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Bu tez c¢aligmasi, entomopatojen nematodlarin  simbiyotik  bakterileri
Photorhabdus ve Xenorhabdus tiirleri arasinda SDF iiretimi ve etkinligi agisindan
farklilik olup olmadiginin ve bu maddenin yapisinin belirlenmesi amaciyla
yapilmistir. Yiriitillen deneyler sonucunda, test edilen yagmacilarin (Tapinoma
madeirense, Gryllus bimaculatus, Blatta lateralis, Squalius pursakensis) farkli
Xenorhabdus tiirleriyle enfekte edilmis kadavralara farkli tepkiler verdikleri
belirlenmistir. Yagmacilar SDF aktivitesi gostermeyen Xenorhabdus ehlersii,
Xenorhabdus beddingii, Xenorhabdus ishibashii, Xenorhabdus doucetiae ile
enfekte kadavralar ile beslenmis, test edilen diger Xenorhabdus tiirleri ile ise
beslenmemistir. Yagmacilar, Photorhabdus luminescens subsp. laumondii,
Photorhabdus luminescens subsp. kayaii, Photorhabdus temperata subsp.
thracensis, Photorhabdus asymbiotica subsp. australis tiirleri ile enfekte
kadavralarin  higbirini  tiiketmemislerdir. Deneyler sonucunda Xenorhabdus
tirlerinde SDF aktivitesi gosteren maddenin Hfg gen bolgesi bagimli ve yiiksek
sicaklikta bozunmayan Pyrrolizixenamide maddesi oldugu belirlenmistir.
Photorhabdus tiirlerinde ise SDF aktivitesi gosteren maddenin farkli bir madde
oldugu tespit edilmistir. Ayrica Xenorhabdus szentirmaii ve Photorhabdus
luminescens subsp. kayaii tiirlerine ait supernatantlarin Aedes aegypti ergin
disilerine kars1 uzaklastirict etkisi oldugu belirlenmistir. Xenorhabdus cabanillasii
bakteriyel supernatantlarinin Ae. aegypti yumurtalarinin agilmasini biiyiik oranda
engelledigi ve larvalarima karsi da onemli Ol¢iide toksik etki gosterdigi
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Scavenger deterrent factor, Xenorhabdus, Photorhabdus,
Aedes aegypti.






ABSTRACT

INVESTIGATIONS ON ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES
AND SCAVENGER DETERRENT FACTOR
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PhD Thesis, Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Selguk HAZIR
2018, 115

This study has been conducted to determine the structure, production and activity
of SDF in different Xenorhabdus and Photorhabdus species. Different scavengers
(Tapinoma madeirense, Gryllus bimaculatus, Blatta lateralis, Squalius
pursakensis) showed different reactions to tested bacterial supernatants or
bacteria-infected cadavers. As a result Xenorhabdus ehlersii, Xenorhabdus
beddingii, Xenorhabdus ishibashii and Xenorhabdus doucetiae showed no SDF
activity but all of the other tested Xenorhabdus and Photorhabdus species had
significant deterrent activity. Also, Xenorhabdus szentirmaii and Photorhabdus
luminescens subsp. kayaii had a significant deterrent effect against the females of
Aedes aegypti. Bacterial supernatants of Xenorhabdus cabanillasi was found to be
highly toxic against Ae. aegypti larvae and had an ovicidal effect against the eggs.
It was shown that SDF is an Hfg dependent, thermostable product. It was found
that all of the Xenorhabdus species (except Xenorhabdus nematophila) that show
SDF activity produce pyrrolizidine alkaloids. Results showed that the compound
shows SDF activity is pyrrolizidine alkaloids in Xenorhabdus species. It was also
revealed that Photorhabdus species produce a different compound responsible for
SDF activity.

Key Words: Scavenger deterrent factor, Xenorhabdus, Photorhabdus, Aedes
aegypti
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1. GIRIS

Glinimiizde gelisen bilim ve teknoloji insanlarin yasam standartlarii artirirken,
gecmis donemlerde biiyiik salginlara neden olan pek ¢ok hastalig1 da etkisiz hale
getirmis veya biiylik Ol¢iide kontrol altina alimmasini saglamistir. Ancak insan
niifusunun hizla artmasi, bir¢ok tilkede aglik ve yetersiz beslenme sebebiyle daha
fazla tarim trinii eldesine yonelik uygulamalar yapilmasina sebep olmustur.
Bununla birlikte, tarimsal iiretimi olumsuz yonde etkileyen pek ¢ok zararh
organizma mevceuttur ve iyi bir iiretim yapabilmek i¢in bunlarla miicadele etme
zorunlulugu vardir. Diinyada her yil ortalama 2 milyon ton pestisit
kullanilmaktadir. Kullanilan pestisitlerin = %47,5’ini  herbisitler, %29,5’ini
insektisitler, %17,5’ini fungusitler, %5,5’ini ise diger pestisitler olugturmaktadir
(De vd., 2014). Kimyasal insektisitler kolay uygulanabilir olmalari, etkilerini
cabuk gostermeleri ve zararlilarin sebep olduklari iiriin kaybint 6nemli 6lgiide
azaltmalar1 sebebiyle tarimsal iiretimde uzun yillardir siklikla kullanilmaktadir.
Tarimin yani sira insektisitler paraziter ve mikrobiyal hastaliklara vektorliik yapan
boceklerle miicadelede de kullanilmaktadirlar. Ancak yaygin olarak kullanilan bu
insektisitler, su ve toprakta kalint1 birikimine, hedef olmayan organizmalarin yok
olmasina, besin zincirinin bozulmasina, zamanla direngli bdceklerin ortaya
¢tkmasina ve bunlarin bir sonucu olarak da bir¢ok bulasici hastalik etkeninin insan
ve hayvanlar arasinda yayilmasina sebep olmaktadir (Wojciech ve Korsten, 2002).
Kimyasal miicadelenin en 6nemli alternatifi biyolojik miicadeledir. Biyolojik
miicadele, en basit haliyle zararli organizmalarin populasyonlarinin baskilanmasi
icin kimyasal pestisitler yerine dogal diigmanlarin kullanilmasidir. Biyolojik
miicadelede hedef kimyasal miicadelede oldugu gibi zararlilar tiimiiyle yok etmek
degil, zararli yogunlugunu ekonomik zarar esiginin altinda tutmak, bdylece sz
konusu zararllarm dogal diismanlarinin dogada stirekliligini saglamaktir.
Biyolojik miicadelenin en Onemli avantaji ¢evre ve insan sagligina olumsuz
etkilerinin olmamasi ve kimyasal insektisitlerin kullanilmasiyla zararli boceklerde
ortaya c¢ikan diren¢ gelisiminin dogal diisman kullaniminda s6z konusu
olmamasidir. (Bartlett, 1964; Johnson ve Tabashnick, 1999). Her ne kadar
giinimiizde kimyasal pestisitler hala yaygin bir sekilde kullanilmaya devam etse
de, son zamanlarda bakteri, fungus, nematod, viriis, feromon ve bitki ekstrakti gibi
pek cok farkli organizma ve madde kullanilarak iiretilen pek ¢ok biyolojik ve



biyoteknik iriin tarim ve ormancilik gibi alanlarda siklikla kullanilmaya
baslanmistir (Ramirez-Lepe ve Ramirez-Suero 2012).

1.1. Biyolojik Miicadele

Biyolojik miicadele; predator, patojen, parazit, rekabet¢i bir organizma veya bir
mikroorganizma tarafindan tretilen bir toksinin kullanilmasiyla hedef organizma
populasyonunun azaltilmas1 yontemidir (Hemingway, 2005). Biyolojik miicadele
klasik, koruma ve ¢ogaltma adi verilen ti¢ farkli sekilde gergeklestirilebilir (Lacey,
2017). Klasik biyolojik miicadelede istilact bir zararliya karsi bu zararlinin
predatdr, parazitoid veya patojenlerinin bagka bir bolgeden toplanarak getirilmesi
ve ortama salinmasi ile bu zararlinin uzun dénem kontroliiniin saglanmasidir.
Koruma odakli biyolojik miicadelede amag zararlinin dogal diigmanlarinin hayatta
kalmalarini saglayacak ¢evre kosullarmi saglamaktir. Cogaltma odakli biyolojik
miicadelede ise esas hedef ortamda var olan dogal diismanlarin prevalansini

artirarak zararlhlarla miicadeleyi saglamaktir (Lacey, 2017).

Biyolojik miicadelede en fazla kullanilan ajanlar (mikrobiyal kontrol ajanlari)
bakteriler, viriisler, funguslar, protozoa ve nematodlar gibi organizmalardir.
Biyoteknik miicadelede ise feromonlar, bitki ekstraktlar1 ve toksinler gibi
bilesikler siklikla kullanilir. Genis spektrumlu kimyasal inseksitisitlerin aksine,
biyolojik miicadelede kullanilan ajanlarin hedef zararliya yiiksek &zgiinliik
gostermesinden dolayi, hedef olmayan organizmalar iizerinde olumsuz etkileri yok

denecek kadar azdir.

Modern biyolojik miicadele ¢aligmalar1 1889 yilinda California’da turunggilleri
etkileyen bir zararlinin predatoriiniin kullanilmasiyla baglamis, 1900’14 yillarin
basinda ise pek ok iilkede sivrisinek larvalariyla miicadelede Gambusia affinis
ad1 verilen predatdr bir balik tiiriiniin kullanilmasiyla popiiler hale gelmistir
(Hemingway, 2005). Biyolojik miicadele ajanlarinin ilk kez ticari preparat haline
getirilmesi ise Fransa’da 1938 yilinda Bacillus thuringiensis’den elde edilen
Sporeine ad1 verilen madde ile baglamistir (Stenhaus, 1949; Davidson, 2012).

Glnlimiizde giderek yayginlasan biyolojik miicadele ¢aligmalar1 daha ¢ok tarimsal
zararli organizmalarin kontrol altina alinmasi i¢in kullanilmaktadir. Omurgali
canlilara pek cok hastalik etmeni organizmayi bulastiran artropod vektorlerin



kontroliinde kullanimlar1 ise tarimsal zararlilara karst kullanimin gerisinde
kalmigtir. Bir¢cok hastalik etmeni organizmaya vektorlik eden en Onemli
artropodlardan birisi sivrisineklerdir. Sivrisineklerle biyolojik miicadelede en
yaygin olarak kullanilan organizma 1975 yilinda tanimlanan Bacillus thuringiensis
subsp. israelensis (Bti) dir. Tarimsal zararlilara kargi kullanilan diger Bacillus
tirlerinden farkli olarak, Bti toksinleri karasinek ve sivrisinek larvalarini da
oldiirmektedir. Bti, 1981 yilindan beri ticari preparat halinde karasinek ve
sivrisineklerin  biyolojik miicadelesinde kullanilmak {izere satilmaktadir.
Sivrisineklere karsi toksik etki gosteren Bacillus sphaericus da Bti gibi ticari
olarak satilmaktadir (Hemingway, 2005).

1.2. Biyolojik Miicadelede Kullanilan Organizmalar
1.2.1. Viriisler

Yapilan aragtirmalarda, en az 16 familyaya ait ¢ok sayida viriis tiiriiniin bocekler
ve diger artropodlarla iligkili oldugu bulunmustur (Miller, 1997; Miller ve Ball,
1998; Possee ve King, 2014). Bu viriisler icerisinde mikrobiyal miicadelede
kullanilmalari i¢in iizerinde en fazla arasgtirma yapilanlar 600’{in {izerinde tiiriiniin
konuk¢u olarak bocekleri kullandigi belirlenen bakiiloviruslerdir (Miller, 1997;
Szewcyk vd., 2006; Cory ve Evans, 2007). Baculovirudae ailesi i¢ginde yer alan 4
cins igerisinde en fazla kullanilanlar Alphabaculovirus [nucleopolyhedrovirus
(NPV)] ve Betabaculovirus [granulovirus (GV)] lerdir (Cory ve Evans, 2007;
Eberle vd., 2012). NPV’ler daha ¢ok lepidopterleri, bunun yani sira dipter,
hymenopter ve crustaceaeleri enfekte ederken; GV’ler ise yalnizca lepidopterleri
enfekte ederler (Miller, 1997; Eberle vd., 2012).

1.2.2. Bakteriler

Ticari olarak iiretilip satilan mikrobiyal miicadele ajanlar1 igerisinde en fazla pazar
payma sahip olan organizmalar bakterilerdir. Ancak pazar payina oranla satilan
bakteri tiir sayisi oldukca azdir. Giinlimiizde ticari preparasyonu yapilip satilan
bakteri tiirleri: Bacillus thuringiensis subspp., Bacillus sphaericus, Serratia
entomophila ve Chromobacterium subtsugae’dir. Bu tiirler diinyada en fazla
kullanilan mikrobiyal pestisitlerdir ve tiim satislarin %50’sini olusturmaktadirlar
(Glare vd., 2012; Lacey vd., 2015). Bacillus thuringiensis uygulamalarinin ¢ogu



tarim {rlinlerindeki lepidopter zararlilarma karsi yapilmaktadir. Bunu orman
zararlilari, karasinek ve sivrsineklere yapilan uygulamalar takip etmektedir. B.
thuringiensis ve B. sphaericus bakterileri parasporal inkliizyonlar i¢inde protein
yapili toksinler irettikleri i¢in sindirim yolu ile alindiklarinda larvisidal etki
gostermektedirler (Lacey, 2017).

1.2.3. Funguslar

Yaklagik 700-1000 aras1 fungus tiiriiniin artropodlarda hastalik yaptigi
bilinmektedir (Goettel vd., 2010; Vega vd., 2012). Boceklerin ve akarlarin
biyolojik miicadelesinde kullanilan funguslarin ¢ogu Hypocreales ve
Entomophthorales takimlar1 igerisinde yer almaktadir. Funguslar, bocekler ve
akarlar icerisinde genis bir konuk¢u dagilimma sahip olmalarinin yani sira
hemipterlere kars1 tek etkili biyolojik miicadele ajani olma 6zelligine sahiptirler.
Ticari preparasyonu yapilan funguslar Hypocreales takimi igerisinde yer alir. Bu
tirlerden bazilari; Beauveria bassiana, Metarhizium spp., Isaria fumosorosea ve
Lecanicillium spp.’dir. Bu tiirler ¢esitli tarim {iriinlerinde kayiplara sebep olan pek
¢ok zararliya kars1 kullanilmaktadir.

1.2.4. Protozoa

Mastigophora, Sarcodina ve Ciliophora gruplarinda yer alan bazi protozoon
tirlerinin bocekleri enfekte ettigi bilinmektedir (Pramer ve Al-Rabiai, 1973). Bu
organizmalarin sadece kiiglik bir boliimii potansiyel biyolojik miicadele ajani
olarak dikkat ¢cekmistir. Boceklerle en fazla iliskili olan protozoon tiirleri Sporozoa
grubu igerisinde yer almaktadir. Bocekleri parazitleyen Sporozoa tiirleri Coccidia,
Haplosporidia, Gregarinia ve Microsporidia igerisinde yer alir. Bunlarin i¢inden
biyolojik miicadelede kullanilma potansiyeli en yiiksek olan tiirler Microsporidia
icerisindedir. Microsporidia tiirlerinin ekonomik olarak dnemli 200’{in iizerinde
bocek tiirlini enfekte ettigi bilinmektedir (Pramer ve Al-Rabiai, 1973).

1.2.5. Nematodlar

Nematodlar dogada ya serbest olarak ya da bitki ve hayvanlarda paraziter olarak
yasarlar. Pek ¢ok nematod tiirii boceklerle foretik, parazitik veya patojenik iligki
igerisindedir (Koppenhofer, 2000). Bugiine kadar boceklerle parazitik iligki

icerisinde olan 33 nematod familyasi tanimlanmistir. Bu familyalarin 7 tanesi



boceklere karsi potansiyel biyolojik miicadele ajani olan tiirleri igerir. Bunlar:
Mermithidae ve Tetradonematidae (Ordo: Stichosomida); Allantonematidae,
Phaenopsitylenchidae ve Sphaerularidae (Ordo: Tylenchida); Heterorhabditidae ve
Steinernematidae (Ordo: Rhabditida) familyalaridir (Koppenhdfer, 2000).
Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyalarma ait nematodlar, toprakta
yasayan zorunlu bdcek patojeni organizmalardir ve bu nedenle entomopatojen
nematodlar (EPN) olarak adlandirilirlar (Georgis vd., 2006). Toprakta yasayan bu
nematodlar bugiine dek Antarktika hari¢ diinyanin biitlin kitalarindan izole
edilmislerdir. (Campos-Herrera vd., 2015). Heterorhabditidae familyasi tiyelerinin
serbest yasayan ve bakteriyle beslenen bir atadan geldigi diisiiniilmektedir (Lewis
ve Clarke, 2012). Yapilan molekiiler calismalar Heterorhabditidae familyasinin,
omurgali parazitlerini iceren Strongylida takimindaki nematodlarla yakin iliskili
oldugunu gdstermistir. Steinernematidae familyasindaki nematodlarin ise serbest
yasayan veya bdceklerle iligkili olan Panagrolaimoidae ve omurgali parazitlerini
iceren Strongyloididae familyas:t ile yakin akraba olduklar1 diistiniilmektedir
(Blaxter vd., 1998). Steinernematidae  familyasinda  Steinernema ve
Neosteinernema olmak {iizere iki cins bulunmaktadir. Heterorhabditidae familyas1
ise sadece Heterorhabditis cinsiyle temsil edilmektedir (Hazir vd., 2003; Kaya vd.,
2006). Steinernema ve Heterorhabditis cinslerine ait nematodlarin konvergent
olarak evrimleserek benzer morfoloji ve yasam Ozellikleri kazandiklan
diigtintilmektedir (Poinar, 1990). Zorunlu bocek patojeni olan EPN’ler, bocek
konukgularint 24-48 saat igerisinde Oldiirmeleri, hedef olmayan organizmalar ve
cevre igin glivenli olmalar1 sebebiyle zararli bocek kontroliinde popiiler hale
gelmis organizmalardir (Gaugler ve Kaya, 2000). Diinyanin birgok farkl
bolgesinde EPN’lerin izolasyonu ve tiir gesitliliginin belirlenmesine yonelik
caligmalar yapilmaktadir. Simdiye kadar Steinernema cinsine ait 100;
Heterorhabditis cinsine ait ise 17 farkli nematod tiirii tanimlanmistir (Giilcii vd.,
2017). Bu iki cinse ait nematodlar klasik, koruma ve gogaltma odakli biyolojik
miicadele ¢aligmalarinda uzun yillardir kullanilmaktadir (Kaya ve Gaugler, 1993;
Grewal vd., 2005; Lacey ve Georgis, 2012).

Entomopatojen nematodlar laboratuvar kosullarinda in vivo ve in vitro olarak
tiretilebilmektedir. Laboratuvar ve kii¢iik ¢apli alan denemeleri i¢in genellikle in
vivo iiretim tercih edilmektedir (Ehlers ve Shapiro-llan, 2005). Entomopatojen
nematod’larin in vivo olarak tretilmesinde genellikle Lepidoptera, Coleoptera ve



Diptera takimlarinda yer alan bdceklerin ergin dncesi donemleri kullanilmaktadir.
Ticari amach kitle {iretim i¢in ise in vitro iretim tercih edilmektedir.
Entomopatojen nematodlar pek ¢ok farkli besiyeri (sivi ya da kati) kullanilarak in
vitro olarak {iretilebilmektedir (McMullen ve Stock, 2014). Bu nematodlarin
kitlesel iiretimi yapildiktan sonra saklama, tasima ve uygulama yapilabilmesi igin
uygun sekilde formiile edilmesi gerekmektedir. Ticari olarak ilk kez EPN {iretme
girisimi, 1983 yilinda BioSys firmasi tarafindan gelistirilen ancak daha sonra
iiretimi durdurulan bir in vitro {iretim yontemi ile olmustur (Friedman, 1990;
Gaugler vd., 2002). Giiniimiizde pek ¢ok EPN tiirii, kitle halinde tiretildikten sonra
farkli sekillerde formiile edilerek ekonomik agidan 6nemli pek ¢ok zararliya karsi
ticari olarak satilmaktadir. Genellikle bu formiilasyonlar aktif icerik, tasiyici ve
katki maddelerinden olusmaktadir (Cruz-Martinez vd., 2017). Formiilasyonlardaki
aktif icerik EPN’lerdir. Tasiyict maddeler ise genel olarak kati, sivi ya da jel
maddeler veya kadavralardir. Katki maddeleri ise surfaktanlar, adsorbanlar,
absorbanlar, emulsifiye ediciler, antimikrobiyal maddeler ve UV koruyucular gibi
maddelerdir (Grewal, 2002). Katki maddelerinin kullanilmasindaki esas amag
EPN’lerin hayatta kalma oranlarin1 artirmak ve infektivitelerini korumalarim
saglamaktir (Cruz-Martinez vd., 2017). Ticari olarak satilan EPN’ler ¢ogunlukla
siinger, vermikulit, sulu siispansiyon, aljinat jel ve suda ¢06ziinebilir graniiller
seklinde formiile edilmektedir (Georgis, 1990; Grewal, 2002). Yapilan galigmalar
EPN’ler ile enfekte edilmis bocek kadavralarinin da zararlhilarla miicadelede
basarili bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir (Shapiro ve Glazer, 1996;
Shapiro-Ilan vd., 2001). Hatta yapilan pek ¢ok c¢alisma, enfekte kadavralardan
c¢itkan EPN’lerin infektivitesinin ve topraktaki kaliciliginin oldukg¢a yiiksek
oldugunu ve bu formiilasyon yonteminin sulu siispansiyon uygulamalarina gore
daha bagarili oldugunu gostermistir (Shapiro-llan ve Lewis, 1999; Perez vd., 2003;
Shapiro-llan vd., 2003). Ticari olarak iiretilen EPN’ler ¢im alan, tarla ve seralarda
iriin kaybina sebep olan Lepidoptera (6rn; Agrotis ipsilon, Cydia pomonella,
Helicoverpa zea) Coleoptera (6rn; Otiorhynchus sulcatus, Diaprepes abbreviatus,
Fam: Scarabaediae) Diptera (6rn; Fam: Sciaridae, Fam: Tipulidae) ve Orthoptera
(6rn: Scapteriscus spp.) takimlarinda yer alan pek ¢ok zararli bocek tiri ile
miicadelede basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Giilcii vd., 2017).



1.2.5.1. Entomopatojen nematodlarin hayat dongiisii

Entomopatojen nematodlar hayat dongiilerinde yumurta, 4 adet larva evresi ve
ergin evre olmak iizere toplam 6 evreye sahiptirler. Nematodlarin toprakta serbest
olarak yasayan tek evresi olan dauer juvenil (J3) evresi “infektif juvenil” (1J) evre
olarak da adlandirilir. Bu evre, ticari olarak satilan biyolojik miicadele
preparatlarinda kullanilan evredir (Lewis ve Clarke, 2012). Infektif juvenil evresi,
toprak icerisinde dagilimda ve konuk¢unun bulunmasinda aktif rol oynayan kilit
evredir. Steinernematidae ve Heterorhabditidae familyasina ait nematodlarin
1J’leri sirasiyla Xenorhabdus ve Photorhabdus cinsine ait bakteriler ile simbiyotik
iliski icerisindedir (Boemare, 2002). Infektif juveniller, toprakta buldugu bocek
konukgusunun agiz, aniis, spirakl gibi dogal acikliklarii Kullanarak veya bazi
durumlarda dogrudan dogruya kiitikulasin1 delerek konukgu icerisine girer (Kaya
ve Gaugler, 1993). Heterorhabditis 1J’leri proksimal dislerini kullanarak bocegin
kiitikulasin1 - delebilmektedir. Steinernema 1J’lerinin dislerinin olmamasindan
dolay1 uzun bir siire boyunca sadece Heterorhabditis 1J’lerinin bu sekilde bocek
hemos6lii i¢ine girebilecegi diistinilmiistir. Ancak Steinernema feltiae’nin
konukguya deriden girigi bu bakis agisiyla ¢elismektedir (Dowds ve Peters, 2002).

Konuk¢u hemosolii igerisine girdikten sonra, steinernematid IJ’leri tasidiklari
simbiyotik bakterilerini aniisten, heterorhabditid 1J’leri ise agizdan hemosdl
icerisine birakirlar (Ciche ve Ensign, 2003; Ciche vd., 2006). Simbiyotik bakteriler
konukgu icerisine salindiktan sonra, trettikleri hiicre disi toksin ve enzimler
sayesinde, nematodlarin konukgularini 24-48 saat igerisinde 6ldiirmesine yardimei
olurlar (Adams ve Nguyen, 2002). infektif juveniller konukgu iginde gelisip
gomlek degistirerek J4 evresine gecerler. Bu evrede nematodlar, konuk¢unun
parcalanan dokulan ve iiremekte olan simbiyotik bakteriler ile beslenerek ergin
bireylere gelisirler. Bu asamada heterorhabditidler hermafrodittirler ve ikinci
jenerasyonu iiretirler. Tkinci jenerasyonda ise hem hermafroditler, hem de disiler
ve erkekler bulunur (Adams and Nguyen, 2002). Steinernema tiirleri ise
Steinernema hermaphroditum tiirii haricinde tiim jenerasyonlarda ayri eseylidirler
(Stock vd., 2004). Erkek bireyler ciftlesmeden kisa siire sonra Sliirler. Konukgu
bdcegin biiyiikliigiine bagli olarak nematodlar, konukgu igerisinde iki ya da daha
fazla jenerasyon gecirirler. Ancak kiiciik konukgularda bu yalnizca tek bir
jenerasyon ile sinirlt kalabilir (Shapiro-Ilan vd., 2017). Konukgu igerisinde besin
miktarmin azalmast ile birlikte, simbiyotik bakterileri tasiyan binlerce 1J



konukguyu terk ederek topraga geger ve kendilerine yeni konukgu aramaya baglar
(Adams ve Nguyen 2002; Stock 2015) (Sekil 1.1). Enfeksiyonun baslamasindan
[J’lerin konukguyu terk etmesine kadar gecen siire nematod ve konuke¢u tiirii,
konukgu biiyiikliigii ve sicakliga bagli olarak 10-30 giin arasinda siirer (Lewis ve
Clarke, 2012).

Konukgunun dogal
acikhklarnindan igeri girer

Py infektif juveniller -
1J'ler konukguyu terk eder < ¥ IJ'ler simbiyotik
|
\ ) bakterileri birakir

\1

Bakteriler 1'ler =] J4 Konukgu olir
icerisinde .
kolonize olur >

i

J1 Nematodiar konukgu
g igerisinde urer
Sekil 1.1. Entomopatojen nematodlarin hayat dongiisii (Ffrench-Constant vd.,
2003 ten uyarlanmustir).

1.2.5.2. Entomopatojen nematodlarin bakteriyel simbiyontlari: Xenorhabdus
ve Photorhabdus

Xenorhabdus ve Photorhabdus cinslerine ait bakteriler, igerisinde Escherichia
coli, Salmonella ve Yersinia spp. gibi pek ¢ok dnemli memeli patojenini barindiran
Enterobacteriaceae familyasinda yer alir (Tailliez vd., 2010). Bu bakteriler
fakiiltatif anaerobik, spor olusturmayan, cubuk seklinde, hareketli ve gram negatif
bakterilerdir (Forst vd., 1997). Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri birbirine
benzeyen pek ¢ok Ozellik tagimanin yani sira birbirlerinden oldukg¢a farklidirlar.
Photorhabdus tiirleri biyoliiminesens yapabilme 6zelligine sahipken Xenorhabdus
tiirlerinde bdyle bir ozellik gorilmez (Poinar vd., 1980). Enterobacteriace



familyasi i¢in sira dist bir durum olarak Xenorhabdus spp. katalaz negatif 6zellik
gostermektedir (Forst vd., 1997).

Dutky, 1937 yilinda yaptigi calismada ilk kez bazi bakterilerin EPN’lerle
mutualistik iliski igerisinde oldugunu belirlemistir. Xenorhabdus ve Photorhabdus
bakterileri 1J’lerin bagirsak sisteminde bulunurlar. Xenorhabdus tiirleri
Steinernema IJ’lerinin bagirsagimnin anterior kisminda bulunan 6zel bir kesede
taginir (Martens ve Goodrich-Blair, 2005). Heterorhabditis 1J’lerinde ise bdylesine
ozellesmis bir kese yoktur ve bakteriler 1)’lerde farinksin hemen altinda lokalize
olmug preintestinal valf hiicrelerine tutunurlar ve daha sonra bagirsak limenine
goc ederek burada ¢ogalirlar (Ciche vd., 2008) (Sekil 1.2). Her bir 1J ortalama
100-300 cfu (koloni olusturan birim) kadar bakteri tasir (Ciche ve Ensign, 2003;
Martens vd., 2003).

Photorhabdus-Heterorhabditis Xenorhabdus-Steinernema

farinks

bakteriler

Sekil 1.2. Photorhabdus ve Xenorhabdus bakterilerinin sirasiyla Heterorhabditis
ve Steinernema cinslerine ait nematodlarmn infektif juvenillerinde kolonize
olduklar1 bolgeler (Goodrich-Blair ve Clarke, 2007).

Bir EPN tiirii yalnizca tek bir bakteri tiirityle mutualistik iligkili olabilirken, bir
bakteri tiirii birden fazla nematod tiirii ile iligski igerisinde bulunabilir (Poinar,
1990; Lewis ve Clarke, 2012).

Entomopatojen nematodlar ve bakterileri arasindaki iligki tamamen mutualistiktir.
Ciinkii EPN’ler, (1) konukgunun hizli bir bigimde o6ldiiriilebilmesi, (2) rekabetci
mikroorganizmalar1 ortadan kaldiran antibiyotiklerin {iiretilmesi ve EPN’lerin
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gelismesi i¢in uygun ortam olusturulmasi, (3) konukc¢u dokularmin pargalanarak
EPN’ler i¢in uygun besin haline donistiiriilmesi ve (4) bakterilerin kendisinin de
EPN’ler i¢in bir besin kaynagi olmasi nedeniyle bakterilere bagimh
durumdadirlar. Bakteriler ise (1) yeni konukgular bulabilmek, (2) dis cevre
kosullarindan korunmak, (3) konuk¢unun hemosolii igerisine girebilmek ve (4)
konukg¢unun antibakteriyel proteinlerini inhibe edebilmek i¢in EPN’lere bagimlidir
(Akhurst ve Boemare, 1990; Forst ve Clarke, 2002; Hazir vd., 2003; Stock ve
Goodrich-Blair, 2008).

Xenorhabdus ve Photorhabdus cinsine ait bakteriler bocek igerisine salindiktan
sonra bakteriyosinler, kolisin E3-tip proteinler, bocek toksini kompleksleri ve ¢ok
cesitli sekonder metabolitler tretirler (Thaler vd., 1995; Piel, 2004; ffrench-
Constant ve Waterfield, 2006; Singh ve Banerjee, 2008; Bode, 2009; Cai vd.,
2017).

1.2.5.3. Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterilerinde sekonder metabolit

mekanizmasi

Metabolitler; yakit, yapi, sinyal verme, enzimlerde uyarici ve inhibe edici etkiler,
kendi katalitik aktiviteleri, savunma ve diger organizmalarla olan etkilesimler de
dahil olmak tizere gesitli islevlere sahip metabolizma ara firiinleridir. Primer
metabolitler normal biiylime, gelisme ve iireme ile dogrudan ilintilidir. Sekonder
metabolitler ise dogrudan bu siireglerde yer almaz, ancak genellikle 6nemli bir
ekolojik fonksiyona sahiptirler. Bakterilerde sekonder metabolizma, bakterilerin
iremeleri esnasindaki durgunluk fazinda enerji ve karbon akisindaki degisiklikle
beraber kiigiik ve biyoaktif molekiillerin (sekonder metabolitler) iiretilmesiyle
ortaya ¢ikar (Joyce vd., 2011). Mikrobiyal sekonder metabolitler, onlar1 iireten
organizmalarin biiyiime ve geligmesine dogrudan katki saglamaz ancak uygun
olmayan ¢evresel kosullar altinda hayatta kalmalarina yardimci olurlar (Demain ve
Fang, 2000; Gokulan vd., 2014). Bu maddeler antibiyotikler, pigmentler, toksinler,
ekolojik rekabet ve simbiyoz efektorleri, feromonlar, enzim inhibitdrleri, immiin
modiilatdr ajanlar, reseptdr antagonistleri, bocek oOldiiriiciiler, antitiimor ajanlar
gibi biyoaktivitelere sahip bilesiklerdir. Bu bilesikler dolayli olarak insan sagligi,
beslenme ve toplumsal ekonomi {izerine faydali veya zararli etkilere sahiptirler
(Gokulan vd., 2014).
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Entomopatojen bakteriler yeni dogal iiriinlerin kesfedilmesi i¢in umut vadeden bir
kaynak olarak kabul edilmektedir (Bode, 2009). Xenorhabdus/Photorhabdus-EPN
ortaklig1 birlikte bocekleri enfekte eder ve dldiirtir. Bu mutualistik iliskiyi devam
ettirebilmek i¢in, bakteriler nematodlarin ireme ve gelismesine yardime1 bir seri
sekonder metabolit iiretirler.

Xenorhabdus ve Photorhabdus’larin antimikrobiyal o6zellikte pek ¢ok bilesik
urettigi bilinmektedir (Reimer vd., 2009; Gualtieri vd., 2009; Houard vd., 2013;
Fuchs vd., 2014). Son 30 yilda Photorhabdus ve Xenorhabdus cinsi bakterilerden
15’ten fazla bilesik smifi izole edilmistir. Bu bilesikler Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakterilere kars1 etkili antibiyotikler, antifungal ve antiparazitik
maddelerdir. Bu genis spektrumlu antimikrobiyal madde iiretimi Xenorhabdus ve
Photorhabdus’larin hayat dongisiinde olmazsa olmaz bir yere sahiptir. Konukgu
boceek oldiiriildiikten sonra, geriye diger organizmalar igin besin kaynagi olusturan
lipid ve aminoasitler bakimindan zengin kadavra kalir. Genis spektrumlu
antimikrobiyal maddeler bocek kadavrasi igerinde simbiyotik bakterilerle rekabete
girecek mikroorganizmalari ortadan kaldirarak 6zellikle nematodlarin (ve

bakterilerin) hayatta kalmasina yardimci olur.

Bugiine kadar farkli Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerinden insektisidal,
antifungal, antibakteriyel, nematisidal ve sitotoksik aktivite gosteren pek c¢ok
sekonder metabolit elde edilmistir. Bu sekonder metabolitlerin ¢ogu ribozomal
olmayan peptid sentetaz (NRPS) ve yag asidi sentaz (FAS) iliskili poliketid
sentetaz (PKS) adi verilen enzimler veya her ikisinin hibritleri tarafindan
tiretilmektedir (Reimer, 2013). Pek ¢ok Xenorhabdus ve Photorhabdus tiiriiniin
genomlarinin  sekanslanmasi, yeni  bilesik  siiflarmin  arastirilmasini
kolaylastirmistir. Detayli genom ¢aligmalar1 ¢ok sayida biyosentez gen bdlgesinin
sekonder metabolit iiretiminden sorumlu oldugunu ortaya gikarmistir. Ornegin
Xenorhabdus nematophila ATCC 19061 susunda genomun protein kodlayan
bolgesinin ~ %7,5’inin sekonder metabolizmada rol oynadigir belirlenmistir
(Reimer, 2013). Sekonder metabolitlerin iiretilmesinden sorumlu diizenleyici
mekanizmalar ¢ogunlukla bilinmemektedir.

Bakteriler, gen ifadesini kontrol etmek i¢in diizenleyici kiicik RNA (sRNA)’lar
kullanmaktadirlar. sRNA’lar virulans faktorlerin ifade edilmesinin yani sira

bakterilerin olumsuz kosullarda hayatta kalmasi i¢in de onemlidirler. SRNA’lar,
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siklikla hedef mRNA’larin ribozoma baglanma bdlgelerini serbest birakarak veya
bloke ederek translasyonu kontrol ederler. Hfq proteini, hfq geni tarafindan
kodlanan, sRNA’larin hedef mRNA’lara baglanmasini saglayan ve tiim
bakterilerde yaygin olarak bulunan posttranskripsiyonel diizenleyici bir proteindir
(Sekil 1.3).

Hfq
prommal

~

A

Sekil 1.3. Hfg-RNA kompleks olusumu ve Hfq baglanma yiizleri. (A) Hfq,
sRNA'lar1 ve mRNA'lar1 benzer afinite ile baglar. Hfq tigcli kompleksi
olusturmadan 6nce mRNA veya sRNA'y1 once baglayabilir. (B) Hfg-
AUsG (PDB ID: 1KQ1) ve Hfg-polyA (PDB ID: 1HK9) kristal yapilari
iist iste bindirilmistir. AUsG proksimal ylizii baglar ve polyA,
homoheksamerin distalini baglar (Faner ve Feig, 2013).

Hfg mutasyonu yapilmis bakteri suslarinda (Ahfq) SRNA’lar ¢evresel etkilere karst
transkribe edilseler bile sSRNA’larin diizenleyici etkileri meydana gelemez. Bu
mutantlarin fenotipik olarak genellikle biiylime orani yavaglamis, hiicre boyutu
biliyiimiis ve stres kosullarina duyarliligi artmistir. Hfg’nun ayn1 zamanda Vibrio
cholerae ve Salmonella typhimurium gibi bakterilerde virulans faktorii oldugu
belirlenmistir (Sittka vd., 2007).
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Bakteriyel sekonder metabolitlerin birgcogu 6zel enzimler araciligiyla
sentezlenirler. Ornegin Photorhabdus’lar tarafindan {iretilen anthraquinon’lar
poliketid sentetaz (PKS), Xenorhabdus’lar tarafindan iiretilen xenematid’ler
ribozomal olmayan peptid sentetaz (NRPS) ve xenocoumacin’ler ise her iki enzim
(PKS/NRPS) araciligiyla sentezlenirler (Brachmann, 2009). Bu enzimatik
reaksiyonlarin gerceklesmesi igin bazi tastyict proteinler gerekmektedir.
Bunlardan peptidyl carrier protein (PCP), PKS enzimatik reaksiyonunda yer
alirken, -acyl carrier protein (ACP), NRPS enzimatik reaksiyonunda yer
almaktadir. Bu proteinlerin enzimatik reaksiyonda yer almalar1 i¢in inaktif apo-
formdan enzimatik olarak aktif holo-forma dontismeleri gerekmektedir. Bu
aktivasyon basamagi phosphopantetheinyl transferase (PPTase) tarafindan katalize
edilmektedir (Sekil 1.4). PPTase’ler; ngrA geni tarafindan kodlanan; bakteriler,
arkeler ve okaryotlarin tiimiinde hiicre canlilig1 i¢in gerekli olan enzimlerdir. PKS
ve NRPS gibi proaktif bir bicimde hareket eden modiiler ve tekrarlayan sentazlar
post-translasyonel olarak degistirir (Brachmann, 2009). Photorhabdus luminescens
bakterilerinin ngrA mutant suslarinda hem antibiyotik aktivitenin ortadan kalktigi,
hem de bu mutant bakterilerin nematodlarla saglikli bir simbiyotik iliski
kuramadiklar1 bildirilmistir (Ciche wvd., 2001). Bu bulgu ngrA bagiml
molekiillerin nematodlarin  geligimi i¢in sinyal rolii oynadiklarina isaret
etmektedir.
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Sekil 1.4. Bir PPTase ile post-translasyonel fosfopantatenilazasyonun genel
reaksiyon semasi. PPTase burada, tipik bir NRPS modiilii tarafindan
sergilenen holo-tasiyict proteini (CP) tiretmek i¢in, PPant pargasini
Coenzim A’dan apo-CP {iizerindeki korunmus serine aktarir.C,
yogunlagsma; A, adenilasyon; CP, tasiyict protein domainleri; 3', 5'-PAP,
3',5'- fosfoadonezin fosfat (Beld vd., 2014).

1.2.5.4. Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterilerinden elde edilen bazi1 6nemli
sekonder metabolitler

Xenorhabdus nematophila ve X. bovienii tiirlerinden izole edilen indol tiirevleri,
RNA sentezini inhibe etmek suretiyle birgok Gram negatif ve Gram pozitif
bakteriye kars1 antibakteriyel etki gostermektedir. Bazilar1 da medikal ve tarimsal
acidan Onem tasiyan funguslara karsi antifungal etkinlik gostermektedir
(Brachmann, 2009; Reimer, 2013).

Nematophin, bakteri ve funguslara kars1 etkinlik gdstermesinin yani sira
Staphylococcus aureus’un antibiyotik direngli suslarina kars1 da yiiksek etkinlik
gostermektedir (Li vd., 1997; Kennedy vd., 2000).

Xenorhabdus doucetiae ve X.nematophila’dan izole edilen Phenethylamide’ler

insan kanser hiicre hatlarina karsi 6nemli oranda sitotoksik etki gostermektedir
(Paik vd., 2001).
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X. nematophila’dan izole edilen xenorhabdin’ler ve X. bovienii’dan izole edilen
xenortide’lerin de antibakteriyel, antifungal ve insektisidal aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Li vd., 1998).

Xenocoumacin’ler Gram-pozitif bakterilere karsi antibyotik etki géstermenin yan
sira antiiilser ve antifungal aktiviteye de sahiptir. Xenocoumacin’ler iki form
halinde bulunurlar: Xcnl, antibakteriyel ve antifungal etkiler gosteren daha aktif
form, Xcn2’ler ise Xcnl’lerin doniisiimiiyle ortaya ¢ikan ve antifungal etki
gostermeyen daha az aktif olan formudur (Singh vd., 2015).

Xenematide’ler, xenortide’ler ile birlikte X.nematophila’dan izole edilen ilk
peptidlerdir. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi antibakteriyel etki
gostermelerinin yan1 sira orta dereceli insektisidal aktiviteye de sahiptirler
(Reimer, 2013).

Xenorhabdus szentirmaii’den elde edilen xenofuranon’lar Aspergillus terreus
tarafindan iretilen fungal furanon’lara benzerlik gostermekle birlikte zayif bir
sitotoksik aktiviteye sahiptir (Bode, 2009). Bu maddenin biyolojik fonksiyonunun
tam olarak ne oldugu bilinmemektedir. Szentiamide’lerin ise sitma etkeni olan
Plasmodium falciparum’a kars1 etkili oldugu bulunmustur (Brachmann vd., 2006).

X.  nematophila ve  Photorhabdus  temperata’dan  izole  edilen
Benzylidenacetone’ler (BZA) bitki patojeni Gram-pozitif bazi bakterilere karsi
antibakteriyel etki gostermektedir. BZA’lar aym1 zamanda fosfolipaz A2 (PLA2)
inhibitorii olarak etki ederek boceklerdeki bagisiklik sistemini baskilamakta ve
nematod-bakteri kompleksinde anahtar bir rol oynamaktadir (Ji vd., 2004).

Photorhabdus luminescens ve X. nematophila’dan izole edilen Rhabduscin’ler
bocek immiin sisteminde melanizasyon metabolik yolunda rol oynayan
fenoloksidaz enzimini inhibe etmektedirler (Crawford vd., 2010; Crawford vd.,
2012).

Antrakinon’lar normalde dogada bitkiler tarafindan yaygin olarak iiretilirler. Bu
smiftaki maddelerin karinca ve kus uzaklastirici etkisi oldugu bilinmektedir
(Fenton vd. 2011). Photorhabdus luminescens tarafindan da sentezlenen bu
maddenin bakterilerdeki islevi tam olarak bilinmemekle birlikte yagmacilar
uzaklastirmada gorev alabilecegi diistiniilmektedir (Reimer, 2013).
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Stilbenler de bitkiler tarafindan iiretildigi bilinen metabolitlerdir. Bu metabolitler
ayn1 zamanda tiim Photorhabdus tiirlerinden de izole edilmistir. izopropilstilben
ve etilstilbenler antimikrobiyal aktivite gdstermenin yani sira bakteri-nematod
mutualizminde de besin sinyali olarak gorev almaktadir. Epoksistilbenler de
antibakteriyel aktivite gosterir ve ayni zamanda insan kanser hiicre hatlaria kars1
sitotoksik etkiye sahiptirler (Hu vd., 2006).

1.2.5.5. Hayatta kalma mekanizmasi: “Yagmaci1 Uzaklastirica Faktor”
(Scavenger Deterrent Factor - SDF)

Entomopatojen nematodlar konukgularinin i¢ine girdikleri zaman sadece onlar1
oldiirmekle kalmaz ayni zamanda konukcu igerisinde ¢ogalirlar. Bu nedenle yeni
nesil 1J’lerin olugmasi i¢in genelde 7-15 giinliik bir stireye ihtiyac vardir. Bu siire
icerisinde topragin icinde veya ilizerinde bulunan nematodla enfekte kadavra,
patojen ve yagmaci organizmalarin saldirisina ac¢ik durumdadir. Her ne kadar oyle
goriinse de, EPN’ler konukgu igerisindeyken disaridan gelen tehditlere karsi
tamamen savunmasiz degildirler. ilk defa Baur vd. (1998) tarafindan yapilan
gozlemler sonucunda EPN ile enfekte kadavralarin karincalar tarafindan
yenmedigi belirlenmistir. Daha sonra EPN’lerle mutualistik iligkili olan
Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterilerinin karincalar1 enfekte kadavralardan
uzak tutan bir maddeyi (veya maddeleri) iirettikleri tespit edilmistir (Zhou vd.,
2002). Ne oldugu bilinmeyen bu maddeye “Karinca Uzaklastirict Faktor” (Ant
Deterrent Factor-ADF) adi verilmistir (Zhou vd., 2002). Daha sonraki yillarda
yapilan g¢aligmalarda bu madde(ler)nin sadece karincalar degil ayn1 zamanda
cekirgeler, hamambdcekleri, kollembolalar, yaban arilar1 (wasp’lar) (Giilci vd.,
2012; Ulug vd., 2014) ve predator boceklere karsi (Foltan ve Puza, 2009; Jones
vd., 2016) da uzaklastirict etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, omurgali
organizmalardan bécekgil bir kus tiirii olan kizilgerdan (Erithacus rubecula)’nin
Heterorhabditis bacteriophora ile enfekte olmus bocek kadavralarini tiikketmedigi
ve buna Photorhabdus bakterileri tarafindan tiretilen kirmizi renk ile kadavranin
aldig1 kotii tadin sebep oldugu ileri siiriilmiistiir (Fenton vd., 2011). Daha 6nce
ADF olarak adlandirilan bu maddenin karincalar disinda diger bircok yagmaciy1
da uzaklastirdigi belirlenince ADF yerine daha genel bir deyimle “Yagmaci
Uzaklastiric1 Faktor” (Scavenger Deterrent Factor-SDF) olarak isimlendirilmesi
uygun gorilmistiir (Giilcii vd., 2012).
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Jones vd. tarafindan 2016 yilinda yayinlanan c¢aligmada, H. bacteriophora ile
enfekte olmus boceklerden ¢ikan uyarict bir kokunun, EPN’leri nokturnal bir
bocek tirti olan Pterostichus madidus’un predasyonuna karsi korumada rol
oynadig1 belirlenmistir. Enfeksiyon giin sayist arttikga boceklerin  H.
bacteriophora ile enfekte edilmis larvalar ile beslenme oranmin distiigi
gozlemlenmistir. Bu uyarict sinyal “Parazitle indiiklenen aposematizm” olarak

adlandirtlmistir.

En son 2017 yilinda Cyprinidae familyasindan 3 omnivor balik tiiriiniin (Devario
aequipinnatus, Alburnoides bipunctatus ve Squalius pursakensis) EPN’lerle
enfekte Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvalarini ve nematod
olmadan sadece Xenorhabdus veya Photorhabdus bakterileriyle enfekte edilmis
kadavralar1 yemedikleri belirlenmistir (Raja vd., 2017).

Bakteriler tarafindan iretilen bu maddenin enfekte bocek kadavrasi icinde
iiremekte ve gelismekte olan EPN’leri predasyona karst korudugu agiktir ancak
hangi madde ya da maddelerin bu uzaklastirict etkiyi gosterdigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Photorhabdus ve Xenorhabdus bakterileri farkli kokenlere
sahiptirler (Boemare, 2002). Bu nedenle birbirinden uzak gruplara ait olan ve
konvergent olarak evrimlesen bu bakteriler tarafindan iiretilen ve yagmacilari
uzaklagtirict etki gosteren SDF’nin de muhtemelen farkli maddeler oldugu tahmin
edilmektedir.

SDF ile enfekte bocek kadavralarmmi yagmalayan canlilar arasindaki iligkinin
detaylarinin anlasilmasi, kadavra igerisinde gelismekte olan nematodlarin
korunmasi1 ve bu maddenin dogadaki devamliligi ile ilgili temel bilgilere
ulagsmamizi saglayacaktir. Bunlara ek olarak, SDF tibbi ve tarimsal acidan zararli
bdceklerin kontroliinde yeni nesil bir biyorepellent ve/veya biyotoksin olabilme
potansiyeli de tasiyor olabilir.

Ancak, bu konular1 aydinlatabilmek igin:

(1) Farkli Photorhabdus ve Xenorhabdus tiirleri arasinda SDF iiretimi ve etkinligi

acisindan farklilik olup olmadiginin belirlenmesi,

(2) Photorhabdus ve Xenorhabdus bakterilerinde bu maddeyi kodlayan gen
bolgesinin (ya da bolgelerinin) belirlenmesi,
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(3) SDF etkisi gosteren madde veya maddelerin ne oldugunun belirlenmesi,

(4) Dogada bocek kadavralar igerisinde bulunan EPN’lerin hayatta kalmasinda ve

iiremesinde SDF’nin roliiniin belirlenmesi,

(5) SDF’nin sivrisinekler gibi hastalik tagiyan 6nemli bir vektore karst repellent

etki gosterip gostermeyeceginin belirlenmesi,

(6) Farkli bakteri tiirlerine ait sekonder metabolitlerin bulundugu supernatantlarin
sivrisinek larva ve yumurtalarina kars1 toksik etkiye sahip olup olmadiklarinin
belirlenmesi gerekmektedir.

Bu doktora tez calismasi kapsaminda yukarida siralanan konularda bilimsel
aragtirmalar yapilarak SDF maddesiyle ilgili detayli bilgilere ulagilmaya
caligilmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Baur vd. (1998) yaptiklar1 caligmada Arjantin karincasi Linepithema humile
(Mayr) topragin 2 cm altina gomiilmiis olan entomopatojen nematodla enfekte
kadavralar tiiketip tiiketmediklerini test etmislerdir. is¢i karincalar steinernematid
ile enfekte kadavralarin %60-85’1ni, heterorhabditid ile enfekte olmus kadavralar
ise yalnizca %10-20’sini oraninda tiiketmislerdir. Karincalar 4 giinlik enfekte
larvalari, 10 giinliik enfekte larvalara oranla daha fazla tiiketmislerdir. Veromessor
andrei, Pheidole vistana, Formica pacifica ve Monomoriom ergatogyna tiirlerine
ait karmcalar da steinernematidlerle enfekte kadavralar1 %45 oraninda
tiiketmislerdir. Bu sonuglar, yagmacit boceklerin 6zellikle Steinernema tiirleri ile
enfekte kadavralar kullanilarak yapilacak biyolojik miicadele c¢aligmalarim

olumsuz olarak etkileyebilecegini gdstermistir.

Zhou vd., 2002 yilinda yaptiklari caligmada Xenorhabdus
nematophila ve Photorhabdus luminescens bakterileri tarafindan firetilen karinca
uzaklastirict faktoriin (ADF) etkilerini arastirmistir.  Yapilan caligmada ADF
aktivitesinin hem kadavra icerisinde, hem de in vitro olarak iiretilen bakteri
kiiltiirlerinden elde edilen supernatantlarda mevcut oldugu belirlenmistir. Ayrica
bu maddenin yiiksek sicakliga dayanikli, filtrelenebilir, asit duyarli ve 10-kDa-por
¢apli membrandan gegebilen bir madde oldugu bildirilmistir. Bunun sonucunda da
bu maddenin kiigiik, hiicre dis1 ve muhtemelen protein yapida olmayan bir madde
oldugu belirtilmistir. Maddenin karinca uzaklastirict etkisinin ise test edilen
karmcanin ve bakterinin tiirline, bakteri kiiltiiriiniin yasma gore degisiklik
gosterdigi bulunmustur.

Fenton vd., 2011 yilinda yaptiklar1 ¢calismada Heterorhabditis bacteriophora ile
enfekte olan bdcek larvalarmin kizilgerdan (Erithacus rubecula) tiiriine ait kuslar
tarafindan tiiketilmedigini belirlemislerdir. Arastirmacilar bunun sebebinin H.
bacteriophora ile enfekte olan larvalarin kirmizi renge doniismesinin gorsel bir
uyarici veya uzaklastirict sinyal olarak algilanmasiyla iligkili olabilecegini
bildirmislerdir.

Giilcli vd. (2012), entomopatojen nematodlarin simbiyotik bakterileri tarafindan
tiretilen bir maddenin, karmnca (Lepisiota frauenfeldi), ¢ekirge (Gryllus
bimaculatus), vasp (Vespa orientalis ve Paravespula sp.,) ve les sinegi
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(Chrysomya albiceps) gibi pek ¢ok yagmaci bocege karsi uzaklastirict bir etkisi
oldugunu belirlemisler ve bu maddeye “Yagmact Uzaklastiric1 Faktor” (Scavenger
Deterrent Factor —-SDF) adin1 vermislerdir.

Ulug vd. (2014), baz1 hamambocegi (Periplaneta americana), karinca
(Tetramorium chefketi ve Pheidole pallidula) ve dermapter (Labidura riparia)
tiirlerinin entomopatojen nematodlar ile enfekte kadavralan tiikettiklerini, ¢ekirge
(Gryllus bimaculatus) ve kollembola (Sinella curviseta ve Folsomia candida)

tiirlerinin ise enfekte kadavralar ile beslenmediklerini belirlemislerdir.

Jones vd. (2016), entomopatojen nematodlarla enfekte kadavralardan salgilanan
bir kokunun nokturnal predatorlere karsi uzaklastirici etki gdsterecegini ileri
sirmiis ve bu hipotezlerini nokturnal bir tiir olan Pterostichus madidus’u
kullanarak test etmislerdir. Yapilan deneylerde enfeksiyonun erken evrelerinde
dahi enfekte kadavralardan salinan kokunun bu tiire karsi uzaklastirict bir etkisi
oldugu ve enfeksiyon ilerledik¢e Pterostichus madidus’un enfekte kadavralarla
beslenme oraninin azaldigini bildirmislerdir.

Raja vd. 2017 yiliinda yayimnladiklari ¢aligmada Devario aequipinnatus,
Alburnoides bipunctatus ve Squalius pursakensis tiirlerine ait 3 farkli omnivor
baligin Steinernema siamkayaii, Steinernema feltiae, Heterorhabditis indica ve
Heterorhabditis bacteriophora tiilerine ait EPN’ler ile 2 veya 4 giinlik enfekte
kadavralar ile beslenmediklerini belirlemislerdir. Calismada ayni zamanda sadece
Xenorhabdus stockiae ve Photorhabdus luminescens bakterileri ile enfekte edilen
larvalarin da baliklar tarafindan tiiketilmedigi gozlemlenmistir. Bu ¢alisma
sonucunda SDF maddesinin ilk kez baliklara kars1 da uzaklastiric1 etki gdsterdigi

belirlenmistir.

Kasap vd. (2003) sivrisinek kolonilerini beslemek amaciyla 4 farkli cam aparat ve
membran olarak da kurutulmus dana bagirsagi, lateks veya parafilm
kullanmiglardir. Deneyler sonucunda cam aparat ve hayvan bagirsagl ile
olusturulan yapay besleme diizeneginde %44-%50 oraninda bir beslenme orani
elde etmislerdir.

Govindarajan ve Karuppannan (2011), Ervatamia coronaria ve Caesalpinia
pulcherrima bitki yapraklarindan elde edilen benzen ve etil asetat ekstraktlarinin
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Anopheles stephensi, Aedes aegypti ve Culex quinquefasciatus tiirlerine karsi
larvisidal, ovisidal ve repellent etkilerini test etmislerdir. En yiiksek larvisidal ve
ovisidal etki E. coronaria’nin benzen ekstraktlarindan elde edilmistir.

Ahn vd. (2013) tarafindan yapilan g¢alismada Photorhabdus tiirlerinden izole
edilen 1,3-dimethoxy-8-hydroxy-9,10-anthraquinone ve 3-methoxychrysazine
bilesiklerinin Culex pipiens pallens tiirii sivrisineklerin larvalarina karsi yiiksek
oranda oOldiiriicii etki gosterdigini belirlemisler ve bu bilesiklerin sivrisineklere
kars1 yapilacak biyolojik miicadelede biyopestisit olarak kullanilabilecegini
belirtmiglerdir.

da Silva vd., 2013 yilinda yaptiklari ¢aligmada, Photorhabdus luminescens ve
Xenorhabdus nematophila tiirlerine ait bakterilerin oral yolla alindiginda 3. ve 4.
dénem Aedes aegypti larvalarina karsi en yiiksek %83, en diisiikk %42 oraninda
mortaliteye sebep oldugunu belirlemislerdir.

Yoon vd. 2015 yilinda yaptiklar1 c¢alismada idris otu ve rezene yagnin
sivrisinekler {iizerindeki uzaklastirici etkisini test etmislerdir. Idris otunun
uzaklastirict etkisi 0-2. saatler arasinda %97°den %57’ye; rezene yaginin
uzaklastirict etkisi ise %88’den %47°ye diismiistiir. Kontrol olarak kullanilan
DEET ise 6 saat boyunca %90 oraninda uzaklastirici etki gostermistir.

Wangrawa vd. 2016 yilinda yaptiklari ¢aligmada Burkino Faso’da yetisen 4 farkli
yerel bitkiden elde edilen ekstraktlarin Anopheles gambiae tiiriine kars1 larvisidal
ve yumurtlama engelleyici etkilerini test etmislerdir. Calismada Lantana camara
tirinden elde edilen hekzan ekstraktlari An. gambiae larvalara karst en etkili
madde olmustur. Ayni tiirlin aseton ekstraktlar1 da yumurtlama oranlarmi yiiksek

oranda azaltmustir.

Park, Jung ve Kim (2016) yaptiklar1 ¢alismada entomopatojen nematodlardan
izole edilen X. nematophila, X. hominickii ve P. temperata temperata bakterileri
tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin, sivrisineklerle biyolojik miicadelede
stkga kullanilan bir bakteri olan Bacillus thuringiensis israelensis’in Aedes
albopictus ve Culex pipiens pallens’e karsi olan etkinligini artirdigini
bulmuslardir.
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da Silva ve arkadaslar1 2017 yilinda yaptiklar bir caligmada, 3. donem sonundaki
Aedes aegypti larvalarma kars1 Photorhabdus luminescens ve Xenorhabdus
nematophila bakterilerine ait taze, kaynatilmig, buzdolabinda bekletilmis ve
dondurulmus supernatantlarin etkilerini test etmiglerdir. Deney sonucunda her iki
bakteri tiiriine ait supernatantin larvalara karsi oldukga etkili oldugu bulunmustur.
Xenorhabdus nematophila supernatanti sivrisinek larvalarinda P. luminescens
supernatantina oranla daha fazla mortaliteye sebep olmustur. Bunun yani sira X.
nematophila’ya ait supernatantin kaynatilmaya ve dondurulmaya daha dayanikli
oldugu belirlenmis, bunun sebebinin bu tiiriin protein yapili toksinler yerine daha
¢ok protein yapida olmayan sekonder metabolitler iiretmesi oldugunu
belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Galleria mellonella Larvalarimn Uretilmesi

Biiyiik balmumu giivesi Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvalari,
icerisinde bugday unu (%22), misir unu (%22), siit tozu (%11), kuru maya (%S5,5),
balmumu (%17,5), bal (%11) ve gliserin (%11) bulunan yapay besi ortaminda
tretilmistir (Sekil 3.1) (Han ve Ehlers, 2000). Larvalar 28°C’de ve tamamen
karanlik ortamda tutulmustur (Mohammad ve Coppel, 1983).

Sekil 3.1. Yapay besi ortaminda iiretilen Galleria mellonella larvalari.
3.2. Bakteri Stok Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan yabanil ve mutant tip Xenorhabdus ve Photorhabdus
bakterilerinin bir kismu Almanya Goethe Universitesi dgretim iiyesi Prof. Dr.
Helge B. Bode’den temin edilmistir. Calismada kullanilan bakteri tlrlerinin
tamami Cizelge 3.1°de verilmistir.



24

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan bakteri tiirleri.

Xenorhabdus Tiirleri Photorhabdus Tiirleri

X. bovienii P. luminescens subsp. kayaii

X. poinarii P. luminescens subsp. laumondii
X.beddingii P. luminescens subsp. akhurstii

. cabanillasii P. temperata subsp. thracensis

. nematophila P. asymbiotica subsp. australis

. szentirmaii

. mauelonii
innexi

. stockiae

. vietnamensis

. doucetiae

. budapestensis
. ehlersii

. ishibashii

. hominickii

. miraniensis

. indica

DX XXX XXX XX XX [ X

Bazi bakteriler ise entomopatojen nematodlarla enfekte G. mellonella larvalar
kullanilarak izole edilmistir. Bu yontemde G. mellonella larvalari, iki kat kurutma
kagidi iceren 10 cm’lik cam petriler icerisinde 1000 1J/ml iceren sulu nematod
siispansiyonu ile enfekte edilmistir. Petriler oda sicakliginda (23-24 C) ve karanlik
bir ortamda 36 saat muhafaza edilmistir. Olen larvalar %95°lik etil alkol icerisinde
5 dakika boyunca bekletilerek larvalarin yiizeyi sterilize edilmistir. Larvalarin bag
kismi steril bir bistiiri ucu ile kesilmis ve ¢ikan hemolenf 6ze yardimiyla NBTA
(Nutrient Agar, 0,004% (w/v) triphenyltetrazolium chloride ve 0,025% (w/v)
bromothymol blue) besiyerine ekilerek 28°C’de 48 saat siireyle inkiibasyona
brrakilmigtir (Giilct, 2010).

Deneylerde kullanilacak olan bakteriler Tryptic Soy Broth (TSB) (Becton,
Dickinson and Company) besiyeri icerisinde 28°C’de ve 150 rpm’de 48 saat
iiretilmistir. Bu sivi besi ortaminda iireyen bakteriler steril distile su ile %50
oraninda sulandirilmig steril gliserin soliisyonu ile 1/3 oraninda karistirilarak 2
ml’lik cryo tiipler igerisine aktarilmig ve -80°C’lik derin dondurucuda stok olarak
saklanmigtir (Orozco vd., 2013).
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3.3. Bakteri Kiiltiirleri ve Enfekte Kadavralarin Hazirlanmasi

Her bir bakteri tiirii i¢in stok kiiltiirden alman 10 pl bakteri kiiltiiri TSB sivi
besiyeri igerisine ekilerek 28°C ve 150 rpm’de 24 saat boyunca tretilmistir. Elde
edilen bakteri kiiltiirleri 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiijlendikten sonra {istte
kalan siv1 besiyeri uzaklastirilmis ve yerine %0,9’luk steril serum fizyolojik (SF)
eklenmigtir. Bakterilerin optik yogunluklar1 spektrofotometrede (Shimadzu
UV1280) ODggo’de 1°e gore ayarlanmistir (Cimen, 2013). Yogunluklari ayarlanan
bakterilerden 1 ml’lik enjektdr (Beybi) ve 26 G % igne kullanilarak 10’ar pl
¢ekilmis ve son donem G. mellonella larvalarina 1. veya 2. ¢ift yalanci bacagin
bulundugu bolgeden enjekte edilmistir (Cimen, 2013). Larvalar 24°C’de 3 giin
inkiibe edilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Galleria mellonella larvasina bakteri siispansiyonunun enjekte edilmesi.
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3.4. Farkh Photorhabdus ve Xenorhabdus Tiirleri Arasinda SDF
Uretimi ve Etkinligi Acisindan Farkhlik Olup Olmadiginin
Belirlenmesi

Tez ¢alismasinin bu boliimiinde Xenorhabdus ve Photorhabdus cinslerine ait farkli
bakteri tiirlerinin SDF aktiviteleri, daha 6nce SDF’ye tepki verdikleri bilinen
yagmaci organizmalardan karincalar (Baur vd., 1998), cekirgeler (Giilci vd.,
2012), hamambdocekleri (Ulug vd., 2014) ve baliklar (Raja vd., 2017) iizerinde test

edilmistir.
3.4.1. Karinca Deneyleri

Farkli Xenorhabdus ve Photorhabdus bakteri tiirlerinin SDF aktivitesi Tapinoma
madeirense (Hymenoptera: Formicidae) tiirline ait karincalar iizerinde test
edilmigtir. Calismada Xenorhabdus ve Photorhabdus cinslerine ait 4’er adet
yabanil tip ve 2’ser adet mutant bakteri tiirii kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Karinca deneylerinde kullanilan Xenorhabdus ve Photorhabdus

bakterileri
Bakteri Tiirii (yabanil tip) Bakteri Tiirii (mutant)
Xenorhabdus szentirmaii Xenorhabdus szentirmaii Ahfq
Xenorhabdus nematophila Xenorhabdus szentirmaii APPtase
Xenorhabdus bovienii Photorhabdus luminescens laumondii Ahfg
Xenorhabdus cabanillasii Photorhabdus luminescens laumondii APPtase

Photorhabdus luminescens laumondii
Photorhabdus luminescens akhurstii
Photorhabdus luminescens kayaii
Photorhabdus thracensis temperata

Calisma, Adnan Menderes Universitesi Merkez Kampiis alaninda segilen T.
madeirense tiiriine ait karinca kolonisi ile yapilmistir. Deneyler 2017 yilinin Eyliil
- Ekim aylarinda, 13.00-16.00 saatleri arasinda gerceklestirilmistir. Deneyler
esnasinda hava sicakligi 25-30°C arasinda Ol¢iilmiistiir. Bakteri enjekte edilerek
enfekte edilmis G. mellonella larvalari deneylerde kullanilmadan 6nce tartilarak
agirliklart kaydedilmistir. Hazirlanan kadavralar karton bir zemin {izerine bocek
ignesi (Austerlitz Insect Pins®™) ile ignelenerek karinca kolonisinin yuva girisine
yakin bir yere yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Kontrol grubu olarak -20°C’de 4 saat
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stireyle dondurularak o6ldiiriilmiis larvalar kullanilmigtir. Karincalarin beslenme
davranislar1 3 saat boyunca gézlemlenmistir. Deney sonucunda larvalarin 1sirilma
durumlar1 kontrol edildikten sonra larvalar yeniden tartilmis ve agirlik kayiplarma
bagl olarak tiiketim oranlari (%) belirlenmistir. Xenorhabdus tiirleri ile yapilan
deneyler 3 tekerriirlii olarak hazirlanmig ve farkli zamanlarda 3 kez tekrar edilmis,
Photorhabdus tiirleri ile yapilan deneyler ise 2 kez tekrar edilmistir.

Sekil 3.3. Karinca deneyleri i¢in hazirlanan diizenek.
3.4.2. Cekirge Deneyleri

Calismada farkli Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerinin SDF aktiviteleri
arasinda bir fark bulunup bulunmadigi Gryllus bimaculatus (Orthoptera:
Gryllidae) tiirii ¢ekirgeler tizerinde test edilmistir. Deneylerde kullanilan G.
bimaculatus tiirii cekirgeler Adnan Menderes Universitesi Merkez Kampiis
alanindan toplanmistir. Toplanan g¢ekirgeler ile olusturulan laboratuvar kolonileri
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kuru kdpek mamasi, dondurulmus G. mellonella larvasi, elma ve salatalik kabugu
ile beslenmis ve koloniler 25°C sicaklikta tutulmustur. Denemeler i¢in 30x20x15
cm ebatlarinda kilitli kapakli 3 adet plastik kap igerisine 10’ar adet g¢ekirge
konmustur. Cekirgeler deneyden 6nce 2 giin boyunca ag¢ birakilmigtir. Cizelge
3.3’de verilen bakteri tiirleriyle enfekte edilerek hazirlanan 3 giinlik kadavralar
karton zemin iizerine ignelenmistir. Her kutu igerisine birer adet enfekte larva ve
dondurularak 6ldiriilmiis kontrol grubu yerlestirilerek c¢ekirgelerin beslenme
davranislar1 3 saat boyunca gozlemlenmistir (Sekil 3.4). Deney sonunda kismen de
olsa yenen larvalar “tiiketildi”, biitlinliigli bozulmayanlar ise “tiiketilmedi” olarak
kabul edilmistir. Deneyler 3 kez tekrarlanmustir.

Kontrol

Sekil 3.4. Cekirgeler ile kurulan deney diizenegi.
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Cizelge 3.3. Cekirge deneylerinde kullanilan bakteri tiirleri.

Xenorhabdus tiirleri Photorhabdus tiirleri

X. szentirmaii P. luminescens subsp. laumondii
X. nematophila P. luminescens subsp. akhurstii
X. ishibashii P. luminescens subsp. kayaii
X. cabanillasii P. thracensis subsp. temperata
X. ehlersii

X. beddingii

X. indica

X. miraniensis

X. doucetiae

X. ishibashii

3.4.3. Hamambéocegi Deneyleri

Caligmada Blatta lateralis (Walker, 1868) tiiriine ait hamambdcekleri
kullanilmistir.  Hamambocekleri, www.antalyacekirge.net sitesinden temin
edilmistir. Hamambocekleri ile olusturulan koloniler laboratuvarda 30x20x15
ebatlarindaki plastik kutular igerisinde ve karanlik ortamda tutulmustur.
Hamambocegi kolonisi kuru kopek mamasi ve dondurulmus G. mellonella larvasi
ile beslenmistir. Hamambocekleri deneyden once 7 giin boyunca a¢ birakilmistir.
Bu deneylerde test edilen bakteri tiirleri Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4. Blatta lateralis tiiri hamamboceklerine karsi SDF aktivitesi test
edilen bakteri tiirleri.

Xenorhabdus tiirleri Photorhabdus tiirleri
. innexi P. luminescens subsp. laumondii
indica P. luminescens subsp. kayaii
. poinarii P. luminescens subsp. akhurstii
. stockiae P. asymbiotica subsp. australis
. mauleonii P. temperata thracensis
. budapestensis
. szentirmaii
. cabanillasii
. ehlersii
. doucetiae
. beddingii
. bovienii
X. hominickii
X.nematophila
X. ishibashii

XXX X X X X X X X | X | X | X
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Test edilecek bakteri tiirii ile hazirlanan 3 giinliik enfekte kadavralar strafor veya
karton iizerine bocek ignesi ile ignelenerek igerisinde birer adet hamambdceginin
bulundugu seffaf plastik kutu i¢erisine konmustur (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Hamambdcekleri ile kurulan deney diizenekleri.

Deneyden 24 saat sonra kismen de olsa yenen larvalar “tiiketildi”, butinligi
bozulmayanlar ise “tiiketilmedi” olarak kabul edilmistir. Kadavralarin deney
sonundaki tiikketim durumlar1 fotograflanarak kaydedilmistir. Her bir bakteri icin
ayni anda 5’er hamambdcegi kullanilmig, denemeler 3 kez tekrarlanmugtir.

3.4.4. Balik Deneyleri

Deneylerde Cyprinidae familyasindan omnivor bir balik tiirii olan Squalius
pursakensis kullanilmstir. Baliklar, Diizce’nin Kii¢iik Melen irmagindan elektrikli
soker kullanilarak yakalanmis ve Diizce Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Bolimiinde Yrd. Dog¢. Dr. Barig Giilcli tarafindan akvaryumlarda
yasamaya adapte edilmistir (Sekil 3.6). Deneyler i¢in 50x30x30 ebatl arindaki her
akvaryuma 1 adet balik aktarilmig ve toplamda 10 ayr1 akvaryumda testler
yiirtitilmistiir. Cekirge ve hamambocegi deneyleriyle ayni yontemle hazirlanan G.
mellonella kadavralari, 2 giin a¢ birakilmis baliklarin bulundugu akvaryumlara tek
tek atilmis ve baliklarin kadavralar1 yiyip yemedikleri belirlenmistir. Test edilen
bakteri tiirlerinin listesi Cizelge 3.5.’te verilmistir.
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Sekil 3.6. Squalius pursakensis tiiriine ait baliklar ve hazirlanan deney
diizeneklerinden bir bolim.

Cizelge 3.5. Balik deneylerinde test edilen bakteri tiirleri.

Xenorhabdus tiirleri Photorhabdus tiirleri

. innexi P. luminescens subsp. laumondii
. indica P. luminescens subsp. kayaii

. poinarii P. luminescens subsp. akhurstii
. stockiae P. asymbiotica subsp. australis
. mauleonii P. temperata subsp. thracensis
. budapestensis

. szentirmaii

. cabanillasii

. ehlersii

. doucetiae

. beddingii

. bovienii

. hominickii

. ishibashii

. nematophila

. miraniensis

. vietnamensis

XXXXXXXXXXXXXXXXX

3.5. Xenorhabdus ve Photorhabdus Bakteri Supernatantlarinin Onemli
Bir Vektor olan Aedes aegypti’ye Karsi Etkilerinin Belirlenmesi

Calismanin bu bolimiinde, P. luminescens subsp. kayaii, X. cabanillasii ve X.
szentirmaii tiirlerine ait bakteri supernatantlarmin Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae) tiiriine ait ergin sivrisinekler tizerindeki uzaklastirici, yumurtalar
tizerindeki ovisidal ve larvalar iizerindeki larvisidal etkisi aragtirilmistir.
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3.5.1. Bakteri Supernatantlarinin Elde Edilmesi

Bakteriler stok kiiltlirlerden alindiktan sonra, TSB besiyeri igerisine aktarilarak 24
saat boyunca 28°C’de inkiibe edilmistir. Hazirlanan her bir 24 saatlik bakteri
kiiltiirinden 100°er pl alinarak 100 ml’lik TSB igeren erlenlere aktarilmistir.
Bakteriler 7 giin boyunca 28°C’de ve 150 rpm’de inkiibe edilmistir. Siv1 besiyeri
icerisindeki bakteri kiiltiirleri 20000G’de ve +4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir
(Giilcti, 2010). Elde edilen supernatantlar bakteri hiicrelerinden tamamen
arindirilmak tizere 0,2 pm por c¢apindaki enjektdr ucu membran filtreden
(Sartorius Minisart® Syringe Filter) gecirilmis ve test edilecek supernatantlar elde
edilmistir (Hazir vd., 2018). Elde edilen supernatantlar kullanilana kadar +4°C’de

muhafaza edilmistir.
3.5.2. Sivrisineklerin Uretilmesi

Deneylerde Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii Vektér Bocekler Laboratuvari’nda bulunan Ae. aegypti tiirliine ait
sivrisinekler kullanmilmistir. Sivrisinekler yaklasik 200 bireyden olusan koloniler
halinde, 45x45 cm ebatlarindaki tiil kafesler (BugDorm, www.megaview.com.tw)
igerisinde iretilmistir (Sekil 3.7). Ergin sivrisinekler pamuga emdirilmis %10’luk
seker ¢ozeltisi ile beslenmistir (Imam vd., 2014). Disi sivrisinekler canli fare Mus
musculus (Rodentia: Muridae)‘tan kan emdirilmek suretiyle haftada bir
beslenmistir. Kan ile beslenen sivrisineklerin yumurtlamalari i¢in bulunduklar
kafese igerisinde kurutma kagidi ve su bulunan kaplar yerlestirilmistir. Agilan
yumurtalardan ¢ikan sivrisinek larvalart toz haline getirilmis balik yemi ile
beslenmistir. Sivrisinekler 27°C + 2°C sicaklik ve %70 + %5 nem oraninda; 14/10
saatlik aydinlik/karanlik periyodunda iiretilmistir (Imam vd., 2014).
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Sekil 3.7. Sivrisineklerin iiretilmesinde kullanilan diizenek.

3.5.3. Bakteri Supernatantlarmmin Aedes aegypti Erginlerine Kars1
Uzaklastiric1 Etkisinin Arastirilmasi

Bakteri supernatantlarinin sivrisinek erginleri tizerindeki uzaklastirici etkisinin test
edilmesi igin 6zel cam sivrisinek besleme aparatlari kullanilmistir (Deng vd.,
2014). Cam aparatlarin alt kismi parafilm ile sikica kaplandiktan sonra her birinin
icerisine 15 ml insan kani eklenmistir. Deneylerde kullanilan kanlar biri kadn,
digeri erkek iki goniilliiden alinmistir (2017/1113 Protokol nolu Etik Kurul karar
ile). Kan, Adnan Menderes Universitesi hastanesinde calisan uzman kisiler
tarafindan dirsegin i¢ tarafindaki toplardamardan alinmistir. Hazirlanan deney
diizenegi sicak su banyosuna baglanmis ve 40°C’de caligtirilarak kanin sicakligi
yaklagik 37°C’de sabit tutulmustur (Kasap vd., 2003). (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Bakteri supernatantlarinin Aedes aegypti erginlerine karsi uzaklastirici
etkisinin test edilmesinde kullanilan deney diizenegi.

Deneyler 45 x 45 cm tiil bocek kafesleri icerisinde yiiriitiilmiistiir. Her bir kafes
igerisine yaklasik 100 adet 5-9 giinlilk disi Ae. aegypti aktarilmistir. Sivrisinek
besleme aparatinin parafilm ile kaplanan yiizeyine plastik el spreyi ile test edilecek
supernatanttan 2 ml piiskiirtiilmistiir. Kontrol grubu olarak kullanilan diger
aparatin yiizeyine ise, ayni miktarda bakteri kiiltiirlerinin iretildigi steril TSB
besiyeri uygulanmistir. Supernatant piiskiirtiilmiis membran aparat, kontrol grubu
ile birlikte ayni anda tiil kafes {izerine temas edecek sekilde yerlestirildikten sonra,
10 dakika boyunca, her dakika basi diizenekler iizerine konan sinek sayisi
sayilarak kaydedilmistir. Deneyler farkli zamanlarda 3 kez tekrar edilmistir.
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3.5.4. Bakteri Supernatantlarnin Aedes aegypti Yumurtalarmma Karsi
Ovisidal Etkisinin Arastirilmasi

Calismanin bu béliimiinde X. szentirmaii, X. cabanillasii ve P. luminescens subsp.
kayaii bakterilerine ait 7 giinlikk supernatantlarin, Ae. aegypti tiiriine ait sivrisinek
yumurtalarinin  agilmasina karsi herhangi bir etki gosterip gostermeyecegini
belirlemeye yonelik deneyler yapilmistir. Calismada 4 cm g¢apinda ve 30 ml
hacminde, kapakli seffaf plastik kaplar kullanilmigtir. Hazirlanacak seyreltme
oranlar1 géz oniline alinarak kaplar icerisine once distile su eklenmistir. Saglikli
sivrisinek yumurtalar1 stereo mikroskop altinda segilerek ince bir firga yardimiyla
toplanmis ve her plastik kap icerisine 20 adet Ae. aegypti yumurtasi eklenmistir
(Sekil 3.9). Bakteri supernatantlari, toplam hacim 20 ml olacak sekilde plastik
kaplar igerisine eklenerek istenilen konsantrasyonlar (%5, %10, %20, %30, %40
ve %50) elde edilmistir. Kontrol gruplar deney gruplart ile aym sekilde
hazirlanmis, bakteri supernatanti yerine steril TSB besiyeri kullanilmistir. Yirmi
dort ve 48. saatler sonunda acilan ve agilmayan yumurtalar stereo mikroskop
altinda sayilarak kaydedilmistir. Test edilen her konsantrasyon igin 20’ser yumurta
iceren 5 kap (toplam 100 yumurta) kullanilmis, deneyler farkli zamanlarda 3 kez
tekrar edilmistir (Sekil 3.10). Tiim deneyler 28°C’de %70 + %10 nem oraninda

yiiritilmistiir.



36

Sekil 3.9. Saglikli Aedes aegypti yumurtalarinin mikroskop altinda segilerek deney
yapilacak kaplara aktarilmast

Sekil 3.10. Bakteri supernatantlarinin Aedes aegypti yumurtalarinin agilmasina
etkisini test etmek amaciyla hazirlanan deney diizenegi
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3.5.5. Bakteri Supernatantlarimn Aedes aegypti Larvalarina Kars1 Larvisidal
Etkinliklerinin Arastirilmasi

Bakteri supernatantlarinin 3. donem Ae. aegypti larvalarina karsi larvisidal bir
etkisinin bulunup bulunmadig1 24 gozenekli hiicre kiiltiir kaplari icerisinde test
edilmistir (Sekil 3.11) (da Silva vd., 2017). Xenorhabdus szentirmaii, X.
cabanillasii ve P. luminescens subsp. kayaii bakterilerine ait 7 gilinlik
supernatantlar %50, %40, %30, %20, %10 ve %5 oraninda olacak sekilde steril
distile su ile seyreltilmistir. Her bir gdzenege seyreltilen siipernatanttan 1 ml ve bir
adet 3. donem Ae. aegypti larvasi eklenmistir. Kontrol grubu olarak ayni oranlarda
seyreltilmig steril TSB besiyeri kullanilmigtir. Deney diizenekleri 28°C’de %70
(£10) nem oraninda 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Yirmi dort ve 48. saatlerde
yapilan kontrollerde, ince bir firca yardimiyla dokunuldugunda hareket etmeyen
larvalar 6lii olarak kabul edilmistir. Her supernatant ve konsantrasyon icin 30’ar

larva kullanilmis ve deneyler farkl1 zamanlarda 3 kez tekrar edilmistir.

Sekil 3.11. Bakteri supernatantlarinin 3. donem Aedes aegypti larvalarina karsi
oldiriicii etkisini test etmek amaciyla kullanilan 24 gozenekli deney

diizenegi.
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3.6. SDF Maddesinin Yapisini Belirlemeye Yonelik Calismalar

3.6.1. SDF’nin Protein Yapida Olup Olmadigimm Belirlemeye Yonelik
Deneyler

SDF maddesinin protein yapida olup olmadigini belirlemek amaciyla SDF
aktivitesi gosterdigi bilinen X. budapestensis, X. cabanillasii, P. luminescens
subsp. laumondii ve P. temperata subsp. thracensis tiirlerine ait bakteriler
kullanilmigtir. Bu bakteriler ile 3 giinlik enfekte G. mellonella larvalari
hazirlanmistir. Hazirlanan larvalarin yarsi, bakterilerin iirettigi protein yapidaki
bilesikleri denatiire etmek amaci ile 121°C’de 20 dakika siireyle otoklavlanmistir
(Zhou wvd., 2002). Deneyler c¢ekirgeler, hamambdcekleri ve baliklar ile
yuriitilmistiir. Cekirgeler ve baliklar deneyden dnce 2 giin, hamambdcekleri ise 7
glin boyunca ag¢ birakilmistir. Otoklavlamis, otoklavlanmamis ve dondurularak
Oldiriilmis larvalar (kontrol) sert karton zemin iizerine bocek ignesi ile
ignelenerek (Sekil 3.12), iginde 10’ar adet ¢ekirge veya hamambdceginin
bulundugu insektaryumlar igerisine yerlestirilmis ve bdceklerin beslenme
davranislar1 3 saat siireyle gézlemlenmistir. Uzerinde 1sirik izleri ve eksilme olan
larvalar “tiiketildi”, 1sirik izi ve eksilme gozlenmeyenler ise “tiiketilmedi” olarak
kabul edilmistir. Baliklarla yapilan deneylerde ise her birinde bir adet balik
bulunan 10 adet akvaryum kullanilmigtir. Kadavralar akvaryumlara tek tek atilmis
ve baliklarin bunlarla beslenip beslenmedigi gézlemlenmistir. Tiim deneyler 3 kez

tekrarlanmistir.
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Sekil 3.12. SDF maddesinin protein yapida olup olmadigini belirlemek amaciyla
kurulan deney diizenegi

3.6.2. SDF’nin Bakterilerde Hangi Gen Bolgesine Bagimh Olarak
Uretildiginin Belirlenmesi

SDF maddesinin Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterilerinde sekonder metabolit
iretiminden sorumlu Hfq veya Pptase gen bolgelerinden hangisine bagimli olarak
tiretildigini belirlemeye yonelik deneyler yiiriitiilmustiir. Bu amagla X. szentirmaii
ve P. luminescens subsp. laumondii TTOl suslarmm ilgili gen bdlgeleri
susturularak elde edilen Ahfq (SvS-201, SvS-246) ve APpTase mutantlar1 (HBLC-
47 ve AB-B8) ile yabanil tiplerinin (Wild-type/WT) SDF aktivitesi g¢ekirgeler
tizerinde test edilmistir. Secilen bakteri suglar ile 3 giinliik enfekte G. mellonella
larvalari hazirlanmistir. Ayni bakteri tiiriine ait yabanil tip ve mutant suslarla
(Ahfg ve APptase) enfekte edilmis larvalar bir arada olacak sekilde sert karton
tizerine ignelenerek (Sekil 3.13) ¢ekirgelerin bulundugu kaplara yerlestirilmistir.
Deneylerde igerisinde 10’ar adet ¢ekirge bulunan 3 plastik kap kullanilmustir.
Cekirgelerin beslenme davramislar1 3 saat boyunca gdzlemlenmistir. Ug saat
sonunda, kadavra biitiinligii bozulacak kadar 1sirilmis ve yenmis ise larva
“tiiketildi”’; kadavra biitiinliigii bozulmayacak sekilde ufak isiriklar var veya hig
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wsir1k izi yok ise “tiiketilmedi” olarak kabul edilmistir. Deneyler farkli zamanlarda
3 kez tekrar edilmistir.

Sekil 3.13. Karton iizerine ignelenmis Photorhabdus luminescens subsp.
laumondii’ye ait yabanil tip (WT) ve mutant bakteriler ile enfekte edilmis
Galleria mellonella larvalari.

3.6.3. SDF Etkisi Gosteren Maddenin Ne Oldugunun Belirlenmesi

Calismanin bu boliimiinde Xenorhabdus bakterileri tarafindan iretilen farkl
sekonder metabolitlerden hangisinin SDF aktivitesi gosterip gostermedigini
belirlemek amaciyla deneyler yapilmigtir. Deneylerde SDF aktivitesi giiglii olan X.
szentirmaii tliri kullanilmigtir. Bu bakterinin  AHfq ve promotor bdlgesi
degistirilmis 12 adet mutant susu olusturulmustur (Bode vd., 2015). indiiklenebilir
bir promotor bolgesi eklenmis olan bu mutant suslar, i¢ine arabinoz eklenmis ve
eklenmemis iki farkli TSB ortammda 28°C’de ve 150 rpm’de 3 giin siireyle
tiretilmistir. Boylece ilgili sekonder metabolit biyosentez gen bolgeleri aktive
edilmig/edilmemis; yani bu sekonder metabolitleri {ireten ve {iretmeyen
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bakterilerin supernatantlar1 elde edilmistir. Dondurularak oldiiriiliip liyofilize
edilmis G. mellonella larvalari bakteri supernatantlari icerisinde 30 dakika
bekletilmistir. Hazirlanan bu kadavralar daha sonra sert bir karton iizerine igne ile
sabitlendikten sonra mutant suslarin SDF aktivitesi gosterip gostermedikleri Siyah
cekirgeler G. bimaculatus tizerinde test edilmistir.

Cizelge 3.6. Deneylerde kullanilan Xenorhabdus szentirmaii tiirine ait

indiiklenebilir promotor eklenmis mutant suslar.

Promotor boélgesi degistirilmis mutant bakterilerde iiretimi kontrol altina alinan
sekonder metabolitler

Xenorhabdus szentirmaii Ahfq mutant (Kontrol)
Dipeptide

Szentiramide

Ahfg pCEP-KM-3663

Xenobacteria

Ahfg pCEP-KM-0377

Rhabduscin

Rhabdopeptide

Yersinibactin

Xenorfuranone

Fabclavine

GameXpeptide

Pyrrolizixenamid

3.6.4. Dogada Bocek Kadavralarn Icerisinde Bulunan Entomopatojen
Nematodlarin Hayatta Kalmasinda ve Uremesinde SDF’nin Roliiniin
Belirlenmesi

Deneylerde, SDF aktivitesi gostermedigi belirlenen X. ehlersii ve X. doucetiae
simbiyotik bakterilerini tasiyan S. longicaudum ve S. diaprepesi tiirlerine ait
EPN’ler kullanilmustir. Icerisinde iki katli kurutma kagidi bulunan 9 cm’lik cam
petriler icerisine, hazirlanan 10001J/ml nematod silispansiyonlarindan 1 ml
uygulanmigtir. Petrilere 5’er adet son dénem G. mellonella larvasi eklenmistir.
Larvalar oda sicakliginda ve karanlik ortamda 3 giin boyunca inkiibe edilmistir.
Simbiyotik bakterisinin SDF {irettigi bilinen Steinernema rarum ile enfekte
edilmis larvalar pozitif kontrol olarak; dondurularak o6ldirilmiis larvalar ise
negatif kontrol olarak kullanilmigtir. Larvalar karton zemin iizerine bocek ignesi

ile ignelenerek c¢ekirgelerin ve hamambdceklerinin bulundugu ortamlara



42

yerlestirilmis ve bdceklerin beslenme davranislart gézlemlenmistir. Cekirgeler
deneyden o6nce 2, hamambdcekleri ise 7 giin boyunca a¢ birakilmistir. Bocek
deneyleri, igerisinde 10’ar adet gekirge veya hamambdcegi bulunan 3’er farkli
insektaryumda yiriitilmistiir. Baliklarla yapilan deneyler igin, icerisinde birer
adet balik bulunan 10 ayr1 akvaryum kullanmilmistir. Cekirge ve hamambdcegi
deneyleriyle ayn1 yontemle hazirlanan 3 giinliik enfekte G. mellonella kadavralari,
2 giin a¢ birakilmig baliklarin bulundugu akvaryumlara tek tek atilmig ve baliklarin
kadavralan yeyip yemedikleri belirlenmistir. Tiim deneyler 3 kez tekrar edilmistir.

Sekil 3.14. SDF aktivitesi gosteren ve gostermeyen simbiyotik bakterileri tagiyan
entomopatojen nematodlar (Steinernema rarum ve Steinernema
longicaudum) ile kurulan deney diizenegi.

3.6.5. istatistiksel Analizler

Farkli bakteri supernatantlarinin Ae. aegypti sivrisineklerinin yumurtalarina karsi
etkinliginin belirlenmesine yonelik deneylerde ve karinca deneylerinde elde edilen
veriler arcsin transformasyonunun ardindan Genel Dogrusal Model (GLM) ile
analiz edilmistir. Sivrisinek larvalar ile yapilan deneylerde elde edilen veriler ise
hem Abbott (Abbott, 1925) hem de arcsin transformasyonunun ardindan GLM ile
analiz edilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar Tukey coklu testine gore
degerlendirilmistir (SPSS, 2013). Supernatantlarin ergin sivrisineklere kars1
repellent etkilerini belirlemede ise veriler G-testi ile analiz edilmistir (Sokal ve
Rholf, 1995). Cekirge, hamambécegi ve balik deneylerinde istatistiksel analiz
yapilmamustir.
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4. BULGULAR

4.1. Farkhh Photorhabdus ve Xenorhabdus Tiirleri Arasinda SDF
Uretimi ve Etkinligi Acisindan Farkhlik Olup Olmadiginin
Belirlenmesi

4.1.1. Karmnca Deneyleri

Yirttiilen ¢alismalar sonucunda Tapinoma madeirense tiirtine ait karincalarin,
Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri tarafindan iiretilen SDF aktivitesine
kars1 farkli 6l¢iide duyarlilik gdsterdigi belirlenmistir.

Farkli Xenorhabdus tiirlerinin SDF aktivitesini belirlemek amaci1 ile yapilan
deneylerde, karincalar kontrol grubundan sonra en fazla, X. szentirmaii Ahfq
mutanti ile enfekte larvalarla beslenmislerdir (%80). Diger yandan, karincalar X.
nematophila ile enfekte edilen larvalardan ufak isiriklar aldiktan sonra beslenmeyi
birakmiglardir. Bu gruptaki larvalarda ortalama agirlik kaybt %4 ile smirl
kalmistir. Karincalar, X. cabanillasii ile enfekte edilmis G. mellonella larvalariyla
ise beslenmemislerdir (Sekil 4.1). Deney sonunda larvalar mikroskop altinda
incelenmis ve lizerlerinde herhangi bir 1sirik izine de rastlanmamistir. Elde edilen
veriler Genel Dogrusal Model ile test edilmis ve larvalarin tiiketim oranlar
arasindaki fark istatistiksel olarak 6énemli bulunmustur (F=41.381; df=6; P<0.05)
(Sekil 4.2).
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Sekil

Kadavra tiiketim orani (%)

4.1. Farkli Xenorhabdus tiirleri ile enfekte edilmis Galleria mellonella
larvalarinin Tapinoma madeirense tiirine ait karincalar tarafindan
tiiketilmesi.
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Sekil 4.2. Farkli Xenorhabdus tiirleriyle enfekte Galleria mellonella larvalarinin

Tapinoma madeirense tiirline ait karincalar tarafindan tiiketim orant (%).
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Photorhabdus tiirlerine ait yabanil tip bakterilerin iirettigi metabolitlerin deneyde
kullanilan karinca tiiriine karsi yiiksek SDF aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.
Deney sonunda P.luminescens subsp. laumondii, P.luminescens subsp. kayaii, P.
luminescens subsp. akhurstii ve P. temperata subsp. thracensis ile enfekte
larvalarin karincalar tarafindan hig tiiketilmedigi goriilmistir (Sekil 4.3). Larvalar
mikroskop altinda incelendiginde fizerlerinde herhangi bir 1sirik izine
rastlanmamigtir. Ancak, P. luminescens subsp. laumondii tiiriiniin Ahfq (Svs-246)
ve Apptase (AB-B8) mutantlari ise karincalar tarafindan tiiketilmeleri sonucunda,
sirastyla %45 ve %19 oraninda agirlik kaybina ugramuslardir. Photorhabdus
tiirleriyle enfekte larvalarin tiiketim oranlari arasindaki farklilik istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (F=56.654, df=6, P<0.05) (Sekil 4.4).

Sekil 4.3. Farkli Photorhabdus tiirleri ile enfekte edilmis Galleria mellonella
larvalarmin Tapinoma madeirense tiirline ait karincalar tarafindan

tiketilmesi.
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Sekil 4.4. Farkli Photorhabdus tiirleriyle 3 giinliik enfekte Galleria mellonella
larvalarinin Tapinoma madeirense tiiriine ait karincalar tarafindan tiiketim

orani.
4.1.2. Cekirge Deneyleri

Gryllus bimaculatus tiirli ¢ekirgeler farkli bakteri tiirleri ile enfekte olan
kadavralara farkli tepkiler vermistir. Photorhabdus tiirleri ile enfekte edilmis
kadarvalarin higbirisi ¢ekirgeler tarafindan tiiketilmemistir. Kadavralar mikroskop
altinda incelendiginde {izerlerinde herhangi bir 1sirik izine de rastlanmamustir.
Xenorhabdus tiirleri ile yapilan deneylerde ise tiirlere gore degisen sonuglar elde
edilmigtir. Cekirgeler X. cabanillasii, X. nematophila, X. szentirmaii, X. indica ve
X. miraniensis tiirleri ile enfekte kadavralari yememistir. Ancak, X. ishibashii, X.
ehlersii, X. doucetiae ve X. beddingii ile enfekte olan larvalar kadavra biitiinliikleri
bozulacak derecede tiikketilmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Farkli bakteri tiirleri ile enfekte Galleria mellonella larvalarmin

Gryllus bimaculatus tiiriine ait ¢ekirgeler tarafindan tiiketim durumu.

Kullanilan Bakteri

Tiiketim Durumu
(+): Tiiketilen; ( - ): Tiiketilmeyen

Xenorhabdus szentirmaii

Xenorhabdus nematophila

Xenorhabdus ishibashii

+

Xenorhabdus cabanillasii

Xenorhabdus ehlersii

Xenorhabdus beddingii

+ [+

Xenorhabdus indica

Xenorhabdus miraniensis

Xenorhabdus doucetiae

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii

Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii

Photorhabdus luminescens subsp. kayaii

Photorhabdus thracensis subsp. temperata

4.1.3. Hamambécegi Deneyleri

Yapilan deneyler sonucunda, hamambdceklerinin test edilen 3 farkli Photorhabdus

tiirii ile enfekte edilmis larvalarin higbirisini tilketmedigi gozlenmistir. Bu larvalar

mikroskop altinda incelendiginde {izerlerinde herhangi bir 1sirik izine de
rastlanmamistir. Hamambdcekleri yalnizca X. beddingii, X. doucetiae, X.
ishibashii ve X. ehlersii tiirleri ile enfekte larvalar tiiketmistir. Test edilen diger

bakteri tiirleri ile enfekte edilmis larvalari ise tiiketmemislerdir. Bu veriler

dogrultusunda, bu dort bakteri tiiriniin B. lateralis tiiriine ait hamambdceklerine

kars1 SDF aktivitesi gostermedigi belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Farkli bakteri tiirleri ile enfekte Galleria mellonella larvalarmin

Blatta lateralis tiiriine ait hamambdcekleri tarafindan tiikketim durumu.

Tiiketim Durumu
(+): Tiiketilen; ( - ): Tiiketilmeyen
Xenorhabdus innexi -
Xenorhabdus indica -
Xenorhabdus poinarii -
Xenorhabdus stockiae -
Xenorhabdus mauleonii -
Xenorhabdus budapestensis -
Xenorhabdus szentirmaii -
Xenorhabdus cabanillasii -
Xenorhabdus ehlersii +
Xenorhabdus doucetiae i3
Xenorhabdus beddingii +
Xenorhabdus bovienii -
Xenorhabdus hominickii -
Xenorhabdus nematophila -
Xenorhabdus ishibashii +
Photorhabdus luminescens subsp. laumondii -
Photorhabdus luminescens subsp. kayaii -
Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii -
Photorhabdus asymbiotica subsp. australis -
Photorhabdus temperata subsp. thracensis -

Kullanmilan Bakteri

4.1.4. Balik Deneyleri

Squalius pursakensis tiiriine ait baliklarin, farkli Xenorhabdus ve Photorhabdus
tirlerine ait bakteriler ile enfekte edilmis larvalara farkli tepkiler verdigi
belirlenmistir (Cizelge 4.3). Baliklar, Photorhabdus bakterileri ile enfekte edilmis
larvalarin higbirisini tiikketmemistir. Xenorhabdus bakteri ile enfekte edilmis
olanlardan ise sadece X. beddingii, X. ehlersii, X. ishibashi ve X. doucetiae ile
enfekte edilmis larvalar ile beslenmislerdir. Baliklar su icerisine atilan larvalari
once agizlarina almig tadina baktiktan sonra begenmediklerini geri cikarmis,

begendiklerini ise tamamen yemislerdir.
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Cizelge 4.3. Balik deneylerinde elde edilen sonuglar

Tiiketim Durumu

(+): Tiiketilen; ( - ): Tiiketilmeyen
. innexi -

indica -

. poinarii -

. stockiae -

. mauleonii -

. budapestensis -

. szentirmaii -

. cabanillasii -
. ehlersii +
. doucetiae +
. beddingii +
. bovienii -
. hominickii
. ishibashii +
. nematophila -
. miraniensis -
. vietnamensis -
. luminescens subsp. laumondii -
. luminescens subsp. kayaii -
. luminescens subsp. akhurstii -
. asymbiotica subsp. australis -
. temperata subsp. thracensis -

Test Edilen Bakteriler

O |0 |00 |0 X| XXX XXX XXX XXX X[ X[X[X

4.2. Xenorhabdus ve Photorhabdus Bakteri Supernatantlarmim Onemli
Bir Vektor olan Aedes aegypti’ye Karsi Etkilerinin Belirlenmesi

4.2.1. Bakteri Supernatantlarnin Aedes aegypti Erginlerine Karsi
Uzaklastiric1 Etkisinin Arastirilmasi

Deneylerden elde edilen veriler dogrultusunda Xenorhabdus szentirmaii ve
Photorhabdus luminescens subsp. kayaii bakterilerine ait supernatantlarinin test
stiresince Ae. aegypti disilerine kars1 uzaklastiric1 etki gosterdigi belirlenmistir
(Sekil 4.5). Disi sinekler kan emmek igin {izerine TSB besiyeri piiskiirtiilmiis olan
membrani tercih etmislerdir (Sekil 4.6; Sekil 4.7). Veriler replicated goodness-of-
fit testi (G-test) ile analiz edilmis ve bakteri supernatantlari ile kontrol grubuna
(TSB) yonelim arasindaki farkin sayimlarin alindigi her dakika igin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Xenorhabdus szentirmaii supernatanti (sol) ve TSB (sag) puskiirtiilmiis
kan emme diizeneklerine gelen Aedes aegypti disileri.

OX.szentirmaii MWTSB
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Sekil 4.6. Xenorhabdus szentirmaii supernatanti ve steril TSB piiskiirtiilmiis
diizeneklere 10 dakika boyunca gelen ortalama disi Sivrisinek sayilari
(1’den 10’a kadar numaralar her bir dakikay1 ifade etmektedir) (P<0.05 =
*, P<0.01=**).
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Sekil 4.7. Photorhabdus luminescens supernatanti ve steril TSB piiskiirtiilmiis
diizeneklere 10 dakika boyunca gelen ortalama disi Sivrisinek sayilari (1°den
10’a kadar numaralar her bir dakikay1 ifade etmektedir) (P<0.05 = *,
P<0.01=**).

Xenorhabdus cabanillasii siipernatanti uygulanmis olan membranda sayimlarin
yapildig1 1, 4, 8 ve 10. dakikalarda istatistiksel olarak daha az sayida sivrisinek kan
emmistir. Diger dakikalarda da sayisal olarak daha fazla sinek kontrol grubundan kan
emmeyi tercih etmis ancak aradaki fark istatistiksel agidan Onemli bulunmamistir
(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Xenorhabdus cabanillasii supernatanti ve steril TSB piiskiirtiilmiis
diizeneklere 10 dakika boyunca gelen ortalama disi Sivrisinek sayilar1 (1’den
10’a kadar numaralar her bir dakikay1 ifade etmektedir) (P<0.05 = *,
P<0.01=**).
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Bakteri siipernatantlar1 uygulanmis membralara kan emmek igin gelen Sivrisinek
sayilar1 G-testi ile analiz edilerek sonuglar bir ¢izelge seklinde sunulmustur
(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Bakteri supernatanti piiskiirtiilmiis diizeneklere gelen sinek sayilarinin

G testi ile degerlendirilmesi

| | X.szentimaii | X.cabanillasii | P.luminescens
Dakika df | G-statistics P |df | G-statistics P | df | G-statistics | P
Gy 2 2,46 0,291 | 2 1,15 0,562 | 2 0,60 0,740
1 Gp 1 20,26 0,000 | 1 16,77 0,000 | 1 21,17 0,000
Gt 3 22,72 0,000 | 3 17,93 0,000 | 3 21,77 0,000
Gy 2 0,63 0,729 | 2 5,83 0,054 | 2 0,25 0,881
2 Gp 1 14,61 0,000 | 1 1,64 0,200 | 1 37,56 0,000
Gt 3 15,24 0,002 | 3 7,47 0,058 | 3 37,82 0,000
Gh 2 2,82 0,244 | 2 0,79 0,673 | 2 0,77 0,679
3 Gp 1 6,30 0,012 | 1 2,11 0,146 | 1 40,46 0,000
Gt 3 9,12 0,028 | 3 2,90 0,407 | 3 41,24 0,000
Gh 2 4,56 0,102 | 2 0,80 0,671 | 2 0,51 0,776
4 Gp 1 9,07 0,003 | 1 4,35 0,037 | 1 40,53 0,000
Gt 3 13,63 0,003 | 3 5,15 0,161 | 3 41,03 0,000
Gy 2 3,87 0,144 | 2 0,32 0,852 | 2 0,73 0,693
5 Gp 1 7,29 0,007 | 1 2,24 0,135 | 1 43,36 0,000
Gt 3 11,16 0,011 | 3 2,56 0,465 | 3 44,10 0,000
Gh 2 0,10 0,953 | 2 0,35 0,837 | 2 0,73 0,695
6 Gp 1 16,51 0,000 | 1 4,28 0,038 | 1 46,44 0,000
Gt 3 16,60 0,001 | 3 4,64 0,200 | 3 47,17 0,000
Gh 2 3,10 0,212 | 2 0,43 0,808 | 2 0,81 0,667
7 Gp 1 8,49 0,004 | 1 2,14 0,144 | 1 48,02 0,000
Gt 3 11,60 0,009 | 3 2,57 0,463 | 3 48,82 0,000
Gh 2 0,89 0,640 | 2 2,77 0,251 | 2 0,99 0,611
8 Gp 1 7,71 0,005 | 1 4,18 0,041 | 1 42,81 0,000
Gt 3 8,60 0,035 | 3 6,95 0,074 | 3 43,79 0,000
Gh 2 0,13 0,939 | 2 0,92 0,631 | 2 0,13 0,938
9 Gp 1 12,20 0,000 | 1 3,59 0,058 | 1 37,54 0,000
Gt 3 12,32 0,006 | 3 4,51 0,211 | 3 37,66 0,000
GH 2 0,55 0,760 | 2 0,08 0,960 | 2 0,13 0,936
10 Gp 1 18,71 0,000 | 1 4,19 0,041 | 1 29,16 0,000
Gt 3 19,26 0,000 | 3 4,27 0,233 | 3 29,29 0,000
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4.2.2. Bakteri Supernatantlarnmn Aedes aegypti Yumurtalarmma Karsi
Ovisidal Etkisinin Arastirilmasi

Deneyler sonucunda X. cabanillasii supernatantinin Aedes aegypti yumurtalarinin
acilmasini biiylik oranda engelledigi belirlenmistir. En yiiksek ovisidal etki
%50’1lik seyreltmede elde edilmistir. Bu seyreltmede 48. saat sonunda yumurta
acilma orani %3 ile siirli kalmistir. Oysa kontrol grubundaki yumurtalarin %79°u
basariyla acgilmistir. Deneylerin 48. saati sonunda %40, %30 ve %20’lik
konsantrasyonlarin ovisidal etkisi arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark
bulunmamustir. En yiiksek yumurta a¢ilma orani 48. saat sonunda %35°lik oran ile
%35’lik  konsantrasyonda  gozlemlenmistir. Uygulanan tim  siipernatant
konsantrasyonlar1 ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (F=12.378; df=6, P<0.05) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlardaki Xenorhabdus cabanillasi supernatantlarinin
Aedes aegypti yumurtalarinin agilmasina etkisi.

Xenorhabdus szentirmaii ve P. luminescens tiirlerine ait supernatantlarin %30’luk
konsantrasyonlarinda 48. saat sonunda yumurta agilma oranlart %50 nin {izerinde
oldugu i¢in bu iki bakteri tiirii i¢in daha diisiikk konsantrasyonlarin etkisi test
edilmemistir.
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Xenorhabdus szentirmaii ile yapilan deneylerde en yiiksek ovisidal etki %50’lik
konsantrasyonda elde edilmistir. Bu konsantrasyonda 24. saat sonunda
yumurtalarin %4,’l; 48. saat sonunda ise %11°1 agilmistir. Yumurtalarin agilmast
iizerinde %40 ve %30’luk konsantrasyonlar arasinda istatistiksel bir fark
bulunmamistir. Tim gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark ise istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (F=20.890; df=3, P<0.05) (Sekil 4.10).
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Sekil ~ 4.10.  Farkli  konsantrasyonlardaki ~ Xenorhabdus  szentirmaii
supernatantlarinin Aedes aegypti yumurtalarinin a¢ilmasina etkisi.

Photorhabdus luminescens ile yapilan deneylerde %350’lik konsantrasyonda 48
saat sonunda yumurtalarin sadece %4’li acilmigtir. Bu degerler kontrol grubu
(%78’lik agilma orami) ile kiyaslandiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (F=20.277; df=3, P<0.05). Ancak, %40 ve %30’luk
konsantrasyonlarda 48. saat sonunda yumurtalarin sirasiyla %79 ve %75°1
acilmistir. Bu iki konsantrasyon grubu ile kontrol gurubu arasinda istatistiksel
olarak herhangi bir fark bulunmamistir (P>0.05) (Sekil 4.11).
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Sekil  4.11.  Farkli  konsantrasyonlardaki  Photorhabdus  luminescens
supernatantlarinin Aedes aegypti yumurtalarinin a¢ilmasina etkisi.

4.2.3. Bakteri Supernatantlarimin Aedes aegypti Larvalarina Kars1 Larvisidal
Etkinliklerinin Arastirilmasi

Yapilan deneyler sonucunda Ae. aegypti larvalarina karsi en etkili bakteri tiirii
Xenorhabdus cabanillasii olarak bulunmustur. X. cabanillasii %50, %40, %30 ve
%20’lik konsantrasyonlarda 48 saat sonunda %100 oraninda larval mortaliteye
sebep olmustur (Sekil 4.12). Xenorhabdus szentirmaii’nin %50 oraninda
seyreltilmis supernatantlar1 ise 24 ve 48. saatler sonunda sirasiyla %90 ve %100
oraninda Oliim meydana getirmistir (Sekil 4.13). Photorhabdus luminescens
bakterisinin %50 oraninda seyreltilmis supernatantinin uygulandig: larvalarda ise
mortalite 24. saat sonunda %10, 48. saat sonunda ise %17’de kalmustur.
Xenorhabdus szentirmaii %40, %30 ve %?20’lik konsantrasyonlarda 48 saat
sonunda sirasiyla %95, %92 ve %83 oraninda larval mortalite meydana
getirmistir. Photorhabdus luminescens %40 ve %30’luk konsantrasyonlarda 48
saat sonunda sadece %3 oraninda Oliime sebep olmustur. Bu oran %20°lik
siipernatant konsantrasyonu bulunan kaplarda %2’ye diismiis; %10 ve %5’lik
konsantrasyonlarda ise P. luminescens herhangi bir mortaliteye sebep olmamistir
(Sekil 4.14). Xenorhabdus szentirmaii %10’luk ve %5’lik konsantrasyonlarda 48
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saat sonunda sirasiyla %18 ve %17 oraninda mortaliteye sebep olurken; X.
cabanillasii ise %94 ve %90 oranlarinda mortalite gdstermistir.
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Sekil 4.12.  Xenorhabdus cabanillasii  supernatantimin  test  edilen
konsantrasyonlarda Aedes aegypti larvalarina karsi etkinligi.
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Sekil  4.13.  Xenorhabdus szentirmaii  supernatantimin  test  edilen
konsantrasyonlarda Aedes aegypti larvalarina kars1 etkinligi.
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Sekil 4.14. Photorhabdus luminescens  supernatantinin  test  edilen
konsantrasyonlarda Aedes aegypti larvalarina kars: etkinligi.

4.3. SDF Maddesinin Yapisinm1 Belirlemeye Yonelik Calismalar

4.3.1. SDF’nin Protein Yapida Olup Olmadigim Belirlemeye Yonelik
Deneyler

Yapilan deneyler sonucunda SDF maddesinin sicaklik ile muamele edilmesi
sonucu aktivitesini kaybetmedigi belirlenmistir. Yagmacilar X. budapestensis, X.
cabanillasii ve P. luminescens subsp. laumondii ve P. temperata subsp. thracensis
bakterileriyle enfekte edilmis otoklavlanmamis ve otoklavlanmis larvalarin
hicbirisini tiketmemislerdir (Sekil 4.15). Bunun bir sonucu olarak SDF
maddesinin protein yapida bir madde olmadigi belirlenmistir.



Sekil 4.15. Otoklavlanmis ve otoklavlanmamig enfekte kadavralarin deney
sonunda tiiketilme durumlari.

4.3.2. SDF’nin Bakterilerde Hangi Gen Bolgesine Bagimh Olarak Uretildigini
Belirlemeye Yonelik Deneyler

Yapilan deneyler sonucunda gekirgeler, P. luminescens subsp. laumondii TTO1
susu Ve X. szentirmaii bakterilerine ait Ahfq mutant1 ile enfekte edilmis larvalar ile
beslenmistir (Sekil 4.16 ve 4.17). P. luminescens laumondii ve X. szentirmaii
yabanil tip ve APptase mutanti ile enfekte edilen larvalar ise ¢ekirgeler tarafindan
tiikketilmemistir. Hfq kodlayan gen bolgesinin ortadan kaldirilmasiyla elde edilen
Ahfq mutantinin tiiketilmesi sonucunda Photorhabdus ve Xenorhabdus cinsi
bakterilerde SDF aktivitesi gosteren maddenin Hfq gen bolgesi bagimli oldugu
belirlenmistir.
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Sekil 4.16. Xenorhabdus szentirmaii bakterisinin yabanil tip ve mutant suslari ile
enfekte edilmis Galleria mellonella larvalarinin gekirgeler tarafindan
tilketilmesi.

Sekil 4.17. Cekirgelerin Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 susuna
ait farkli mutantlar ve yabanil tiple enfekte kadavralara verdikleri tepkiler.
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4.3.3. SDF Etkisi Gosteren Maddenin Ne Oldugunun Belirlenmesi

Test edilen tiim Photorhabdus tiirleri her ii¢ yagmaci organizmada (¢ekirge, balik
ve hamambocegi) SDF aktivitesi gostermistir. Ancak bu durum Xenorhabdus
tirlerinde farkli bulunmustur. SDF aktivitesi gosteren Xenorhabdus tiirleri; X.
bovienii, X. poinarii, X. cabanillasii, X. nematophila, X. szentirmaii, X. mauelonii,
X. innexi, X. stockiae, X. viethamensis, X. hominickii, X. miraniensis, X. indica ve
X. budapestensis; SDF aktivitesi gostermeyen tiirlerin ise X. doucetiae, X. ehlersii,
X. beddingii ve X. ishibashii tiirleri olduklar1 belirlenmistir.

SDF maddesinin ne oldugunu bulmak igin Xenorhabdus cinsine ait 17,
Photorhabdus cinsine ait ise 3 farkli tiiriin (P. luminescens tiiriiniin ti¢ ayr alttiirt,
kayaii, akhurstii ve laumondii) yani toplamda 20 farkli bakterinin SDF aktivitesi
gosterip gostermedigi farkli yagmacilara karsi test edildikten sonra, bu
deneylerden elde edilen veriler bir tablo haline getirilerek farkli Xenorhabdus ve
Photorhabdus tiirlerinin {irettigi sekonder metabolit listesiyle (Cizelge 4.5)
karsilastirilmistir (Tobias vd., 2017). SDF aktivitesi gosteren Xenorhabdus ve
Photorhabdus tiirlerinin iirettikleri sekonder metabolitler Cizelge 4.5 {izerinde
isaretlenmistir. Buna gére X. nematophila tiirii hari¢ tiim SDF aktivitesi gosteren
Xenorhabdus tiirii bakterilerin Pyrrolizidin alkaloid (Sekil 4.18) iirettigi; SDF
aktivitesi gostermeyen bakterilerin hig¢ birisinin ise ortak nokta olarak bu maddeyi
iiretmedigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. Gryllus bimaculatus, Blatta lateralis ve Squalius pursakensis
yagmacilarmin farkli Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirleri tarafindan
enfekte edilen Galleria mellonella kadavralarina verdikleri tepkiler.

Pyrrolizidine alkoloid
Phentylethylamide

Szentiamide

Xentrivalpeptide
e [ Je [+ [+ [ [+ [+ [+ [+ [+ [+ [+ ]+ ]+ [+] +] + |SDF aktivitesi(G. bimaculatus)

[ e T+ [+ [+ # ] # [+ [+ [+ ] +] + [SDF Aktivitesi (B.lateralis )
e [ [ [ # [ # # [+ # [+ ] +]+]+[+] +|SDF aktivitesi (S. pursakensis

Xefoampeptide
Xenocoumacin
Xenocyloin
Xenorhabdin
Xenofuranone

Xenortide

Xenoamicin
Lumizinone
Tryptamide

Anthraguinone
Fabclavine
PAX Peptide
Rhabduscin

[Ambactin

P. asym. subsp. australis DSM 17609
P. temperata subsp. thracensis
P. lum. subsp. laumondii TTO1
X. budapestensis DSM 16342
X. cabanillasii JM26

X. innexi DSM 16336

X. stockiae DSM 17904

X. bovienii SS-2004

X. hominickii DSM 17903

X. nematophila ATCC 19061

X. mauleonii DSM 17908

X. szentirmaii US

X. szentirmaii DSM 16338

X. miraniensis DSM 17902

X. poinarii G6

X. vietnamensis DSM 22392

X. doucetioe FRM16

X. ehlersii DSM 16337

X. ishibashii DSM 22670

X. beddingii DSM 4764

F

Elde edilen sonuglar Xenorhabdus’larda SDF maddesinin biiyiik bir olasilikla
Pyrrolizidine alkaloid (Sekil 4.18) olabilecegini, buna en yakin olasiligin ise
Rhabdopeptide oldugunu gostermistir.

HO

Sekil 4.18. Bir pyrrolizidin alkaloid molekiiliiniin genel kimyasal yapisi.

Promotor bolgesi degistirilmis mutantlar ile yapilan deneyler sonucunda
cekirgelerin sadece pyrrolizixenamid isimli sekonder metaboliti iireten (KS 22 +
Arabinoz) supernatantinda bekletilmis kadavralar1 yemedikleri tespit edilmistir
(Cizelge 4.6) (Sekil 4.19).
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Cizelge 4.6. Xenorhabdus szentirmaii tiirline ait farkli gen bolgelerinde
indiiklenebilir promotor degisikligi yapilmis mutantlarla iiretimi kontrol
edilen maddeler ve gekirgelerin bunlara verdigi tepkiler.

Promotor bolgesi degistirilmis mutant bakterilerde Cek_lrg"e ler.ln t_ePkls_l
iiretimi kontrol altina alinan metabolitler (+).T".l."uk<?t11en, (-):
iiketilmeyen

Xenorhabdus szentirmaii Ahfq mutant (Kontrol) /

+Arabinoz +/+
Dipeptide / +Arabinoz +/+
Szentiramide / +Arabinoz +/+
Ahfq pCEP-KM-3663 / +Arabinoz +/+
Xenobacteria / +Arabinoz +/+
Ahfg pCEP-KM-0377 / +Arabinoz +/+
Rhabduscin / +Arabinoz +/+
Rhabdopeptide / +Arabinoz +/+
Yersinibactin / +Arabinoz +/+
Xenorfuranone / +Arabinoz +/+
Fabclavine / +Arabinoz +/+
GameXpeptide / +Arabinoz +/+
Pyrrolizixenamid / +Arabinoz -/+

3 saat sonra

Sekil 4.19. Pyrrolizixenamid lretimi promotor bdlge degisimi ile kontrol altina
alimmig  Xenorhabdus szentirmaii KS22 mutantinin arabinoz ile
indiiklenmis (+Ara) ve indiiklenmemis supernatantlarina g¢ekirgelerin
verdigi tepki.
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Boylece Xenorhabdus bakterilerinde SDF aktivitesinden sorumlu maddenin
Pyrolizixenamide (PXA)’ler oldugu belirlenmistir (Sekil 4.20).

OH

Pyrrolizixenamides

Sekil 4.20. Xenorhabdus bakterilerinde tanimlanan Pyrrolizixenamid (PXA)
molekiiliiniin kimyasal yapisi.

4.3.4. Dogada Bicek Kadavralar1 Icerisinde Bulunan Entomopatojen
Nematodlarin Hayatta Kalmasinda ve Uremesinde SDF’nin Roliiniin
Belirlenmesi

Cekirgeler, hamambdcekleri ve baliklar, S. diaprepesi ve S. longicaudum tiirlerine
ait EPN’ler ile enfekte edilen larvalar tiiketmislerdir. Yagmacilar, SDF aktivitesi
gosterdigi bilinen X. szentirmaii bakterisini tasiyan S. rarum ile enfekte edilen
larvalarla ise beslenmemistir. Bunun sonucunda EPN’lerin SDF benzeri bir madde
iretmedigi, bu maddenin sadece tasidiklari simbiyotik bakteriler tarafindan
uretildigi ve SDF yoklugunda enfekte kadavralarin yagmacilar tarafindan
tilketilmek suretiyle entomopatojen nematodlarin neslini devam ettirme olasiligim
ortadan kaldirdig1 gértilmiistiir.

Sekil 4.21. Cekirgelerin SDF fiiretmeyen Steinernema longicaudum ile enfekte ve
kontrol gurubundaki larvalar ile beslenmesi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan deneyler sonucunda EPN’ler ile mutualistik
yasayan Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerine ait bakteriler tarafindan tretilen,
predator ve yagmacilara karst uzaklastirici etki gosteren maddelerin farkl
maddeler oldugu; hatta Xenorhabdus cinsi icerisinde yer alan tiirlerin bazilarinda

bu etkinligin bulunmasina ragmen bazilarinda ise bulunmadig: goriilmiistiir.

Predasyon dogal hayatta oldukca yaygindir ve pek ¢ok hayvan tiirii yagamlarinin
baz1 boliimlerinde predasyonla kars1 karstya kalma riski altindadirlar. Bu durum,
canlilarda tiir ici ve tiirler aras1 pek ¢ok predator karsiti savunma mekanizmasinin
evrimlegsmesine neden olmustur (Caro, 2005). Canlilarin predasyona kars1 farkl
savunma mekanizmalar1 gelistirmelerinin sebebi, bireylerin birden fazla predator
tiirli tarafindan saldiriya ugrayabilme riski tagimalaridir. Ornegin bitkilerin hem
bocekler hem de patojenler gibi dogal diismanlart vardir (Maleck ve Dietrich,
1999). Ayn1 zamanda bir birey, farkli saldirilarda farkli predatorlere karsi farkli
savunma mekanizmalar gelistirebilir (Caro, 2005).

Endler (1986), predasyonu 1) saptama, 2) tanimlama, 3) yaklagma, 4) zapt etme ve
5) tiikketme olmak iizere toplam 5 safthaya ayirmistir. Predatdrlerin saldirisina
ugrayan organizmalar, predasyonun farkli safhalarina etki eden birden fazla
savunma mekanizmasi kullanabilirler. Endler (1991) aymi zamanda predasyona
kars1 gelistirilen savunma mekanizmalarinin predasyonun erken safhalarina karst
gelistirilmesi durumunda bunun canlinin yararina olacagini ileri siirmiistiir. Ancak
predasyonun son evrelerine karsi gelistirilmis savunma mekanizmalarinin da pek
¢ok Ornegi mevcuttur (Edmunds, 1974; Eisner vd., 2005). Entomopatojen
nematodlarla simbiyotik iligkili bakterilerin iirettigi sekonder metabolitlerden
bazilarinin farkli yagmacilara kars1i uzaklastirici etki gostermesi, enfekte
kadavralarin tiiketilmesini engelledigi i¢in predasyonun son evresine karsi
gelistirilen savunma mekanizmalarindan biri olarak gosterilebilir. Jones vd., 2016
yilinda yaymladiklar1 ¢alismada, EPN’ler ile enfekte kadavralardan salian bir
kokunun nokturnal predatorlere karsi uzaklastirict etki gosterdigini belirlemistir.
Ayni zamanda enfeksiyon giin sayist arttikga nokturnal bir predator olan
Pterostichus madidus’un enfekte kadavralarla beslenme oranmnm azaldigini
bildirmislerdir.
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Yapilan deneyler sonucunda Steinernematidae familyasindaki entomopatojen
nematodlarla mutualistik olarak yasayan Xenorhabdus bakterilerinin hepsinin SDF
tiretmedigi (X. ehlersii, X. doucetiae, X. beddingii ve X. ishibashii) ve dolayisiyla
yagmacilar tarafindan tiiketilmeye karsi savunmasiz olduklari belirlenmistir.
Yagmacilarin, SDF aktivitesi gosteren Xenorhabdus bakterileri ile enfekte edilmis
kadavralar ile beslenmekten kacindigi goriilmiistiir. SDF aktivitesi gosteren tim
Xenorhabdus tiirlerinin (X. nematophila hari¢) ise pyrrolizidine alkaloid tiirevi bir
madde iirettikleri ve bu maddenin SDF aktivitesinden sorumlu olabilecegi

bulunmustur.

Pyrrolizidine alkaloidler (PA), dogada ¢ogunlukla bitkiler tarafindan kendilerini
herbivorlara karsi korumak amaciyla iiretilen toksik maddelerdir (Matsuura ve
Fett-Neto, 2015). Asteraceae, Boraginaceae ve Fabaceae familyalarinda yer alan
bitki tilirlerinin siklikla pyrrolizidine alkaloid tiirevleri {iirettigi bilinmektedir.
Ayrica, 6000'den fazla bitkide mevcut oldugu tahmin edilen, ornitin kdkenli
alkaloidlerin insan ve ciftlik hayvanlarinin da dahil oldugu pek ¢ok predatore karsi
etkili oldugu bilinmektedir (Shimshoni vd., 2015). Ayrica bazi boceklerin bu
maddeyi iceren bitkileri kismen yemek suretiyle kendilerini predatorlere kars
koruduklar1 anlagilmistir (Brown, 1984; Hare ve Eisner, 1993; Cardoso, 1997;
Robertson ve Stevens, 2017). Crotalaria (Fam: Fabaceae) tiirlerinin pyrrolizidine
alkaloidleri, Utetheisa ornatrix giivesinin larvalar tarafindan depolanip, onlari
zehirli ve predatorlere karsi repellent hale getirebilir. Bu 6zellik pupa ve ergin
donemlerde de varligmi siirdiiriir. Buna ek olarak, alkaloidler ve bunlarin
biyotransformasyon iriinleri yumurtalara da aktarilir ve muhtemelen predatorlere

kars1 korunmalarini saglar (Eisner, 2003).

Cok az sayida PA tiirevi, bitki digindaki organizmalardan elde edilebilmistir.
Clazamycin’ler, jenamidine’ler, bohemamine’ler olarak adlandirilan bitki disi PA
tiirevlerinin hepsi Stereptomyces’ten izole edilmistir. Bitkilerde PA biyosentezi
homospermidine dongiisii igermektedir ancak bakteriyel PA biyosentezi hakkinda
cok az sey bilinmektedir.

[lk defa 2015 yilinda yiiriitilen bir ¢alisma sonucunda, entomopatojen
nematodlarla simbiyotik iligkili olan Xenorhabdus bakterilerinin de bitkilerdeki
gibi pyrrolizidin alkaloid tlirevleri {irettigi belirlenmis ve bu maddenin
biyosentezine iliskin kimyasal ve molekiiler mekanizmalar kesfedilmistir
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(Schimming vd., 2015). Yapilan bu c¢alismada pyrrolizidin alkaloidlerin
bakterilerde bir ribozom disi peptid sentetaz (NRPS) ve bir hidroksilaz geni
tarafindan sentezlendigi ve farkli bakteri alt gruplarinda 4 farkl tipte (A, B, C, D)
pyrrolizidin alkaloid biyosentez gen grubunun oldugu belirlenmistir. Xenorhabdus
bakterileri tarafindan iiretilen ve bir pyrrolizidin alkaloid tiirevi olan bu maddeye
“Pyrrolizixenamid (PXA)” ismi verilmistir. Ancak yapilan bu calismada temel
olarak bitki savunma mekanizmasinda rol oynayan bu maddenin entomopatojen
nematodlarla simbiyotik yasayan bakterilerde neden {iretildigi ve islevinin ne
oldugunun anlasilamadig1 belirtilmistir. Ik defa bu tez ¢alismasi kapsaminda
pyrrolizixenamid’lerin Xenorhabdus bakterileri tarafindan neden iiretildikleri ve

fonksiyonlarinin ne oldugu ortaya konmustur.

Xenorhbabdus nematophila tiirii pyrrolizidin alkaloid tiretmemekte ancak SDF
aktivitesi gostermektedir. Bu durum sasirtict degildir. Clinkti X. nematophila tiirii
diger Xenorhabdus tiirlerinden farkli olarak Nematophin, Xenortide veya
Pristinamycin gibi kendine 6zgii metabolitler {ireten bir tiirdiir. Xenorhabdus
nematophila tirine ait bu 0zgiin metabolitlerden herhangi birisinin SDF
aktivitesinden sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir.

Photorhabdus cinsine ait bakterilere bakildiginda ise, P. temperata subsp.
thracensis tiirti digindakilerin pyrrolizidin alkaloid tiirevi bir madde tiretmedikleri
goriilmektedir. Oysa tez kapsaminda yapilan c¢aligmalar sonucunda tiim
Photorhabdus tiirlerinde ¢ok giiglii SDF aktivitesi oldugu belirlenmistir.
Photorhabdus ve Xenorhabdus cinslerinde yer alan bakterilerin farkli kokenlere
sahip olduklar1 bilinmektedir (Chaston vd., 2011). Bu nedenle birbirinden uzak
gruplara ait bu bakteriler tarafindan fiiretilen SDF’nin de ¢ok biiyiik bir ihtimalle
konvergent bir evrimlesmenin Uriinii olma ihtimali yiiksektir. Bu nedenle
Photorhabdus ve Xenorhabdus cinslerine ait bakterilerde SDF aktivitesi gosteren
maddelerin birbirinden farkli olmasi1 da muhtemeldir. Yapilan 6nceki ¢aligmalar
Photorhabdus bakterilerinin tirettigi SDF’nin Xenorhabdus 'larin iirettiginden daha
giiclii oldugunu gostermistir (Baur vd., 1998; Zhou vd., 2002; Giilcii vd., 2012).

Yapilan deneyler sonucunda Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterilerinde
SDF’den sorumlu gen boélgesinin Hfq bagimli oldugu tespit edilmistir. Clinkii Hfq
gen bolgesinde yapilan mutasyon bu gen bdlgesinin inaktif hale gelmesine neden
olmus, SDF maddesi Hfq bagimli olarak sentezlendigi i¢in mutant susta



67

tiretilememistir. Bunun sonucunda da kadavralar gekirgeler tarafindan yenmistir.
Oysa yabanil tip ve APPtase mutanti ile enfekte edilen kadavralar c¢ekirgeler

tarafindan tiiketilmemistir.

Calismanin diger bolimiinde, P. luminescens subsp. kayaii, X. cabanillasii ve X.
szentirmaii tiirlerine ait bakteri supernatantlarmin Ae. aegypti tiiriine ait ergin
sivrisinekler {izerindeki uzaklastirici, yumurtalar {izerindeki ovisidal ve larvalar
tizerindeki larvisidal etkisi arastirilmigstir. Sivrisinekler; protozoon, bakteri ve viriis
gibi pek c¢ok patojenin hayvanlara ve insanlara bulagsmasinda vektorlik yapan
onemli boceklerdir. Sivrisinek kaynakli hastaliklarin yayilma riskini azaltmak i¢in
iki yaklagim uygulanmaktadir. Birincisi, kisilerin bireysel olarak alacagi
Oonlemlerdir. Deri ylizeyine uygulanan sivrisinek uzaklastiricilar, cibinlikler,
pencerelere takilan sinek telleri en yaygin ve en basarili uygulama tiirleridir.
Deriye uygulanan hemen her uzaklagtirici sprey DEET (N,N-Dietil-meta-
toluamid) icermektedir (Eldridge, 2005). Bu tez caligmasi kapsaminda X.
szentirmaii ve P.luminescens subsp. kayaii tiirlerinden elde edilen supernatantlarin
pek cok hastaliga vektorlik Aedes aegypti disilerine karst da uzaklagtirict etki
gosterdigi belirlenmigtir. Deneyler sonucunda elde edilen bilgiler 1s18inda SDF
etkisi gosterdigi disiiniilen maddeler saf olarak elde edildikten sonra, bu
vektorlerden korunma amaciyla kullanilan DEET’e karsi bir alternatif olarak
kullanilabilecegi diigiiniilmektedir. Bunun i¢in ileriki zamanlarda bu maddelerin
saf olarak elde edilmesi ve insan sagligina olumsuz bir etki gosterip
gostermeyeceginin test edilmesi gerekmektedir.

Sivrisinek miicadelesinde ikinci bir yaklagim ise sivrisineklerin alan kontroliiniin
saglanmasidir. Sivrisinek populasyonlarinin azaltilmasi ve kontrol altinda
tutulmast igin kullanilan en yaygm yontemler sucul olan larvalara ve ayrica
erginlere karsi insektisitlerin uygulanmasidir. Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis (Bti) diinya genelinde sivrisinek miicadelesinde siklikla kullanilan bir
biyolojik miicadele ajanidir. Bu tiirlin uzun yillardir sivrisinek miicadelesinde
kullanilmas1 sebebiyle pek cok arastirmaci dogal sivrisinek popiilasyonlarmda
direng gelisip gelismedigini arastirmistir (Liu vd., 2004, Vasquez vd., 2009, Loke
vd., 2010, Kamgang vd., 2011). Yapilan bu g¢aligmalar sonucunda uzun yillar
sonra bile Bti’ye kars1 direng gelisiminin olmadig ileri siiriilmistiir. Ancak bazi
arastirmalar ise bazi sinek popiilasyonlarinda Bti’ye karsi duyarliligin azaldigin
gostermistir (Zhang vd., 2004, Paul vd., 2005, Boyer vd., 2007, 2012). Bu tez
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kapsaminda yapilan deneyler sonucunda X. cabanillasii bakterisinden elde edilen
supernatantlarin  sivrisineklerin ~ yumurtalarinin  agilmasin1  biiyilk oranda
engelledigi ve sivrisinek larvalarina karsi da yiiksek oranda toksik etki gdsterdigi
belirlenmistir. Bu bakteriden elde edilen supernatantin sivrisinek miicadelesinde
siklikla kullanilan Bti’ye alternatif olarak kullanilabilecek potansiyel bir biyolojik
miicadele ajani olabilecegi diisiiniilmektedir. 2013 yilinda yapilan bir ¢calismada,
Photorhabdus tiirlerinden izole edilen iki farkli antrakinon tiirevinin Culex pipiens
pallens tiirii sivrisineklerin larvalarima karsi yiiksek oranda oldiiriicii etki
gosterdigi bulunmustur (Ahn vd., 2013). Xenorhabdus cabanillasii antrakinon
iretmemektedir. Bu da, bu tiir tarafindan iretilen baska bir madde(ler)nin Ae.
aegypti  sivrisineklerinde ovisidal ve larvisidal etkiye sebep oldugunu
gostermektedir. Ileriki dénemde X. cabanillasii tarafindan iiretilen sekonder
metabolitlerin saf olarak elde edilip farkli sivrisinek tiirlerinin yumurta ve
larvalarina kars: etkinlikleri test edilmesi sivrisinek miicadelesinde potansiyel yeni
biyotoksinlerin elde edilmesinin yolunu acacaktir.

Sonug olarak bu doktora tezi kapsaminda;

(1) Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterilerinde SDF 6zelligini gosteren
maddelerin farkli maddeler oldugu,

(2) Test edilen tim Photorhabdus tiirlerinde SDF &zelliginin var oldugu, bazi
Xenorhabdus tiirlerinin ise SDF aktivitesine sahip olmadig,

(3) Xenorhabdus tiirlerinde (X. nematophila harig) SDF aktivitesi gosteren
maddenin bir Pyrrolizidin alkaloid tiirevi olan Pyrrolizixenamid oldugu,

(4) Bu maddenin Hfq bagimli olarak iiretildigi ve ilgili maddenin {retiminin
promotor degisikligi ile kontrol altina alinabildigi,

(5) Pyrrolizixenamid’in  peptid sentetazlar tarafindan ribozom disinda
sentezlendigi ve yiiksek sicaklikta yapisinin bozunmadigi,

(6) Photorhabdus tiirlerinde de SDF maddesinin Hfq bagimli oldugu ve ayni
Xenorhabdus’lardaki gibi yapisinin yiiksek sicaklikla bozunmadigi ancak etken
maddenin Pyrrolizixenamid disinda bir madde oldugu,
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(7) SDF etkisi gosteren maddelerin sivrisinekler gibi insan sagligini olumsuz

olarak etkileyen vektorlere karsi da etkili oldugu,

(8) Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri tarafindan tiretilen bazi sekonder
metabolitlerin  sivrisineklere karst ovisidal ve larvisidal etki gosterdigi

belirlenmistir.
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