboa vd., 2009; Namsena
vd. 2016 ). Xenorhabdus veya Photorhabdus bakteriyel sekonder metabolitlerinin
tarimsal zararli T. urticae'ye karsi etkisi hakkinda literatiirde herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bakteriler tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin etkililigi
ve cesitliliginin tiirlere (hatta izolata) bagli olarak degistigi bilinmektedir. Bu
nedenle, bu ¢alismanin amaci ilk asamada farkli Xenorhabdus ve Photorhabdus
bakterileri tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin T. urticae' ye kars1 etkisini
petri denemelerinde belirlemektir. ikinci asamada ise; en etkili bakteri
stipernatant(lar)in  saks1 denemelerinde T. urticae iizerindeki etkinlikleri

belirlemek amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Entomopatojen nematodlarla simbiyotik iligkili bakterilerin {irettikleri sekonder
metabolitlerin akarlar {izerindeki etkileri ile ilgili ¢ok smirli sayida literatiir
bulunmaktadir. Bu nedenle bakteri sekonder metabolitlerinin funguslar, bakteriler,
nematodlar, bocekler ve akarlar iizerinde etkilerine iligkin literatiir asagida
Ozetlenmeye galigilmigtir.

2.1. Fungus ve Bakteriler Uzerindeki Etkileri

Chen vd. (1994) Xenorhabdus nematophilus, X. bovienii ve Photorhabdus
luminescens’in irettikleri anti-fungal maddelerin 32 fungus tiirli tizerindeki
etkilerini aragtirmislardir. Bitki patojeni funguslardan Botrytis cinerea,
Ceratocystis ulmi, C. dryocoetidis, Mucor piriformis, Pythium coloratum, P.
ultimum ve Trichoderma pseudokingii’nin gelismesi tamamen inhibe olurken
mikorizal fungus Suillus pseudobrevipes ise hig etkilenmemistir.

Li vd. (1995) Xenorhabdus bovienii’nin irettigi antibiyotikler, indoller ve
dithiolopyrrolonler’in Botrytis cinerea, Phytophthora infestans ve Pythium

ultimum un gelismesini tamamen inhibe ettiklerini bildirmislerdir.

Li vd. (1997) ve Furgani vd. (2008) entomopatojen nematodlarla simbiyotik
iligkili bakteri kiiltiirlerinden biyolojik aktiviteye sahip Xenomins, Xenorxids,
Xenorhabdins, suda ¢6ziiniir Xenocoumacins, Nematophin, Anthrakinonlar gibi
sekonder metabolitler tespit etmiglerdir. Bu bilesliklerin in vitro olarak gram
pozitif bakterilere ve mantarlara kars1 aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Hazir vd. (2016a) arkli Xenorhabdus ve Photorhabdus bakteri stipernatantlarini
bitki patojenleri Fusicladium carpophilum, F. effusum, Monilinia fructicola,
Glomerella cingulata ve Armillaria tabescens iizerinde test etmislerdir.
Xenorhabdus bakterilerinin Photorhabdus’lara gore ¢ok daha etkili antifungal
metabolit trettiklerini ve Xenorhabdus tiirleri arasinda da etkinlik bakimindan
patojen tiiriine bagli olarak 6nemli farkliliklar oldugunu belirlemislerdir.



2.2. Nematodlar Uzerindeki Etkileri

Hu vd. (1999) Photorhabdus luminescens bakteri kiiltiiriinden elde edilen indole
ve 3,5 dihidroxy-4 izopropylstilben metabolitlerinin Aphelenchoides rhytium ve
Bursaphelenchus spp. nematodlarinin 4. dénem juvenillerini ve erginlerini %100
oraninda 6ldiirdiigiinii tespit etmisierdir.

2.3. Bocekler Uzerindeki Etkileri

Mclnerney vd. (1991) entomopatojen nematodlarla iligkili bakterilerin iirettikleri
Xenorhabdin-2’nin  Heliothis ~ punctigera  larvalarmma  karst  etkinligini
aragtirmiglardir. Xenorhabdin-2’nin larva beslenmesini engelleyerek %2100 oranda
O0lim meydana getirdigi ve hayatta kalan larvalarda da agirlik kaybina neden
oldugu tespit edilmistir.

Ansari vd. (2003) entomopatojen nematodlarla iligkili simbiyotik bakteriler
Photorhabdus luminescens, Xenorhabdus bovienii ve Xenorhabdus poinarii’ nin
Hoplia philanthus (Coleoptera: Scarabaeidae) ve Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae) larvalar1 iizerindeki etkinliklerini arastirmiglardir. P.
luminescens ve X. bovienii, her iki larvayr da 72 saat sonra %100 oraninda
Oldiirmiistiir. Xenorhabdus poinarii ise her bocek tiiriinde daha diisiik 6liime neden

olmustur.

Mohan vd. (2003) entomopatojen nematod Heterorhabditis indica ile simbiotik
yasayan Photorhabdus luminescens’ in Lahana kelebegi, Pieris brassicae larvalar
iizerindeki etkileri tarla kosullarinda arastirmiglardir. Uygulamadan 24 saat sonra
larvalarda % 100 6liim meydana geldigi bildirilmigtir.

2.4. Akarlar Uzerindeki Etkileri

Bussaman vd. (2006) Photorhabdus ve Xenorhabdus’larin mantar akari,
Luciaphorus sp. (Acari: Pygmephoridae) iizerindeki etkilerini arastirmislardir.
Anti-fungal madde iirettikleri de bilinen bu bakterilerden 21 tanesinin mantar,
Lentinus squarrosulus’un misel gelisimini etkiledigi saptanmustir. Daha sonra
uygulanan sekiz bakteri tiiriniin hiicresiz siipernatantlari mantar gelisimini
olumsuz yonde etkilemedigi belirlenmis ve bu bakterilerin akarlar {izerinde 24-48
saat i¢inde Oliim meydana getirdikleri saptanmuistir. Photorhabdus luminescens
ssp. laumondii’nin iki susu (GPS12 ve GPS11), 48 saat i¢inde akarlarda %90-95



oraninda 6lim meydana getirerek test edilen sekiz bakteri iginde en etkilisi
olmuglardir. Bu c¢alisma, entomopatojen bakteriler ~Photorhabdus ve
Xenorhabdus’larmn akarisidal aktiviteleri tizerine ilk kayittir.

Bussaman vd. (2009)’nin yaptiklar1 baska bir ¢aligmada alti bakteri tiiriiniin (P.
luminescens (P1), X. nematophila (X1), X. nematophila (X2), X. bovienii (X3), X.
poinarii (4) ve Xenorhabdus sp. (5)) mantar akari Lentinus perniciousus iizerine
etkilerini aragtirmiglar ve tiim simbiyotik bakterilerin mantar akar1 L. perniciousus
disilerine karsi dogrudan toksik oldugunu bildirmislerdir. Lentinus perniciousus
disilerinin maksimum o6lim oram (sirasiyla % 85 ve % 83), akarlarin X.
nematophila (X1) ve P. luminescens'in (P1) bakteri kiiltiirleriyle muamele
edilmesinden ti¢ giin sonra saptanmustir. Xenorhabdus nematophila (X1) bakteri
kiiltiiriiniin  akarlarda olusturdugu Olim oranmin doza bagh olarak arttig:
belirtilmigtir. Xenorhabdus nematophila (X1)’nin en yiiksek konsantrasyonu
(1x10° hiicre/ml) disi akarlarda %85 6liim oraniyla en yiiksek etkiyi gosterirken,
en diisiik konsantrasyonu (1x10* hiicre/ml) ise %40’lik en diisik 6lim oranin

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 aragtirmiglardir. Xenorhabdus sp. (X1)’nin hiicre
siispansiyonu (1x10® hiicre/ml) %82.5 oraminda akar &liimiine neden olmustur.
Bakteri kiiltiirlerinin yasi ile akarlarda meydana getirdikleri 6liim orami degismis,
iki giinliik kiiltiirde %382.5, li¢ glnlik kiltirde ise %74.17 Olim oram
goriilmiistiir. Bunlara ilave olarak bakteri kiiltiirii 30 °C yetistirildiginde akarlarda
oliim orani %83.33 olmustur. Xenorhabdus sp. (X1)’in hiicreleri uzaklastirilarak
elde edilen siipernatanti uygulandigmnda %90.83 oOlime neden olmustur. X1
kiiltiirinlin iki ve ii¢ glinlik hiicresiz siipernatantlari sirasiyla %87.5 ve %78.33
Olime neden olmustur. Xenorhabdus sp. (X1) bakteri siipernatanti L.
perniciosus‘un dogurganligini 6nemli derecede azaltmistir. Sonugta test edilen tim
simbiyotik bakterilerin akarisidal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
Xenorhabdus sp. (X1)’nin hem bakteri hiicresi igeren silispansiyonu hem de
hiicreleri uzaklastirilmis siipernatantinin akarisidal etkisinin oldugu ve kiiltiir
mantarinda zararli akarlarin miicadelesinde potansiyel olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir.



Bussaman vd. (2012) Tayland’da mantar akari Luciopharus sp.’ye Kkarsi
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 6limi (% 89) hem de
diisiik {iremeye (41 yumurta/disi) neden olmustur. Icerisinde bakteri hiicrelerinin
bulundugu siispansiyon hiicresiz siipernatanta gore daha diisiik etkili bulunmustur.
Xenorhabdus stokiae‘nin ham hiicre ekstrati uygulamasi ise etkisiz bulunmustur.

Namsena vd. (2016) Luciaphorus perniciosus’un miicadelesinde Xenorhabdus
stockiae PB09’nin biyoformiilasyonu iizerinde yaptiklari calisma sonucunda
islanabilir toz (WP), likid konsantrasyon (LC) ve sivi siipernatantin sirasiyla
%90,25 , %86.5, %92.78 gibi yiiksek oranda akarisidal etki gosterdigini
bildirmislerdir. Tiim formiilasyonlardaki akarisidal aktivite ve canli hiicre miktart
dikkate alindiginda, 4 °C de depolamanin oda sicakligina goére daha uygun oldugu
saptanmigtir. Sonug olarak hem WP hem LC formiilasyonlarinin akarlarin
miicadelesinde kullanabilecegi ortaya konmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Uretimi

Tetranychus urticae iiretiminde ve laboratuvar ¢alismalarinda kullanilmak amaci
ile g¢aligmalar siiresince fasulye (Phaseolus vulgaris cv. barbunia) iiretimi
yapilmistir. Bitki tiretimi, i¢cinde orman topragi bulunan 15 cm boyunda ve 15 cm
capindaki saksilarda gergeklestirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Fasulye yetistirmek i¢in kullanilan saksilar

Ekilen fasulye tohumlarmin g¢imlenmesinden sonra bitkiler ilk 5-6 yaprak
olusumuna kadar temiz iklim odasinda biiylitiilmiis ve daha sonra Tetranychus
urticae tretimi i¢in bir bagka iklim odasina alinmustir (Sekil 3.2). Konukgu bitki
tiretimi 25+2°C sicaklik ve %60+10 orantili nem kosullarinda 16 saat aydinlatmali
iklim odalarinda gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.2. Uretilen fasulye bitkileri

3.2. Tetranychus urticae Uretimi

Aydin' daki ¢ilek tarlalarindan toplanan Tetranychus urticae konukgu bitki tiretimi
yapilan iklim odasi ile ayn1 6zellikleri tasiyan bir bagka iklim odasina alinmig ve
iretimi gerceklestirilmistir. Bu amacgla 5-6 yapraga ulasan fasulye bitkileri T.
urticae tiretim odasina alinmig ve tizerinde zararlinin degisik donemleri bulunan
fasulye yapraklari ile bulastirilmistir. Belirtilen yontem kullanilarak ¢aligmalar
sliresince kesintisiz olarak T .urticae tiretimi yapilmigtir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Tetranychus urticae ile bulastirilmis fasulye bitkileri
3.3. Xenorhabdus ve Photorhabdus Bakterilerinin Elde Edilmesi

Caligmada kullanilan bakteri tiirleri ve iliskili olduklari entomopatojen nematodlar
Cizelge 3.1°de verilmistir:

Cizelge 3.1. Steinernema ve Heterorhabditis tiirleri ve iliskili olduklar1 bakteriler

Nematod tiirii izolat Bakteri tiirii

Steinernema rarum 17c+e Xenorhabdus szentirmaii
Steinernema carpocapsae Rize Xenorhabdus nematophila
Steinernema feltiae 09-38 Xenorhabdus bovienii
Steinernema riobrave 7-12 Xenorhabdus cabanillasi
Heterorhabditis bacteriophora | 09-20 Photorhabdus luminescens
Heterorhabditis megidis Davis Photorhabdus temperata

Bu bakterilerin tamami Adnan Menderes Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii’nde mevcut bulunan ve tiir teshisleri yapilmis entomopatojen
nematodlardan izole edilmistir. Bu amagla infektif juvenil evre nematodlarla
enfekte edilen son donem Galleria mellonella larvalart kullanilmistir. Enfeksiyon
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baslangicindan 32 saat sonra larvalarin yiizeyleri %70’lik ethanol ile 4 dakika
stireyle steril edilmistir. Steril ince uglu bir igne yardimiyla bacak kokiine girilerek
enfekte larvanin hemosdl sivisi disari ¢ikarilmig ve steril bir 6ze yardimiyla bu sivi
alimarak NBTA (nutrient agar, 0.004% (w/v) triphenyltetrazolium chloride ve
0.025% (w/v) bromothymol blue) besi ortamina aktarilmstir (Sekil 3.4) (Akhurst,
1980; Kaya ve Stock, 1997). Simbiyotik bakterilerin aktarildigt NBTA ortami bu
bakterilerin optimum iireme sicakligi olan 28°C’de 48 saat siireyle inkiibasyona
tabi tutulmustur (Akhurst ve Boemare, 1990). Saf kiiltiir olarak izole edilen
simbiyotik bakteriler Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco) ortaminda 28°C’de, 150
rpm’de 24 saat boyunca iiretilmis ve %20 oraninda gliserol ilave edilerek 2 ml’lik
cryo tiipler igerisinde -80 °C’lik derin dondurucularda stok olarak saklanmigtir
(Boemare ve Akhurst, 2006).

Sekil 3.4. Kadavradan elde edilen bakterilerin NBTA planklarina ekimi
3.4. Bakteri Sekonder Metabolitlerinin Uretilmesi

Kullanilacak bakteriler -80°C’den alindiktan sonra NBTA ortamina ekimleri
yapilarak koloni morfolojileri, mikroskobik incelemeler ve katalaz testlerinin
ardindan steril edilmis siv1 besi ortami olan Nutrient Broth (NB) ortamima 1x10°
hiicre/ml olacak sekilde aktarilmis, 28°C’de ve 150 rpm’de 120 saat siireyle
uretilmistir (bu bakterilerin en fazla sekonder metaboliti 120 saat sonunda
irettikleri bilinmektedir) (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Sekonder metabolitlerin bulundugu bakteri siipernatanti

Icerisinde sekonder metabolitlerin bulundugu bu bakteri siipernatantlari
deneylerde kullanilmadan once bakteri hiicrelerinden armdirilmigtir. Bunun igin
bakteri siipernatantinin tamami 50 ml’lik steril falcon tiiplerine aktarilmustir (Sekil
3.6). Daha sonra 20000 rpm’de ve 4°C’de 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir
(Ng ve Webster, 1997; Gulcu vd., 2012) (Sekil 3.7).

Sekil 3.6. Bakteri siipernatantlarinin steril falkon tiiplere aktarilmasi

Santrifiij sonrasi iistte kalan siipernatantlar pipet yardimiyla toplanarak yeni bir
tiipe aktarilmustir. Elde edilen bu siipernatantlarin igerisinde herhangi bir bakteri
hiicresi kalmadigindan emin olmak igin toplanan siipernatantlar Millipore ™ filtre
(0,22 um) diizeneginden gegirilmistir.
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Sekil 3.7. Bakteri siipernatantlarinin santrifiijlenmesi

Elde edilen bu siipernatantin hiicre igermediginden emin olmak icin 0.1 ml filtre
edilmis siipernatant NBTA (nutrient agar, 0.004% (w/v) triphenyltetrazolium
chloride ve 0.025% (w/v) bromothymol blue) besi ortamina ekim yapilarak kontrol
edilmistir (Hazir vd., 2016b) (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Bakteri hiicreleri uzaklastirilmis siipernatantlar
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3.5. Bakteri Sekonder Metabolitlerinin Tetranychus urticae’nin Farkl
Biyolojik Dénemleri Uzerindeki Etkinlikleri

3.5.1. Petri Denemeleri

Bakterilerin iirettigi sekonder metabolitlerin Tetranychus urticae iizerindeki
etkinliklerini belirlemek amaciyla, ¢alismalar 25+1 °C sicaklik ve %70+5 orantili
neme sahip iklim odasinda yiriitilmiistiir. Petrilere (15 cm c¢apinda) Once
nemlendirilmis pamuk konulmus, sonra fasulye yapragi alt yiizii yukarn gelecek
sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.9). Yapragin uzun siire canliligini siirdiirebilmesi
i¢in sap kismi pamuk igerisine batirilmigtir.

Sekil 3.9. Calismalarda kullanilmak iizere hazirlanmis petriler

Daha sonra 7. wurticae’ nin yumurta, larva, protonimf, deutonimf, ergin disi ve
ergin erkek bireyleri ayr1 ayri ve her petriye 20 birey olacak sekilde ince uglu firca
yardimiyla yerlestirilmistir (Sekil 3.10). Denemelerde kullanilacak olan T.
urticae nin ayn yasta farkli biyolojik donemlerini elde etmek amaciyla yaprak
adaciklar1 iizerine 25 adet 7. wrticaenin ergin disi bireyleri aktarilmstir.
Yirmidort saat sonra ortamdan ergin disi bireyler uzaklastirilmistir. Bu sekilde
ayni yasta T. wurticae nin farkli biyolojik donemleri (yumurta, larva, protonimf,
deutonimf, ergin dis ve ergin erkek) elde edilmistir.
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Sekil 3.10. Kiiltiirden petrilere kirmizi 6riimcek aktarilmasi

Yapraklara icerisinde bakterilerin trettigi sekonder metabolitler bulunan
stipernatant el spreyi yardimiyla puiskiirtiilmiistiir (2.5 ml/petri). Piiskiirtmeden 2, 5
ve 7 giin sonra canli ve 6li birey sayilart kaydedilmistir. Pozitif kontrol olarak
petrilere ayn1 miktarda steril NB piiskiirtiilmistiir. Calisma 7. urticae’'nin her bir
biyolojik doneminde (yumurta, larva, protonimf, deutonimf, ergin disi ve ergin
erkek) ayr1 ayri olmak iizere 20 ser tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Denemeler
farkli zamanlarda 4 kez tekrarlanmustir.

3.5.2. Saksi Denemeleri

Petri denemelerinde oldugu gibi sakst denemelerinde de fasulye bitkileri
kullanilmigtir. Fasulye iiretimi i¢inde orman topragi bulunan 7 cm boyunda, 5 cm
capindaki saksilarda gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.11. Denemede kullanilan saksilar

Bu deneylerde fasulye iiretim odasindan elde edilen ayni yastaki fasulye bitkileri
kullanilmustir. ki kotiledon yapraga sahip bitkilerin bir yapraklar1 koparilarak her
saksida sadece bir yaprak bulunmasina izin verilmistir (Sekil 3.11). Bu bitkilerin
herbirine Tetranychus urticae kiiltiiriinden elde edilen yumurta, larva, protonimf,
deutonimf, ergin disi ve ergin erkekten 10’ar tane ince uglu fir¢ca yardimiyla
aktartlmistir (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. Kirmiz1 6riimceklerin yapraklara transferi
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Yapraklarin hem alt yiizeyine hemde iist ylizeyine bakteri siipernatantlari el spreyi
yardimiyla piiskiirtiilmiistiir (5 ml/saksi1). Piiskiirtmeden 7 giin sonra canli ve 6lii
birey sayilarn kaydedilmistir. Pozitif kontrol olarak yapraklara ayni1 miktarda steril
NB piskiirtiilmiigtiir. Calisma 5 tekerriirlii olarak farkli zamanlarda 4 kez
tekrarlanmustir.

3.6. istatistiksel Analizler

Veriler Genel Dogrusal Model ile analiz yapilmis ve ortalamalar arasindaki
farkliliklar P=0.05 seviyesinde Tukey testine gore gruplandirilmustir. Istatistiksel
analiz yapmadan Once akarlarin Oliim oranlarina Arcsine transformasyonu
uygulanmigtir (SPSS, 2011).
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4. BULGULAR
4.1. Petri Denemeleri

Tetranychus urticae yumurtalarima uygulanan; Xenorhabdus szentirmaii, X.
nematophila, X. bovienii, X. cabanillasi, Photorhabdus luminescens ve P.
temperata siipernatantlarinin yedi giin sonundaki etki oranlar1 %2.50-4.50 arasinda
degisirken, bakteri slipernatantlari arasinda ve bakteri siipernatantlarinin kontrol
ile arasinda istatistiki a¢idan 6nemli bir fark bulunmamistir (F= 0,915; P>0,05;
Sekil 4.1).
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szentirmaii  nematophila  cabanillasi bovienii temperata  luminescens

Sekil 4.1. Bakteri stipernatantlarinin Tetranychus urticae’nin yumurta dénemine
etkileri

Larvalara kars1 yapilan uygulamalarda, ikinci giinde Xenorhabdus szentirmaii, X.
nematophila, Photorhabdus temperata, P. luminescens, X. cabanillasi ve X.
bovienii siipernatantlar1 sirasiyla %80.12, %71.43, %38.69, %22.72, %?21.00,
%13.45 oraninda 6lim meydana getirmistir. Bakteri stipernatantlari ile kontrol
arasinda istatistiki olarak fark goriilmiistiir. Xenorhabdus szentirmaii en yiiksek
etkiyi gosterirken, X. cabanillasi, X. bovienii ve Photorhabdus luminescens
stipernatantlari en diisiik etkiyi géstermislerdir (F= 88,532; P<0,001; Sekil 4.2A).
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Sekil 4.2. Bakteri siipernatantlarinin Tetranychus urticae’nin larva dénemine
etkileri A) Uygulamadan 2 giin sonra, B) Uygulamadan 5 giin sonra,
C) Uygulamadan 7 giin sonra

Besinci giinde, Xenorhabdus szentirmaii, X. nematophila, X. cabanillasi,
Photorhabdus temperata, P. luminescens, X. bovienii siipernatantlari sirasiyla
%95.24, %91.89, %54.67, %52.40, %34.00, %26.66 oraninda 6liim meydana
getirmistir. Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila arasinda; X. cabanillasi ve
Photorhabdus temperata arasinda; P. luminescens ve X. bovienii arasinda
istatistiksel olarak Onemli fark goriilmemistir. Ancak bu ii¢ grup bakteri
stipernatantlar1 arasinda ve bu bakteri stipernatantlarinin kontrolle arasinda ise
istatistiki olarak fark goriilmiistiir. Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila
slipernatantlar1 sirasiyla  %95.24, %91.89 oliim oranlartyla diger bakteri
slipernatantlarina gore en yiiksek oranda etkili bulunmustur (F= 115,261; P<0,001;
Sekil 4.2B).

Larva uygulamasinin yedinci giin sayimlarinda ise; Xenorhabdus nematophila, X.
szentirmaii, X. cabanillasi, Photorhabdus temperata, P. luminescens, X. bovienii
siipernatantlar1 sirasiyla %98.38, %97.86, %77.11, %62.83, %49.45, %48.24
oraninda 6lim meydana getirmistir. Bakteri siipernatantlari ile kontrol arasinda
istatistiki olarak fark goriilmiistir. X. nematophila ve Xenorhabdus szentirmaii
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stipernatantlart %98.38 ve %97.86 etki oranlartyla uygulamanin yedinci giiniinde
en yiiksek etkiyi gostermislerdir. P. luminescens ve X. bovienii siipernatantlar
%49.45 ve %48.24 6lim oramiyla diger bakteri siipernatantlarina gore daha az
etkili bulunmustur (F= 191,095; P<0,001; Sekil 4.2C).

Protonimflere kars1 yapilan uygulamalarda, ikinci giinde Xenorhabdus szentirmaii,
X. nematophila, X. cabanillasi, Photorhabdus temperata, P. luminescens, X.
bovienii siipernatantlar1 sirasiyla %56.90, %50.84, %30.92, %22.35, %13.07,
%11.35 oraninda 6liim meydana getirmistir. Bakteri siipernatantlari ile kontrol
arasinda istatistiki olarak fark goriilmiistiir. Xenorhabdus szentirmaii siipernatanti
%56.90 Olim oranlariyla uygulamanin ikinci gilinlinde en yiiksek etkiyi
gostermistir. P. luminescens ve X. bovienii sirasiyla %13.07 ve %11.35 6liim
oraniyla diger bakteri siipernatantlarina gore daha az etkili bulunmustur (F=
80,254; P<0,001; Sekil 4.3A).
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Sekil 4.3. Bakteri siipernatantlarinin Tetranychus urticae’nin protonimf dénemine
etkileri A) Uygulamadan 2 giin sonra, B) Uygulamadan 5 giin sonra, C)
Uygulamadan 7 giin sonra
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Besinci giinde, Xenorhabdus nematophila, X. szentirmaii, X. cabanillasi,
Photorhabdus temperata, P. luminescens, X. bovienii siipernatantlari sirasiyla
%93.81, %89.80, %64.58, %45.30, %23.33, %23.10 oraninda 6liim meydana
getirmistir. Bakteri siipernatantlart ile kontrol arasinda istatistiki olarak fark
goriilmiistir.  Xenorhabdus  nematophila ve  Xenorhabdus szentirmaii
stipernatantlar1 %93.81 ve %89.80 6liim oranlariyla uygulamanin besinci giiniinde
en yliksek etkiyi gostermistir. P. luminescens ve X. bovienii siipernatantlar
sirastyla %23.33 ve %23.10 olim oraniyla diger bakteri siipernatantlarina gore
daha az etkili bulunmustur (F= 159,238; P<0,001; Sekil 4.3B).

Protonimf uygulamasinin yedinci giiniinde ise; Xenorhabdus nematophila, X.
szentirmaii, X. cabanillasi, Photorhabdus temperata, X. bovienii, P. luminescens
siipernatantlar1 sirastyla %96.04, %94.73, %80.37, %59.56, %31.91, %30.69
oraninda 6lim meydana getirmistir. Bakteri siipernatantlar1 ile kontrol grubu
arasinda istatistiki olarak fark goriilmistir. Xenorhabdus nematophila ve X.
szentirmaii %96.04 ve %94.73 etki oranlartyla uygulamanin yedinci giiniinde en
yiiksek etkiyi gostermislerdir. X. bovienii ve P. luminescens arasinda istatistiksel
olarak Onemli fark goriilmemis ve bu siipernatantlar %31.91, %30.69 Olim
oranlartyla diger bakteri siipernatantlarina gore daha az etkili bulunmustur (F=
235,182; P<0,001; Sekil 4.3C).

Deutonimflere karsi yapilan uygulamalarda, ikinci giinde Xenorhabdus
nematophila, X. szentirmaii, Photorhabdus temperata, X. cabanillasi, P.
luminescens, X. bovienii silipernatantlar1 sirasiyla %44.45, %38.37, %28.73,
%25.89, %20.17, %19.04 etki oraninda O6lim meydana getirmistir. Bakteri
siipernatantlar1 ile kontrol arasinda istatistiki fark oldugu goriilmistiir.
Xenorhabdus nematophila, X. szentirmaii siipernatantlar1 %44.45 ve %38.37 etki
oranlartyla uygulamanin ikinci gilinlinde en yliksek etkiyi gostermistir.
Photorhabdus luminescens ve X. bovienii siipernatantlar1 %20.17 ve %19.04 6lim
oranlartyla diger bakteri siipernatantlarina gore daha az etkili bulunmustur (F=
20,559; P<0,001; Sekil 4.4A).

Uygulamanin besinci giiniinde Xenorhabdus nematophila, X. szentirmaii,
Photorhabdus temperata, X. cabanillasi, X. bovienii, P. luminescens
siipernatantlar1 sirastyla %80.89, %77.21, %55.92, %47.93, %39.73, %33.08
oraninda 6lim meydana getirmistir. Bakteri siipernatantlar1 ile kontrol arasinda
istatistiki fark oldugu belirlenmistir. Xenorhabdus nematophila, X. szentirmaii
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stipernatantlar1 %80.89 ve %77.21 etki oranlariyla en yiiksek etkiyi gostermistir.
Xenorhabdus bovienii ve P. luminescens siipernatantlari sirasi ile %39.73, %33.08
etki oraniyla diger bakteri siipernatantlarina gére daha az etkili bulunmustur (F=
89,070; P<0,001; Sekil 4.4B).

Deutonimf uygulamasinin yedinci giiniinde ise; Xenorhabdus szentirmaii, X.
nematophila, Photorhabdus temperata, X. cabanillasi, X. bovienii, P. luminescens
slipernatantlar sirasiyla %692.41, %91.81, %62.94, %59.72, %49.98, %41.74 etki
oraninda 6liim meydana getirmistir. Bakteri siipernatantlart ile kontrol arasinda
istatistiki olarak fark goériilmiistiir. Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila
slipernatantlar1 %92.41 ve %91.81 oranlariyla en yiiksek etkiyi gostermislerdir. P.
luminescens stipernatant1 %41.74 6lim oraniyla diger bakteri siipernatantlarma
gore daha az etkili bulunmustur (F= 145,093; P<0,001; Sekil 4.4C).
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Sekil 4.4. Bakteri siipernatantlarinin Tetranychus urticae’nin deutonimf dénemine
etkileri A) Uygulamadan 2 giin sonra, B) Uygulamadan 5 giin sonra, C)
Uygulamadan 7 giin sonra

Ergin erkeklere karsi yapilan uygulamalarda ikinci giinde, Xenorhabdus
szentirmaii, X. nematophila, X. cabanillasi, X. bovienii, Photorhabdus temperata,
P. luminescens siipernatantlar1 sirasiyla %85.72, %73.42, %67.96, %56.72,
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%55.88, %49.87 oraninda 6lim meydana getirmistir. Bakteri siipernatantlar1 ile
kontrol arasinda istatistiki olarak fark goriilmiistiir. Xenorhabdus szentirmaii
slipernatant1 %85.72 oran ile en yiiksek etkiyi géstermistir. Xenorhabdus bovienii,
Photorhabdus temperata ve P. luminescens siipernatantlar1 arasinda da istatistiksel
olarak bir fark goriilmemis ve sirastyla %56.72, %55.88 ve %49.87 6lim oraniyla

diger bakteri siipernatantlarina gore en az etkili bulunmustur (F= 75,259; P<0,001;
Sekil 4.5A).
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Sekil 4.5. Bakteri siipernatantlarinin Tetranychus urticae’nin ergin erkek
donemine etkileri A) Uygulamadan 2 giin sonra, B) Uygulamadan 5
giin sonra, C) Uygulamadan 7 giin sonra

Besinci giinde, Xenorhabdus szentirmaii, X. nematophila, X. cabanillasi,
Photorhabdus temperata, P. luminescens, X. bovienii siipernatantlar1 sirasiyla
%98.34, %96.81, %92.44, %86.14, %78.08, %77.62 oraninda &lim meydana
getirmistir. Bakteri siipernatantlar1 ile kontrol grubu arasinda istatistiksel agidan
fark oldugu tespit edilmistir. Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila
siipernatantlart %98.34 ve %96.81 oran ile en yiiksek etkiyi gostermistir. P.
luminescens, X. bovienii siipernatantlari sirast ile %78.08, %77.62 etki oraniyla

diger bakteri siipernatantlarina goére en az etkili bulunmustur (F= 171,885;
P<0,001; Sekil 4.5B).
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Yedinci giinde ise; Xenorhabdus nematophila, X. szentirmaii, X. cabanillasi,
Photorhabdus luminescens, X. bovienii, P. temperata siipernatantlari sirasiyla
%100.00, %99.71, %95.81, %92.92, %92.56, %92.03 etki oraninda 6liim meydana
getirmistir. Bakteri siipernatantlar1 ile kontrol arasinda istatistiki olarak onemli
fark goriilmistiir. Xenorhabdus nematophila ve X. szentirmaii siipernatantlari
%100.00 ve %99.71 81 oran ile en yiiksek etkiyi gostermislerdir (F= 164,616;
P<0,001; Sekil 4.5C).

Ergin disilere kars1 yapilan uygulamalarda, ikinci giinde, Xenorhabdus szentirmaii,
X. nematophila, X. cabanillasi, Photorhabdus luminescens, P. temperata, X.
bovienii siipernatantlar1 sirasiyla %46.62, %40.42, %35.72, %30.85, %25.51,
%18.28 oraninda 6liim meydana getirmistir. Bakteri siipernatantlari ile kontrol
arasinda istatistiki olarak onemli fark goriilmistiir. Xenorhabdus szentirmaii
slipernatanti  %46.62 oran ile en yiiksek etkiyi gostermistir. X. bovienii
stipernatanti %18.28 ile diger bakteri siipernatantlarina gore daha az etkili
bulunmustur (F= 24,285; P<0,001; Sekil 4.6A).
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Sekil 4.6. Bakteri siipernatantlarinin Tetranychus urticae’nin ergin disi dénemine
etkileri A) Uygulamadan 2 giin sonra, B) Uygulamadan 5 giin sonra, C)
Uygulamadan 7 giin sonra



27

Uygulamanin besinci giiniinde, Xenorhabdus szentirmaii, X. nematophila, X.
cabanillasi, Photorhabdus luminescens, P. temperata, X. bovienii siipernatantlari
sirastyla %79.14, %70.20, %56.61, %45.82, %39.47, %34.62 oraninda Olim
meydana getirmistir. Bakteri siipernatantlar1 ile kontrol grubu arasinda istatistiki
olarak onemli fark gorilmistir. Xenorhabdus szentirmaii siipernatanti %79.14
etki oram ile uygulamanin besinci gilinlinde en yiiksek etkiyi gostermistir.
Xenorhabdus bovienii ve P. temperata siipernatantlari sirasiyla %34.62 ve %39.47
oliim oraniyla diger bakteri siipernatantlarina gore daha az etkili bulunmustur (F=
75,200; P<0,001; Sekil 4.6B).

Yedinci giinde ise; Xenorhabdus szentirmaii, X. nematophila, X. cabanillasi,
Photorhabdus luminescens, P. temperata, X. bovienii siipernatantlari sirasiyla
%93.32, %90.50, %69.42, %55.58, %51.28, %46.28 oraninda Oliim meydana
getirmistir. Bakteri stipernatantlar ile kontrol arasinda istatistiki ag¢idan Gnemli
fark oldugu belirlenmistir. Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila
stipernatantlart %93.32 ve %90.50 6liim oranlariyla uygulamanin yedinci giiniinde
en yiiksek etkiyi gostermislerdir. Photorhabdus luminescens, P. temperata ve X.
bovienii siipernatantlar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark goriilmemistir ve bu
¢ bakteri siipernatantlart digerleri ile Kkarsilastirildiginda en az etkiyi
gostermislerdir (F= 105,402; P<0,001; Sekil 4.6C).

4.2. Saks1 Denemeleri

Petri denemelerinde en etkili bulunan Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila
siipernatantlart  Tetranychus wurticae’nin tim donemlerinin (yumurta, larva,
protonimf, deutonimf ve ergin) bulundugu saksilara uygulanmasindan yedi giin
sonra ortamda saptanan canli birey sayilart Sekil 4.7 de goriilmektedir. Deneme
baslangicinda T. urticae’nin 10 yumurta ve 50 hareketli dénemi (larva, protonimf,
deutonimf, ergin disi ve erkek) yaprakta bulunurken bakteri siipernatantlari
uygulanmis ve uygulamadan yedi giin sonra X. szentirmaii, X. nematophila, X.
szentirmaii & X. nematophila karisimi ve kontrolde sirastyla 26.5, 27.0, 27.9 ve
119.8 yumurta ve 40.6, 43.7, 39.9 ve 116.0 hareketli donem elde edilmistir. Hem
yumurta sayilari hem de hareketli donem sayilari dikkate alindiginda bakteri
siipernatantlar1 ile kontrol arasinda istatistiki olarak onemli fark goriilmiistiir
(yumurta, F= 581,542; P<0,001; hareketli donem F= 516,988; P<0,001; Sekil 4.7).
Ancak bakteri stipernatantlar1 arasinda istatistiki olarak 6nemli fark gériilmemistir.
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Sekil 4.7. Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila siipernatantlarinin
Tetranychus urticae’nin farkli biyolojik donemleri tizerindeki etkileri
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5. TARTISMA VE SONUC

Literatiirde Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterilerinin hem hiicre ihtiva eden
hem de hiicrelerindan arindirilmig siipernatantlarinin  bazi  boceklere; Pieris
brassicae (Lahana kelebegi) (Abdel-Rezak, 2003) ve Plutella xylostella (Lahana
yaprak giivesi) (Mohan vd., 2003) ve bir akar tiiri Luciaphorus pernisiosus
(Mantar akar1) (Bussaman vd., 2006, 2009, 2012; Sobanboa vd., 2009)’ne kars1
toksik olduklart bildirilmistir. Xenorhabdus ve Photorhabdus siipernatantlarinin
Tetranychus urticae ya da mantar akari disinda diger akar tiirlerine karsi
etkinlikleri ilgili bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada yiiritiilen petri denemeleri sonucunda Xenorhabdus szentirmaii, X.
nematophila, X. bovienii, X. cabanillasi, Photorhabdus luminescens ve P.
temperata bakterilerinin hiicrelerinden armdirilmis siipernatantlari T. urticae’nin
hareketli donemleri (larva, protonimf, deutonimf, ergin) iizerinde %30,69 ile
%100,00 arasinda etkili bulunmustur. Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila
stipernatantlar1 T. urticae’nin hareketli donemleri tizerinde %90’1n tizerinde 6lim
meydana getirmis ve diger bakteri siipernatantlari ile karsilastirildiginda en yiiksek
etkiyi gostermiglerdir. Bussaman vd. (2006) mantar akar1 Luciaphorus sp.’un disi
bireyleri iizerinde Photorhabdus luminescens ssp. laumondii (GPS12)’nin bakteri
kiiltiirinlin %76 ve hiicreler uzaklastirildiktan sonra elde edilen siipernatantin da
%90 oraninda etkili oldugunu belirlemislerdir. Sobanboa vd. (2009) alt1 simbiyotik
bakteri Xenorhabdus sp. (X1), X. nematophila (X2), X. poinarii (X3),
Xenorhabdus sp. (X4), Photorhabdus luminescens (P1) ve P. akhurstii (P2)’nin
mantar akar1 Luciaphorus sp.’un disi bireyleri tizerinde etkinligini arastirdiklar
calismada, Xenorhabdus sp. (X1) hiicre igeren siipernatantinin %82,5 akar
6liimiine neden oldugunu saptamiglardir. Bussaman vd. (2009) P. luminescens
(P1), X. nematophila (X1), X. nematophila (X2), X. bovienii (X3), X. poinarii (4),
Xenorhabdus sp. (5)’nin bakteri kiiltiirlerinin mantar akar1 L. perniciousus disileri
tizerinde etkinligini arastirdiklart ¢alismada X. nematophila (X1) ve P.
luminescens (P1)’ in sirasiyla %85 ve %83 6lim oranlartyla ile en yiiksek etkiyi
gosterdigini belirlemiglerdir. Bussaman vd. (2012) Xenorhabdus stokiae'nin PB09
izolatinin hiicresiz stipernatantinin mantar akari (Luciaphorus sp.)’na karst %89

6liim meydana getirdigini bildirmislerdir.

Xenorhabdus ve Photorhabdus siipernatantlarinin Mantar akari L. perniciousus
disilerine etkinligi ile ilgili yiiriitiilen ¢aligmalarda; bakteri tiirii ve/veya irkina gore
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etkinligin degistigi, hiicresiz slipernatantlarin hiicreli siipernatantlara gore daha
etkili oldugu, optimum sicaklikta (28-30°C) gelistirilen bakteri kiiltiiriiniin diisiik
ve yiiksek sicakliktakilere gore daha etkili oldugu, 2-3 giinliik bakteri kiiltiiriintin 1
ve 4-5 ginliik kiiltiire gore daha etkili oldugu, bakteri dozu (en yiiksek: 1x10°
hiicre/ml) arttik¢a etkinin arttig1, akar dogurganligi ve meydana gelen disi yavru
sayisinda azalmaya neden oldugu bildirilmektedir (Bussaman vd., 2006, 2009,
2012; Sobanboa vd., 2009).

Mevcut c¢alismada kullanilan hiicrelerinden armndirilmig 6 bakteri siipernatanti,
bitkilerde herhangi bir toksik etki yaratmamistir. Ancak Bussaman vd. (2006)
mantar akari (Luciaphorus sp.)’na karsi kullanilan 21 adet Photorhabdus ve
Xenorhabdus susundan 13 tanesinin mantarin misel gelisimini engelledigini
bildirmislerdir.

Yirittigiimiiz ¢alismada T. urticae’nin  hareketli donemlerinin  bakteri
stipernatantlarindan farkli diizeylerde etkilendikleri ve ergin disiden larvaya dogru
gittikce etkinin arttifi  belirlenmistir. Benzer sekilde akarisitler de
Tetranychus’larin ergin 6ncesi donemlerini ergin disilerle karsilastirildiginda daha
fazla etkiledigi/oldiirdiigii bilinmektedir (Jeppson vd., 1975). Farkli olarak,
Bugeme vd. (2014) ve Dogan vd. (2017) entomopatojen funguslar (EPF)’in T.
urticae’nin ergin donemlerinin nimf ve larva donemlerine gore fungal enfeksiyona
daha hassas oldugunu belirlemislerdir. EPF’lerin disi akarlar1 daha fazla etkiledigi
ile ilgili olarak 1) akarin her bir déneminin kutikula kalinliklarinin farkliligi, 2)
ergin Oncesi donemlerin sik deri degistirmeleri 3) akarlarin gen¢ donemlerinin
daha kiiciik olmas1 ve buna bagli olarak da sinirli alanda hareket ettikleri igin
yiizeydeki konidi ile bulagma ihtimalinin diisiik olmas1 gosterilmektedir (Bugeme
vd., 2014; Dogan vd., 2017).

Mevcut caligmada Xenorhabdus szentirmaii, X. nematophila, X. bovienii, X.
cabanillasi, Photorhabdus luminescens ve P. temperata siipernatantlar1 T. urticae
yumurtalarinda %2.50-4.50 O6lim oran1 ile etkisiz bulunmuslardir. Bakteri
siipernatantlar1 ile kontrol arasinda istatistiki a¢idan onemli bir fark olmadigi
gortilmiistir. Benzer sekilde Dogan vd. (2017) EPF’larin T. urticae yumurtalarina
kars1 etkinligini ¢ok diisiik bulmuslardir. Ulkemizde ruhsath bircok akarisit, ergin
ve ergin Oncesi donemlere etkiliyken, yumurtalara etkisizdir. Bunda yumurtay1

¢evreleyen chorion’un kalinligimin 6nemli olabilecegi diigsiiniilmektedir.
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Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterilerinin bulunduklari ortam igerisine yiiksek
derecede virulent insektisit ozelligi olan toksinleri (toksin kompleksleri)
salgiladiklar1 bildirilmistir (Jarrett vd., 1997; Bowen vd., 1998; ffrench-Constant
ve Bowen, 2000). Xenorhabdus bakterileri bocek oldiiriicii olarak XaxA, XaxB,
Tcc toksin komplekslerini iiretirken, Photorhabdus bakterileri Tca, Tcb, Tcc, Tcd,
PirA ve PirB toksin komplekslerini {iretmektedir. Ayrica Xenorhabdus bakterileri
tarafindan yine bocek oldiiriicii olarak Xenematide, Xenorhabdin II, Xenortide
A.B ve Xenorxide LII de tiretilmektedir (Lewis vd., 2015). Hem bizim hem de
diger arastirmacilarin yapmis olduklar1 ¢aligmalarda Xenorhabdus bakteri
sekonder metabolitlerinin Photorhabdus bakteri sekonder metabolitlerine goére
akarlara kars1 daha etkili oldugu goriilmiistiir. Sadece Xenorhabdus bakterileri
tarafindan iretilen bu bilesiklerin siipernatantlar1 arasindaki farkta rol oynuyor

olmas1 muhtemeldir.

Stilben’ler normalde bitkiler tarafindan {iretilen basit yapili bilesiklerdir. Ancak
Photorhabdus bakterileri stilben tretttigi bilinen tek bakteri grubudur (Bode,
2009). Stilbenler bocek immiin sistemini engelleyen (Ethylstilben), nematod
oldiiriicti etkisi olan (Hydroxystilben) ve en ¢okta gram pozitif bakterilere kars
(Ethylstilben, Epoxystilben, Hydroxy stilben) etkili antibiyotik &zellikleri olan
multipotent bilesiklerdir (Bode, 2009; Lewis ve Clarke, 2012). Photorhabdus
luminescens bakterilerinin stilbenler disinda baska bocek oOldiiriicii proteinler
irettigi bildirilmistir (Bowen ve Ensign, 1998; ffrench-Constant ve Bowen, 2000;
Au vd., 2004). Ayrica X. nematophila bakterilerinin de bocek 6ldiiriicii proteinler
icerdigi (Morgan vd., 2001) ve bocek bagisiklik faktorlerine karsi aktif oldugu
bilinen proteazlan salgiladigi saptanmistir (Caldas vd., 2002). Cesitli ¢aligmalar
Xenorhabdus sp.’nin  benzilidenaseton (antibakteriyel bilesik), iyodin,
fenetilamidler, indol tiirevleri, ksenorabinler gibi etkili biyoaktiviteler ile,
xenorxides ve xenocoumacins (antibiyotikler) gibi ikincil metabolitler ve drnegin
alkalin proteaz gibi birincil metabolitler iiretip salabilecegi (Morgan vd., 2001;
Caldas vd., 2002; Ji vd., 2004; Mohamed, 2007; Bode, 2009), boylelikle hepsinin
insektisit ve Dbagisiklik sistemini etkileyici olarak rol oynayabilecekleri
disiiniilmektedir (Bussaman vd., 2012).

Yapilan bu c¢alismada petri denemelerinde en etkili bulunan Xenorhabdus
szentirmaii ve X. nematophila siipernatantlarinin T. urticae’nin populasyonda
onemli derece bir azalmaya neden oldugu saptanmustir. Saksi g¢alismalarinin

sonuclari, petri caligmalarinin sonuglarin1 destekler niteliktedir. Sonug olarak
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gerek petri denemeleri gerekse saksi denemeleri Xenorhabdus ve Photorhabdus
(6zellikle Xenorhabdus szentirmaii ve X. nematophila) siipernatantlarinin T.
urticiae gibi ekonomik 6nemi olan bir zararliya kars1 oldukga etkili oldugunu ve
gelecekte biyo-akarisit olarak dogrudan kullanilabilme potansiyellerinin oldugunu
gostermistir. Bakteri siipernatantlarinin bu sekilde dogrudan kullanilmasinin bir
cok avantaj1 olacaktir. Birincisi slipernatant yerine in vitro kosullarda konsantre
edilmis bakteri metaboliti elde etmek olduk¢a uzun ve pahali bir iglevdir, ikincisi
stipernatantin tasinma ve formulasyon gibi problemleri olmayacaktir, tiglinciisii ise
iireticiler tarafindan uygulanmalari son derece kolay olacaktir.

Gelecekte yiiriitiilecek caligmalarla bu bakteri siipernatantlarinda bulunan ve
akarisit etki gdsteren madde(ler)nin tanimlanmasi ve fitotoksik etkilerinin olup
olmadiginin belirlenmesi gerekmektedir.
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