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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FOSFINE DIRENCLI VE HASSAS Sitophilus granarius
POPULASYONLARINDA ENDOSIMBiYONT BAKTERILERIN DURUMU

Berna AKTAS

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Erhan KOCAK

Bugday diinyada yetistiriciligi yapilan en 6nemli bitkilerden birisidir. Bugday’da hasat
sonrasi en biiylik sorun ise depo zararlilarinin varligidir. Bu zararlilara kars1 fosfin gazi
uygulanmaktadir. Ancak birgok pestisite oldugu gibi bu bilesige kars1 da depolanmig
tiriin zararhilar1 direng gelistirmektedir. Boceklerin pestisitlere karsit direng
gelistirmesinde endosimbiont bakterilerin rolii olduguna yonelik ¢alismalar vardir. Bu
caligmada Tiirkiye’nin dort farkli bolgesini temsilen bes ilden sekiz popiilasyonda
fosfine direngli ve hassas bugday biti Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae)
bireylerinde endosimbiont bakterilerden Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma varligi
incelenmistir. Bunun i¢in bireylerin DNA izolasyonu, Touchdown PCR ve agaroz jel
elektroforezi yapilarak bulasiklik oranlari belirlenmistir. Fosfine direncli ve hassas
popiilasyonlardaki bulagiklik oranlari Wolbachia igin sirasiyla ortalama %49.75
ve%87.25, Rickettsia icin sirastyla ortalama %45.65 ve %37.50 ve Spiroplasma igin
strastyla ortalama %49.80 ve %28.50 olarak bulunmustur. Popiilasyonlarin ii¢linde
ikiser endosimbiyont diger besinde ise tiim endosimbiontlar belirlenmistir. Ayrica
hassas popiilasyonlarda ¢oklu enfeksiyon durumlart W+R, W+S, W+R+S i¢in %33,
%25, %12 ve R+S i¢in bulunamamistir. Direngli popiilasyonlarda ¢oklu enfeksiyon
W+S, WHR+S; %12, %4 olarak bulunmus ve W+R, S+R ¢oklu enfeksiyonuna
rastlanmamustir.

Anahtar Kelimeler: Sitophilus granarius, Wolbachia, Rickettsia, Spiroplasma,
Fosfin direnci

2022, 40 sayfa



ABSTRACT
Master’s Thesis

ENDOSYMBIONT BACTERIA STATUS IN PHOSPHINE RESISTANT AND
SUSCEPTIBLE POPULATIONS of Sitophilus granarius

Berna AKTAS

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Erhan KOCAK

Wheat is the one of the most important cultivated plants in the world. The biggest
problem after harvest is the stored product pests. Against the pests, phosphine was
applied. But, the pests can develop resistance against phosphine. There are some
studies about the role of endosymbiont bacteria in developing resistance to pesticides.
In this study, the presence of endosymbiont bacteria Wolbachia, Rickettsia and
Spiroplasma were investigated on phosphine-resistant and susceptible granary weevil
Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae) populations at eight populations
from five provinces of four regions in Tiirkiye. For that, DNA isolation, Touchdown
PCR, and agarose gel electrophoresis were carried out and, infection rates were
determined. The infection rates in susceptible and resistant populations were
determined respectively for Wolbachia 49.75% and 87.25%, Rickettsia 45.65% and
37.50% and, Spiroplasma 49.80% ve 28.50%. Two endosymbionts were determined
in three of the populations and all endosymbionts were determined in the other five
populations. In addition, multiple infections in susceptible populations were not found
for 33%, 25%, 12% for W+R, W+S, W+R+S and R+S. Multiple infections in resistant
populations W+S, W+R+S; It was found to be 12%, 4% and W+R, S+R multiple
infections were not found.

Key Words: Sitophilus granarius, Wolbachia, Rickettsia, Spiroplasma, Phosphine
resistance

2022, 40 pages
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1. GIRIS

Hizla artan diinya niifusuna bagli olarak besin ihtiyaci gilin gectikge artis
gostermektedir. Artan diinya niifusunun yeterli ve dengeli beslenme ihtiyaci kuraklik,
sel ve sicak hava dalgalar1 gibi ekolojik sebeplerden dolay1 zamanla kargilanamayacak
duruma gelmistir. Niifus artigina ragmen ekilebilir arazi miktar1 her gegen giin
azalmaktadir. Artan besin ihtiyacinin karsilanabilmesi i¢in birim alandan alinan {iriin

miktarinin en {ist diizeye ¢ikarilmasi1 gerekmektedir.

Diinyadaki durum 2021/22 yillik raporlarina gore toplam tahil (bugday ve iri taneli
tahillar) tiretiminin 2.290 milyon ton olarak verilmistir (Anonim, 2022a). Toplam tahil
iiretimi Onceki yila gore artis gostermistir ve uzmanlarin 2023 yili i¢in artis gosterecegi
yonde tahminler mevcuttur. Tiirkiye’de ise toplam 37 milyon hektar tarim alaninda
tarla tarimina ayrilan alanin %57.37’sinde hububat iiretimi yapilmakta ve bu alandaki
{iretim yaklasik 33 milyon tona ulagsmaktadir. Uretimin yaklasik %59.75°1 bugday ve
%17.03’0 musirdan olusmaktadir. Toplam 33 milyon tonluk hububat {iretiminin
%A48.25’1nin insan tiiketiminde degerlendirildigi ve bu tiikketimin yaklasik %91.11’1ini
bugday ve %7.38’ini de misir olusturmaktadir (Anonim, 2018). Tiirkiye’de ekilen
hububat alan1 ve liretim miktar1 birlikte degerlendirildiginde, tarim sektorii igerisinde

hububatin vazgeg¢ilmez bir 6neme sahip oldugu goriilmektedir.

Bugdaygiller (Poaceae=Gramineae) familyasina ait sadece taneleri icin yetistirilen
bugday, arpa, yulaf, cavdar, msir, ¢eltik, kocadari, kumdari, cindar1 ve kusyemi
cinslerini kapsayan bitki grubu “tahil” olarak isimlendirilmektedir. Tahillar tiim
diinyada oldugu gibi yurdumuzda da kiiltiir bitkileri arasinda ekim, iiretim ve kullanim
cesitliligi acisinda en 6nemli bitki grubunu olusturmaktadir. Ozellikle insan ve hayvan
beslenmesindeki onemleri ve endiistriye ham madde saglama gibi 6zellikleri goz
oniline alindiginda tahillar stratejik 6neme sahip, olmazsa olmaz bir iiriin grubudur.
Ancak iilkemizde ve diinyada depolanan iiriinlerde zarara ve biiyiik kayiplara yol agan
birgok depo zararlis1 bocek bulunmaktadir. Genellikle depolanmig {iriinlerde
hayvansal kokenli organizmalar Onemli oranlarda iiriin kayiplart meydana
getirmektedir. Diinya iizerinde genel olarak depolanmis hububatlardaki bécek zarari,
modern depolama tekniklerinin kullanilmadig iilkelerde %10-40 civarinda olmaktadir

(Ozer, 1957). Ulkemizde iklim &zellikleri ve iiretim gesitliligi nedeniyle ¢ok sayida
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depolanmus iiriin zararlisinin tireyip gelisebilmesine olanak saglamaktadir. Zararlilar,
depolanmus tiriinlerde agirlik kayiplarina, tohumluk 6zelliginin diigmesine, delik ve
unlagsma yaparak kalite ve besin degerlerinde olumsuz degisimlere yol agarak ticari
degerinin diismesine neden olmaktadir (Boxall, 2001). Bu zararlilar igerisinde
Sitophilus (Coleoptera: Curculionidae) depo zararlilari olarak tiim diinyada 6nemli bir
yere sahiptirler.

Bugday Biti [Sitophilus granarius (L.) 1758], diinyanin her yerinde bulunan
depolanmus tiriinler olan bugday basta olmak iizere ¢cavdar, arpa ve misirda da 6nemli
bir zararlidir. Erginleri baklagil tohumlari, un, kepek gibi tiriinlerde goriilebilir ancak
bunlarda ¢ogalamazlar. Erginler yaklagik 3-5 mm boyunda, gen¢ donemde agik
kahverengi, daha sonra koyu kahverengidir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Sitophilus granarius’un farkli donemlerdeki goriiniimii pupa (a), larva (b),
ergin (c) (Anonim, 2022b)



Bag hortumunun ucunda ag1z pargalari, hortum dibinde ise dirsekli antenleri bulunur.
Erginlerin ikinci ¢ift kanatlari iglevini yitirmistir bu nedenle ucamazlar ve sadece
depolarda zararli olabilirler. Larvalar beyaz renkte, acik kahverengi bas kapsiillerine
sahiptirler. Bacaksiz larva tipindedirler. Olgun larva boyu 3—-3.5 mm’dir. Yumurtalar
ise 0.7 mm uzunlugunda ve dane igerisindedir. S. granarius’ un erginleri digindaki
yumurta, larva ve pupa biyolojik donemleri danenin igerisinde gerceklesir (Rees,
2004). Ergin disi tahil danesi igerisine bir delik acar, bu delige yumurta biraktiktan
sonra Ozel bir salgi yardimiyla kapatir. Yumurtalar oda sicakliginda yaklasik bir
haftada acilir ve larvalar dane igerisinde beslenmeye baglar. Larva donemi depo
kosullarina bagl olarak 2-3 haftadir. Larva gibi pupada dane igerisindedir. Pupalarin
acilmasiyla birlikte ¢ikan yeni nesil erginler daneler lizerinde beslenmelerine devam
ederler. Erginler soguga karsi oldukca dayaniklidir. 5°C altinda hareketsiz kalirlar ve
-15°C’e kadar soguga dayanabilirler. 5°C sicakliktan itibaren aktif olurlar ve 12°C den
sonra lireyebilirler (Sinha ve Watters, 1985). Depolanmis tahillar énemli kayiplara
neden olan primer bir zararlidir. Erginler danelerde beslenerek zararli olurlar ancak
asil zarar dane igerisinde beslenen larvalar tarafindan meydana getirilmektedir.
Uriinlerin protein ve karbonhidrat degerlerini unlasma yaparak diisiirdiikleri gibi

danelerin ¢imlenme yetenegine engel olurlar (Sekil 1.2).




Bunun yaninda iiretilen iiriiniin tiiketilene kadar uygun sekilde korunup saklanabilmesi

onemlidir. Uriiniin hasat sonras1 muhafazasi, tarimsal iiretimde en énemli ihtiyagtir.

Ulkemizde 1950°1i yillardan bu yana yogun olarak kullanilmakta olan fosfin gazinin,
alliminyum ve magnezyum fosfit igerikli metalik ve COz ile karisim halinde bulunan
formiilasyonlar1 ruhsath ve aktif kullanimdadir. Fosfin, diigiik maliyetli olmasi, havada
hizl1 yayilmasi ve diisiik kalint1 birakmasi sebebiyle tercih edilmektedir (Champ ve

Dyte, 1976).

Sitophilus tiirleriyle ilgili Banglades (Tyler vd., 1983), Hindistan (Rajendran, 1992),
Pakistan (Ahmedani, 2009), Cin (Zeng, 1999; Nayak vd., 2003), Avustralya (Collins,
1998; Daglish vd., 2002), Filipinler (Acda, 2000), Brezilya (Ansell vd., 1990), Polonya
(Ignatowicz, 1999) ve Fas (Benhalima vd., 2004) gibi iilkelerde de fosfine kars1 yiiksek
diizeyde direng gelistigi, gaz gecirgenliginin az oldugu yerlerde tekrar eden
flimigasyon uygulamalar1 da depolanmis iiriin zararlis1 boceklerde ¢ok daha hizli
fosfin direncinin meydana geldigi tespit edilmistir. Almanya’da yapilan bir ¢aligmada
bir bolgede S. granarius’ta fosfin direncini belirleyerek donrasinda fosfin dozunu
artirarak popiilasyonu kontrol altina almiglardir (Reichmuth vd., 2007). Direng
varligina dayali olarak iki direng seviyesi olarak, direngli (Collins, 1998) ve zayif
direngler ise hassas olarak degerlendirilir. Zararli bocekler, c¢esitli mikroplarla
simbiyotik iliski gelistirmistir ve bu onlarin fizyolojilerini ve ekolojilerini 6nemli
dlgiide degistirebilir (Douglas, 2015). Ikincil endosimbiyontlar belirli bir yere lokalize
degildir, aksine konak¢i bocek boyunca bulunurlar. Bu endosimbiyontlar hayatta
kalmak i¢in gerekli olmasa da iireme, gelisme ve viral bulagma gibi farklt metabolik
stireglerde 6nemli rol oynarlar. Ortak ve yaygin endosimbiyont Wolbachia grubu,

birka¢ eklembacaklinin ireme dokularinda gézlemlenmistir.

Wolbachia, eklembacaklilarda tireme manipiilasyonunda rol oynar (Werren, 1997),
Cardinium ise sitoplazmik uyumsuzluk, partenogenez ve feminizasyonda rol alir

(Zchori-Fein ve Perlman, 2004).



Rickettsia popiilasyonu insektisitlere kars1 duyarlilik ve konukgu i¢in zararli hale gelir
(Kontsedalov vd., 2008). Hamiltonella, beslenme gereksinimlerini karsilamak i¢in ev
sahibine bagli olan konuk¢uya bagimli metabolik bir endosimbiyonttur. Arsenophonus
filumunun y- Proteobacteria grubuna aittir ve Proteobacteria'min  birgok
eklembacaklida viriisiin bulasmasinda rol oynadig: bildirilmektedir. Wolbachia gibi,
Cardinium'un da sitoplazmik uyumsuzluklara neden oldugu bildirilmistir (Weeks vd.,
2001). Insektisit/fiimigant direnci ile iliskilendirilen endosimbiyontlarin daha iyi
anlasilmasi, sadece bocek mikrobiyal simbiyozunun evrimi ve islevi hakkinda bilgi
saglamanin yani sira dirence katkida bulunan organizmalar1 hedefleyerek, etkili
yonetim stratejisinin gelistirilmesine de yol agabilecektir. Bu nedenle, depolanmis
tahil bocek zararlhilarinin direngli ve duyarli popiilasyonundaki endosimbiyontlarin
tanimlanmasi, fosfin direnci i¢in yonetim stratejileri gelistirilmesi i¢in cok 6nemlidir.
Bizimde bu ¢alismay1 yapmaktaki amacimiz, 6nemli bir depo zararlis1 olan Sitophilus
granarius fosfin direncine hassas ve direngli popiilasyonlarinda endosimbiyontlarin
varligini belirlemeye, endosimbiyontlarin bulunma durumlarina gore sehirler/bolgeler
aras1 popiilasyonlar1 karsilastirip, ikili ticlii enfeksiyon durumlari varsa gézlemlemeye

ve endosimbiyontlarin fosfin direnci olusturmadaki roliinii agiklamaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

Simbiyozis ilk olarak 1877 yilinda Albert Frank tarafindan “iki farkl tiirden birinin
digerinde bulunmasi veya i¢inde yasamasi” olarak tanimlanmis, daha sonra 1879’da
Anten de Bary simbiyozu “farkli iki organizmanin birlikte yasamasi” seklinde
tanimlayarak, literatiire girmesini saglamistir (Sapp, 1994). Simbiyotik yasam ¢ok
hiicreli birgok canlida goriilen ortak yasam seklidir. Bocek tiirlerinin yaklasik %10-
20’s1 canliligin stirdiirmek ve tireyebilmek icin obligat bakterilere bagimlidir. Bécek
mikrobiyal florasinin en Onemli iiyelerini bakteriler olusturmakta ve bu
mikroorganizmalar bdcekler i¢in uygun gida olusturmak, besin sindirimine yardimci
olmak, faydali enzimler iiretmek, vitaminler sentezlemek, azot baglamak, feromonlar
iiretmek ve bocek patojenleri ile rekabet etmek suretiyle boceklerin yasamina 6nemli
katkilar saglarlar. Ancak biitiin bu yararli etkilerine ragmen bdcekleri Sldiiren,
hastalandiran, pasif hale getiren ve kontrol eden bakteriler de bulunmaktadir
(Stouthamer vd., 1999). Son yillarda bocek viicudunun mikroflorasi, 6zellikle de
bagirsak mikroflorasi iizerinde yapilan arastirmalar artmistir. Bunun temelde iki
sebebi oldugu goriilmektedir. Bu mikrofloranin bdcek patojeni olanlar1 zararh
boceklerin biyolojik kontroliinde kullanilabilir (Dillon vd., 1997). Endosimbiyont
baska bir canlinin viicudunda veya hiicrelerinde mutualistik bir iligkiyle yasayan

canlilara verilen genel isimdir.

Simbiyotik bakteriler dikey (vertikal) transfer ile anneden yavrulara aktarilabildigi
gibi, yatay (horizental) transfer yoluyla da bireyler arasinda veya farkli siiflar
arasinda aktarilabilir (Matalon vd., 2007; Saridaki vd., 2010). Simbiyotik bakterilerin
en 6nemli 6zellikleri, konakg1 lireme sistemi ve davranisi tizerindeki manipiilasyonlar
ile konagin cinsiyet belirleme siirecine etki etmeleridir. Bu etki sonucunda popiilasyon
cinsiyet oraninda degisiklige, genetik popiilasyon yapisina, iireme izolasyonuna, cinsel
Ozelliklerin gelisimine ve hatta tiirlesmeye neden olmaktadirlar (Cordaux, 2011; Penz
vd., 2012). Ureme sistemi ve davranisi iizerinde etkili olan simbiyotik bakteriler
ozellikle popiilasyon cinsiyet oranindaki etkileri nedeni ile popiilasyon kontrol altina
alinabilmekte ve zararlilarla miicadele i¢in kullanilabilmektedir. S6z konusu bakteriler

konukgularinin ireme davranisina temel olarak dort sekilde etki etmektedir.



Bunlar; sitoplazmik uyumsuzluk, feminizasyonu tesvik, partenogenezisi tesvik, erkek
oldiiriictiliiktiir (O'Neill vd., 1992). Sitoplazmik uyumsuzluk temelde bakterilerin
etkisi ile sperm ve yumurta arasindaki uyumsuzluk sonucu ortaya ¢ikan durum olarak
tanimlanmaktadir. Bu etki baz1 bocek tiirlerinde hiicre i¢i simbiyont ya da parazit
olarak bulunan baz1 bakteriler nedeniyle gamet hiicrelerindeki degisiklikten
kaynaklanmaktadir. Sitoplazmik uyumsuzluk, bu etkiye sahip bakterilerce, enfekteli
bir erkek ile enfektesiz bir disinin ¢iftlesmesi durumunda ortaya ¢ikmaktadir. Ancak
bunun tersi bir durumda, yani enfekteli erkek ile enfekteli bir disinin ¢iftlesmesi
durumunda sitoplazmik uyumsuzluk etkisi ger¢ceklesmemektedir. Aymi sekilde
enfektesiz bir erkek ile enfekteli bir disi ¢iftlestiginde de bu etki gdriilmemektedir
(Werren vd., 1998; Bourtzis vd., 2003; Markov vd., 2005).

Endosimbiyotik bakterilerin etkisiyle ortaya ¢ikan ve embriyonik donemde cinsiyet
belirlenme asamasinda genetik erkeklerin fonksiyonel fenotipik disilere doniismesiyle
sonuclanan durum ise feminizasyonu tesvik olarak adlandirilir. Genelde anneden
kalitilan simbiyotik bakterilerin etkisi ile ortaya ¢ikan bu durum Isopod ve
Lepidoptera’da tespit edilmistir (Rousset vd., 1992; Kageyama vd., 1998; Kageyama
vd., 2002). Temelinde ise sitoplazma yoluyla kalitilan bu bakterilerin cinsiyet
belirleme siirecine etki etmeleri ve/veya bunlar tarafindan iiretilen erkeklik hormonu
tiretimini engellemeleri bulunmaktadir (Kageyama vd., 2002). Artropodlarda genel
olarak disilerin ¢iftlesmeden yumurta vermesi ve bu yumurtalardan ¢ikan bireylerin
disi olmas1 partenogenezis olarak adlandirilir. Partenogenezis dogal ya da maternal
olarak kalitilan bakteriyel bir enfeksiyon sonucu da ortaya g¢ikabilir. Burada
dollenmemis yumurtalardan ise haploid erkek bireyler gelisir. Benzer sekilde iireme
paraziti olan bir bakteri de cinsiyet belirleme siirecine etki ederek dollenmemis
yumurtalardan disilerin gelisimini saglar. S6z konusu durum embriyonik siiregte
mayozun tamamen baskilanmasi ile ger¢eklesebildigi gibi mayoz sonrasindaki bir etki
ile de gerceklesebilir Sitoplazma yoluyla kalitilan ve partenogenezisi tesvik eden
bakteriler Thysanoptera ve Hymenoptera gibi bocek takimlarinda ve akarlarda tespit
edilmistir (Zchori-Fein vd., 1995; Charlat vd., 2003; Markov vd., 2005; loannidis vd.,
2007).

Primer simbiyontlar (P-simbiyont); bakteriom olarak tanimlanan bir yap1 icerisinde
bulunurlar (Buchner, 1965; Baumann, 2005).
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Bakteriom ise bakteriosit ad1 verilen 6zellesmis hiicrelerden olusur. P-simbiyontlar
obligat mutualist olup diger bir ifadeyle konukg¢usunun gelismesi icin elzemdir.
Yapilan filogenetik analizler P-simbiyontlar ile konuk¢usunun son derece uyumlu
oldugunu gostermistir (Moran vd., 1994). Uzun yillar sliren bu birliktelik P-
simbiyontlarin genomlarinda birtakim degisikliklere yol agmistir. Primer simbiyotik
iliskide; bocekler simbiyontlari elimine etmek yerine onlarla birlikte yasamaya adapte
olmuslardir. Béceklerin morfoloji, davranis ve fizyolojilerini kapsayan adaptasyonlari
onlarin belirli konukcu bitkiye 6zellesmelerini saglamistir. Bocek simbiyontlarindan
kaynaklanan konuk¢u 6zellesmesi bitkilerin besin yelpazesinde farkliliga bagli olabilir
¢linkii primer simbiyontlarin asil rolii 6zellikle aminoasit ve vitaminler gibi temel
besin maddelerini tedarik etmek ve sentezlemektir (Moran ve Baumann, 2000). Bu
sayede bocegin besin olarak uygun olmayan bir konuk¢udan ziyade uygun bir bitki
tizerinde gelismesini ve {remesini miimkiin kilar. Sekonder simbiyontlar (S-
simbiyont); obligat simbiyontlarin aksine konuk¢usunun hayatini devam ettirmesi igin
gerekli degildir. Sekonder simbiyotik iliski fakiiltatif bir iligki olup konukg¢u agisindan
faydali ya da zararl olabilir (Buchner, 1965; Baumann, 2005; Harris vd., 2010).

Wolbachia gibi bocek simbiyontlar1 giiniimiizde dort kategoriye ayrilmaktadirlar.
Birinci grup simbiyontlar konukgusuna amino asit ve vitamin saglamaktadirlar. Ikinci
grup konukcusunu sicaklik stresi, parazitoit ar1 ve patojenlere karsi dayanikli hale
getirirler. Ucgiincii grup iireme ozellikleri iizerine etki ederek partenogenesis,
disilestirme, erkekleri oldiirme ve sitoplazmik uyumsuzluk (bir ¢esit erkek
kisirlagtirma) yoniinde etkilemektedirler. Dordiincii olarak ise pestisitler ve bitkileri
koruyucu ksenobiyotikleri detoksifiye ederler (Anonim, 2014). Wolbachia'nin
bocekler ve diger eklembacaklilar {lizerine etkileri konusunda giiniimiiz bilgilerine

molekiiler ¢aligmalar biiytik katki saglamistir.

S-simbiyontlar konuk¢u viicudunda daginik olarak ya da spesifik dokulara 6zellesmis
halde bulunabilirler (Brumin vd., 2012). Bu simbiyontlar deneysel olarak enfekte
olmamig konukcgulara aktarilarak bu konukculara yerlesmeleri saglanabilir. S-
simbiyontlar genellikle maternaldir yani anneden yavruya aktarilirlar. Bu 6zellikleri
simbiyotik bakterilerin boceklerle miicadelede kullanilmasini kolaylastirir (Giiz vd.,

2015).



Calisma kapsaminda inceledigimiz bakteriler (Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma)
sekonder simbiyont 6zelligi gostermektedirler (Fukatsu vd., 2001; Valero vd., 2004).
Sekonder simbiyontlar ise salgiladiklar1 toksinle parazitoit larvasini Oldiirerek
konuk¢usunun yasamasina ve liremesine olanak verir (Gosalbes vd., 2010). Ayrica
sekonder endosimbiyont olan Rickettsia’nin konukg¢usunun sicaklik toleransini
arttirdigr  belirlenmistir (Brumin vd., 2011). Simbiyontlarin detoksifikasyon
yetenekleri ve hizli evrim siiregleri géz oniine alindiginda konukgularinda olusan
pestisit direncine katki sagladiklar1 diisiiniilmektedir (Su vd., 2013). Insektisitlere
direng gelistirme mekanizmalar1 arasinda zararli bodceklerin  genomlarindaki
degisimler, ilacin hedef yeri degisikligi, ilac1 parcalayan enzimlerin regiilasyonunun
artmas1  sayilabilirken son yillarda bunlara simbiyontlarda eklenmistir.
Endosimbiyontlarin konukgu fizyolojisindeki etkisi pek ¢ok calismada vurgulanmustir.
Bu mikroorganizmalarin énemi; konukg¢u beslenmesinden savunma reaksiyonlarina,
direng mekanizmasindan {ireme degisimlerine kadar genis kapsamlidir. Ozellikle
tarimsal iiriinlerde zararli olan boceklerin endosimbiyontlar ile kurduklari iligkinin tam
olarak aydinlatilmasi biliylik 6nem arz etmektedir. Ciinkii zararlilar ile miicadelede
yeni, ¢cevreye duyarli ve daha etkili yontemler gerekmektedir. Yapilan caligmalarda
aynt tiir bocegin farkli bolge ve/veya iilke popiilasyonlarinda, endosimbiyont
komposizyonu farklilasmaktadir. Depolanmis {irlin zararlis1 tiirler ile yapilan,
endosimbiyotik bakteri analizleri incelendiginde ise yaygin olarak Wolbachia,
Rickettsia ve Spiroplasma tanisi yapilmistir (Giindiiz ve Douglas, 2009). Boceklerde
olduk¢a yaygin olan simbiyotik bakteriler konukgularinda cok degisik etkiler
gostermektedir. Evrimsel siirece bagli olarak konukgu simbiyont iligkileri obligat ya

da fakiiltatif olabilmektedir (Giiz vd., 2015).

Son yillarda simbiyotik iligkiler genellikle insan ve hayvan patojenlerinin hastalik
yapma yetenegi lizerine odaklanmisken, son yapilan c¢alismalar bdcek
endosimbiyontlarin1  karakterize etme ve bu yakin iliskiyi tanimlama {izerine
odaklanmistir (Dale ve Moran, 2006). Endosimbiyontlarin protein salgilama
mekanizmalar1 da dahil olmak iizere boceklerdeki etkileri gelisen molekiiler biyoloji

ve fonksiyonel genomik ¢aligmalar1 ile daha iyi anlagilabilecektir.

Wolbachia; farkli mekanizmalarla eklembacaklilar arasinda cinsiyet belirlenmesi ve

evrimi etkili bir ajan tiiri olarak diislinlilmektedir. Ayn1 zamanda aragtirmacilar iki
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alanda Wolbachia'nin farkli irklarimin rolii konusunda ilgilenmeye baglamislar.
Bunlardan birincisi; genetik yapiy1 degistirici olarak veya parazitoitlerin verimliligini
arttirici olarak biyolojik miicadelede kullanilmasidir (Stouthamer, 1993; Sinikin vd.,
1997). Ikincisi; Wolbachia filarial hastaliklarinin patogenezinde &nemli bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle, filarial solucanlardaki Wolbachia yogunlugunu azaltmaya

yonelik uygulamalarda yararli olabilir (Beard vd., 1993; Bandi vd., 2001).

Ulkemizde yapilan bir calismada Ege, I¢ Anadolu, Karadeniz, Giineydogu Anadolu ve
Akdeniz boélgelerinden toplam 12 lokasyondan S. oryzae ornekleri kullanilarak
molekiiler tekniklerle elde edilen jel goriintiilerine gore, taranan orneklerde %98.33
Wolbachia tespit edilmistir. Sanliurfa ve Adana’da %90 oraninda Wolbachia varligi
saptanmis, Manisa, [zmir, Ankara, Diyarbakir, Samsun, Konya ve Adana illerinden
elde edilen diger 10 popiilasyonda ise Wolbachia varligi %100 oraninda tespit
edilmistir (Tirkmen ve Kocgak, 2019). Yine bir ¢alismada, Adana, Diyarbakir, Konya,
Manisa ve Izmir illerinden toplanan S. oryzae popiilasyonlarinda endosimbiyont
mikroorganizmalardan Wolbachia, alt1 popiilasyonun dordiinde saptanmis ve

enfeksiyon oraninin %22.2 oldugu belirlenmistir (Kogak ve Yaman, 2019).

Bagka bir ¢aligmada, Kirsehir ilindeki tahil ambarlarindan alinan Sitophilus granarius,
S. oryzae ve S. zeamais i¢in endosimbiontlardan Arsenophous, Cardinium, Fritschea
ve Hamiltonella’nin varlig: tespit edilmis ama ¢oklu enfeksiyona rastlanilmamustir.
Ancak Spiroplasma ve Wolbachia varliginin tiire 6zgii olmadigi goriilmistiir.
Orneklenen tiim kinkanatli bireylerin %20’sinin Wolbachia enfekteli oldugu
goriilmiistiir (Ipekdal ve Kaya, 2020).

Rickettsia; daha ¢ok sineklerin konukg¢usu olmakla birlikte bir¢ok farkli konuk¢u
degistirme 6zelligine sahiptir. Ornegin bir ¢alismada enfekteli bir bocegin beslenmesi
sirasinda 22 Rickettsia’nin bitkiye transfer oldugu ve floem i¢inde hareket edip ayni
bitkiden beslenen bagka bir bocege aktarildigi gézlemlenmistir (Fluger vd., 2012).
Nitekim son yillarda yapilan ¢alismalar ¢ok farkli bocek tiirlerine konukgu oldugunu
dogrulamaktadir. Cicadella viridis ile yiiriitiilen bir 16S rRNA ¢alismasinda Rickettsia
enfeksiyonu bdcegin tiim gelisim evrelerinde belirlenmistir. Ayrica bdceklerin
bakteriomlari, yumurtaliklari, testisleri ve tiikiiriik bezlerinde lokalize olduklarim

belirlemislerdir. Daha sonra enfeksiyonlu bocekleri iki gruba ayip, gruplardan birine
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antibiyotik uygulayarak yeniden analize tabii tutmuslardir. Antibiyotik ile muamele
edilen boceklerde Rickettsia enfeksiyonunun Onemli  diizeyde distiigiini
bildirmiglerdir (Lian vd., 2016). Domates sar1 yaprak kivrilma viriisii (TYLCV) B.
tabaci vektor bocegi ile tasinan 6nemli bir viriis hastaligidir. Arastirmacilar Rickettsia
ile enfekte olmus B. tabaci orneklerini ve ayni genetik ge¢mise sahip ve enfekte
olmayan B. tabaci 6rnekleri ile karsilastirdiklarinda enfekteli boceklerin viriisii daha
uzun siire baridirdigini ayrica TYLCV iletiminin iki kat arttigini belirlemislerdir

(Kliot vd., 2014).

Ulkemizde yaygin olarak bulunan ikincil zararlilardan Kiigiik Kirma Biti Cryptolestes
ferrugineus’de endosimbiyont varligmin arastirmak ic¢in Adana, Konya, Izmir,
Samsun ve Istanbul illerindeki hububat depolarmmdan 10 adet C. ferrugineus
popiilasyonu toplanmuistir. Tiirkiye genelinde 10 popiilasyondan altisinda Rickettsia bir
endosimbiyontla enfekteli oldugu goriilmiistir. Bu ¢alisma C. ferrugineus’un
Rickettsia ile enfekteli oldugunu gosteren diinyadaki ilk c¢alisma 6zelligini
tasimaktadir (Kogak ve Unal, 2019).

Adana, Diyarbakir, Konya, Manisa ve Izmir illerinden S. oryzae popiilasyonlarinda
endosimbiont mikroorganizmalardan Rickettsia varliklart incelenmistir.  Alt1
popiilasyonun besinde enfeksiyon yiizdesinin %55.5 oldugu belirlenmistir (Kogak ve

Yaman, 2019).

Tiirkiye nin Kirsehir ilindeki tahil ambarlarinda zararli 10 coleopter tiiriinden sadece
S. granarius popiilasyonlarinda Rickettsia varlig1 saptannustir (ipekdal ve Kaya,
2020).

Spiroplasma; hiicre duvar1 bulunmayan gram pozitif ve spiral seklinde bakterilerdir.
Genel olarak bitkiler ve bdceklerde hastalik etkeni olan Spiroplasma’nin farkl
gruplar1 bulunmaktadir. Konakg¢isinin evrimsel siirecine etki etmesi, beslenmesine
pozitif yonde katki saglamasi ve ayni anabolik yollar1 kullanmasi1 Spiroplasma’nin
bazi ozelliklerindendir. Spiroplazma’nin diger bir dzelligi ise, eklembacaklilarda
yumurta ile bir dolden digerine gegerler ve erkek bireyleri dldiirerek popiilasyonu

disilestirmeleridir (Werren vd., 1998).
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Adana, Diyarbakir, Konya, Manisa ve Izmir illerinden S. oryzae popiilasyonlarinda
endosimbiont  mikroorganizmalardan, Spiroplasma varliklar1  incelenmistir.
Spiroplasma alt1 popiilasyondan ii¢iinde saptanmis ve enfeksiyon yiizdesi %8.3 olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismanin 6nemi, Spiroplasma’nin ilk kez S. oryzae’da varliginin

tespit edilmis olmasidir (Kogak ve Yaman, 2019).

Fumigasyon; gaz halindeki ilaglara genel olarak “fiimigant”, gaz ilaglarla yapilan
ilaglama islemine ise “Fumigasyon” denilmektedir. Fumigasyon, depolanmis haldeki
tarim triinlerinin zararli mikroorganizmalardan ve ambar zararlilarindan korunmasi
icin depolanmis iiriin iizerine kimyasal yontemlere bagvurulmaktadir. Fumigasyonda
kullanilan kimyasal madde fumigant olarak adlandirilir. Fumigantlar dogrudan gaz
halinde oldugu gibi, iizerlerine uygulanan basing azaldiginda gaz haline gegebilen sivi
veya kat1 halde de bulunabilirler. Fiimigant, gaz halinde depolanmis iiriiniin her
tarafina diflizyon yoluyla girerek etki etmektedir. Fimigasyon, diger fiziksel
yontemlerin aksine iirlinlin hareket ettirilmesine gerek kalmadan silo, ambar, gemi,
vagon ve konteyner gibi kapali alanlar igerisinde yigin halinde, g¢uvallanmus,

sandiklanmis vb. haldeki iirlinlere kolayca uygulanabilen bir yontemdir.

Fiimigasyonunun basarili olabilmesi i¢in ilaglanan ortamin, ilacin 6zelligine bagh
olarak belirli bir siire kapali tutulmas1 zorunludur. Bu nedenle fiimigasyon igleminin
kapal1 bir hacimde veya 0Ortii altinda ve bazen vakum altinda yapilmasi gerekmektedir.
Uygulamada kullanilan {i¢ fiimigasyon ydntemi bulunmaktadir. Bu yontemler;
atmosferik basingla bos hacim fiimigasyonu, cadir altinda fiimigasyon, vakum
fiimigasyonudur. Ideal fumigant olarak istenilen &zellikler arasinda zararhilarin tiim
evrelerine etkili olmasi, ucuz, ulasilabilir, hava ile yaklasik ayn1 molekiil agirliginda
olmali, penetrasyon yetenegi iyi olmali, kullanimi kolay olmas1 gibi dl¢iiler bulunur.
Ulkemizdeki zararlilarla farkli sekillerde miicadele edilmekle birlikte en yaygin ve
siklikla kullanilan miicadele metodu kimyasal miicadeledir. Kimyasal miicadelede ise
uygulama kolaylig1 ve genis etki spektrumuna sahip olmasi agisindan fiimigantlar 6n
plandadir. Metil bromid bir¢ok alanda kullanilan basarili bir flimigant olmasina
ragmen 1992 yilinda Montreal Protokolii ile ozon tabakasini tiiketen maddeler sinifina
alimmis ve gelismis tlkelerde 2005 yilinda kullanimi sonlandirilmistir (Anonim,
1998). Ulkemizde ise metil bromid kullanimima 2007 yilinda son verilmis ve sadece

tasima Oncesi ve karantina amacgli uygulamalar disinda kullanimi yasaklanmustir.
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Ulkemizde depolanmus iiriinlerde zararli béceklere yonelik olarak sadece fosfin ve
stilfiril florit (SF) aktif maddeli preparatlar kullanilmaktadir. Fosfinin kimyasal kapali
formiilii PHs tiir. Fosfin bilesigi renksiz, yanict ve zehirli bir gazdir. Havadan daha
agir bir bilesiktir. Saf fosfin gaz1 kokusuzdur. Ticari olarak iiretilen fosfin gazina
sarimsak esansi ilave edilir. Normal sartlarda gaz halinde bulunur. Fumigasyon
uygulamalari i¢in aliiminyum veya magnezyum fosfid olarak bulunmakla birlikte
silindir halinde saf fosfin, seyreltilmis olarak azot veya karbondioksitle de
bulunmaktadir. Fosfin gazi tilkemizde farkli formiilasyonlar halinde uzun siireden beri
kullanilmakta olan ve ilk kez 1972 yilinda tiitiin, misir, kuru meyve, hububat ve
baklagillerde zararli organizmalar i¢in ruhsatlandirilmis ve halen kullanilmakta olan

bir flimiganttir.

Fosfin gazina gore oldukca yeni sayilan ve iilkemizde ilk defa 2009 yilinda kuru
meyvelerde zararli bocekler icin ve bos hacim uygulamalarinda ruhsatlandirilan
stlfiiril florit bir diger fiimiganttir (Anonim, 2019). Fosfin veya hidrojen fosfid (PHs3),
diisiik molekiiler agirlikli (34.04 akb), yiiksek buhar basincina sahip (20°C, 34.2 atm.),
hizl1 bir sekilde dagilabilen ve tahil yiginlari, paketlenmis iiriin ve materyallere iyi bir
niifuz kabiliyeti olan, diisiik kaynama noktal1 (-87.4°C) bir bilesiktir (Bond, 1984). Bu
gaz tiiketiciye bir¢ok farkli formiilasyonda sunulmaktadir. Bu preparatlar dogrudan
gaz formundaki formiilasyonlar halinde kullanilabildigi gibi, fosfin gazi metal fosfitler
seklinde (aliiminyum fosfit, magnezyum fosfit, ¢inko fosfiir) bir tablet, pelet, graniil
ya da toz preparat haline getirilerek de tiiketiciye sunulmaktadir. Aliiminyum fosfit
yaklasik 3 gramlik peletler halinde ticari preparat olarak satilmakta ve atmosferik nem
ya da mide de bulunan hidroklorik asit ile karsilasinca iceriginde toksik olan fosfin
gaz1 aciga cikmaktadir. Fosfin havada yanici ve patlayicidir. Ortam sicakliginda
kendiliginden ayrisir. Suda ve ¢ogu organik ¢oziicli madde icinde ¢dziiniir. Metal
fosfitler genellikle ¢esitli renklerde tozlardir, hidrolize edilerek fosfin ve metal tuzlari
elde edilir. insanlarm 30 dakika boyunca 1400 mg/m? fosfine maruz kalmasi &liime
yol agar. Havadaki hacmi %1.79 orana ulasinca patlayicidir. Bakir ve degerli metaller
ile reaksiyona girer. Aciga ¢ikan gaz renksiz olup bdcekler bulunduklari ortamda
solunuma devam ettikleri siirece stigmalar1 vasitasi ile viicuda giris yapmakta ve
mitokondrilerdeki sitokrom-c oksidaz enzimini inhibe ederek 6liime yol agmaktadir
(Price, 1985). Metalik fosfitlerin belirli sicaklik ve nem degerlerinde bulundugu
ortamda fosfin gazi salinimi1 yaptig1 bilinmektedir (Banks, 1991).
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Depolanmig hububat zararlisi olan Liposcelis bostrychophila ile yiiriittiikleri
calismada PCR yontemini kullanarak Rickettsiaceae familyasini aragtirmiglardir. Bu
familyaya ait olan Rickettsia ve Wolbachia belirlemislerdir. Arastirmada kullandiklar
primer adi fD1°dir. Tribolium confusum ile yiiriitiilen bir baska analiz sonucunda

endosimbiyont Wolbachia saptamiglardir (Weisburg vd., 1991).

Bir Sitophilus tiirii olan ve daha 6nce ¢alisilan S. oryzae 6rneklerinde ise SOPE (y-
Proteobacteria) ve Wolbachia belirlenmistir. Arastirmacilar depolanmig triinlerde
yogun bulagsma gosteren ve Onemli ekonomik zararlara yol acan Sitophilus ile
miicadelede bu bakterilerden yararlanmanin daha etkili ve ¢evreye duyarli miicadele

yontemleri sunabilecegine isaret etmislerdir (Heddi vd., 1999).

Cao vd. (2004), Cin’in degisik bolgelerinden toplanan S. zeamais, S. oryzae ve R.
dominica erginlerinde fosfin konsantrasyonu ve uygulama zamaninin etkileri iizerine
yaptiklar1 ¢aligmada; S. oryzae ve R. dominica’da fosfine karsi direncin yaygin
olmasina ragmen, S. zeamais’ta ise herhangi bir direng tespit edilmemistir. Hassas ve
direngli bireylerle, Cin’den toplanan bireyler 20-144 saat 25°C ve %70 nemdeki
uygulamalarda LT99.9 degerleri karsilastirildiginda; Cin’den toplanan bireylerin
direng katsayilarmin daha yiiksek tespit edildigini bildirmektedirler. Avrupa’daki
depolanmus iiriin zararlilarinda Wolbachia nin siiper grup ve filogenetik analizi 16S
rDNA, ftsZ, wsp ve hcpA dizileri temelinde belirlenmis ve 16 tiiriiniin (%40)
Wolbachia tarafindan enfekte oldugu belirlenmistir. Bunlarin altist yalnizca A sinift
sliper gruba (tiim enfekte tiirlerin %15'i, enfekte tiirlerin %37.5'1 ), dordii de yalnizca
stipergrup B (sirasiyla %10 ve %25)’de yer aldigini, Wolbachia siipergrup frekanslari
arasinda herhangi bir fark tespit edilmedigini, her iki slipergrubun hepsinde oldugunu,
calisilan dort gen arasinda sinirlt bir uyum s6z konusu oldugunu belirtmislerdir. Bu
sonugclar tiirler arasinda Wolbachia *nin horizontal iletimini ve farkl tiirler arasindaki

rekombinasyonunu gostermislerdir.

Tiirkiye’de Wolbachia iizerinde ilk kez Giiz vd. (2012)’nin yaptig1 calismada siine
Eurygaster integriceps (Hemiptera: Scutelleridae)’in yumurta parazitoidi olan
Trissolcus *de Wolbachia enfeksiyonu saptanmistir. Wolbachia, yiizey proteini (wsp)

kodlayan gene ait DNA dizileri kullanilarak dogrulanmistir.
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Antalya ilinden toplanan Sitophilus granarius, S. zeamais ve bu tiirlerin parazitoidi
olan Lariophagus distinguendus’te endosimbiyont bakterilerin belirlenmesi iizerine
bir ¢alisma ylriitmiislerdir. Bu tiirlerde ii¢ farkli endosimbiyont bakteri cinsini,
Wolbachia, Arsenophonus ve Spiroplasma’yt 16S rDNA molekiiler analizi ile
incelemislerdir. Molekiiler analizler igin kullanilan 16S rDNA primerleri Wolbachia
icin wspecF ve Spiroplasma i¢in ise 63F ve TKS55 se¢ilmis baglanma sicakligi 55°C
olmustur. S. granarius o6rneklerinde Wolbachia ve Arsenophonus, L. distinguendus
orneklerinde Wolbachia ve Spiroplasma, belirlenirken S. zeamais 6rneklerinde ise bu

ti¢c bakteri cinsine rastlanmamuistir (Tungbilek vd., 2015).

Bir Sitophilus tiirii olan ve daha once calisilan S. oryzae orneklerinde ise SOPE (y-
Proteobacteria) ve Wolbachia belirlenmistir (Heddi vd., 1999). Arastirmacilar
depolanmus tirtinlerde yogun bulagma gdsteren ve 6nemli ekonomik zararlara yol acan
Sitophilus ile miicadelede bu bakterilerden yararlanmanin daha etkili ve ¢evreye

duyarli miicadele yontemleri sunabilecegine isaret etmislerdir.

Spiroplasma’nin yapisini inceleyen arastirmacilar sadece uzun ve sarmal yapida
olmadigini, Y seklinde bir yapida oldugunu boceklerde barindigini saptamislardir. Bu
calismada elektron mikroskobu ve FtsZ proteininin immiinogold boyamasini
kullanmiglardir. Y-gekilli hiicre boliinmesi modelini ¢ok smirli sayida bakteri tiirii
gerceklestirebilmektedir. Arastirma sonucunda bu bakterilerin arasina Spiroplasma de
dahil edilmistir (Ramond vd., 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tiirkiye’nin 4 bolgesini temsilen farkli illerden toplanmis hassas ve direngli 8 farkli
(B2, C3, D2, E3, E16, G1, G2, H2) S. granarius popiilasyonlar1 farkli sehirlerdeki
Tarim ve Orman Bakanligi’na bagli Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii’den,
Toprak Mahsulleri Ofisi’nden ve 6zel depolardan temin edilmistir. Her popiilasyonu
temsilen rastgele secilen bireyler %96’°lik etanol icerisinde ependorf tiiplerine alinmas,
deneylerde kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Yapilan ¢aligma i¢in her
bir popiilasyonu temsilen alt1 tane ergin birey rastgele sec¢ilmistir. Toplam 48 bireyin

DNA ekstraksiyonlart ticari kit protokoliine uyularak yapilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Sitophilus granarius popiilasyonlari

Popiilasyon Sehir Diren¢ durumu
C3 Diyarbakir Hassas
D2 Elaz1g Hassas
E3 Konya Hassas
Gl Isparta Hassas
E16 Konya Direngli (5.01 X)
B2 Ankara Direngli (4.19X)
G2 Isparta Direngli (3.48 X)
H2 Burdur Direngli (5.26 X)

3.2. izolasyona Hazirhk ve DNA izolasyon Asamasi

Calismada kullanilacak olan her popiilasyona ait bireyler rastgele segilerek, her
poplilasyon i¢in numaralandirilmis kaba alinmig, 5 ml ticari renksiz deterjan ve 2 gram
tuz ekleyip son hacim 50 mililitreye tamamlanmis olan karistmda 56 °C’de 60 dakika
su banyosu inkiibasyonuna tabi tutulmus deterjanin dibe ¢cokmesi engellenmek i¢in her

20 dakikada bir karistirtlmastir.

Sicak su banyosundan alinan 6rnekler, karisimindan igerisinden ¢ikarilarak dnce saf

su ile ii¢ kez yikanmis ve ardindan kurutma kagidi kullanilarak kurutulmustur.
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Orneklere ait bireyler ayr1 ayr1 olacak sekilde 1.5 ml’lik steril ependorf tiipiinde sivi
azot kullanilarak ve yine steril olan ezme gubuklariyla kahverengimsi renk tamamen
beyaz olana kadar ezilmistir. Ezilen 6rneklerin izolasyonu ig¢in ticari kit protokolii

modifiye edilerek sirayla su agamalar takip edilmistir:

- Igerisine 180 ul Digestion Solution eklenmistir. Ardindan 25 pl Proteinaz K ekleyip
vakit kaybetmeden vortekslenmistir.

- Daha sonra 60 dakika 56°C’de su banyosu inkiibasyonuna tabi tutulmustur.

- Su banyosunun ardindan 25 pLL RNase A Solution eklenerek 15 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir.

- Ardinda 200 pL Lysis Solution eklenerek karigimin homojenlesmesi i¢in 15 saniye
vortekslenmistir.

- Vorteksten sonra 200 puL %50°’lik ethanol eklenmistir ve vortekslenmistir.

- Hazirladigimiz karisim mikropipet yardimiyla alinarak altinda 2 ml’lik toplama tiipii
(collection) igerisinde bulunan steril saflastirma kolonuna transfer edilmistir.

- Icerisine 350 pL Wash Buffer 1 eklenerek 8000g’de 1 dakika santrifiij edilmistir ve
saflagtirma kolonu alinarak toplama tiiptindeki lizat atilmistir.

- Igerisine 500 uL. Wash Buffer 2 eklenerek 12 000g’de 3 dakika santrifiij edilmistir
ve saflastirma kolonu alinarak toplama tiipiindeki lizat atilmistir.

- Saflastirma kolonu tekrar toplama tiipline yerlestirilmis ve hi¢bir buffer eklenmeden
12 000g’de 1 dakika tekrar santrifiij edilmistir.

- Ardindan toplama tiipii atilmis ve saflastirma kolonu steril olan 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmistir. Saflastirma kolonunun filtresine yavasca 50 pL
Elution Buffer eklenerek oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyonun ardindan 8000g’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Mikrosantrifiij
tiiptimiizde artik saf DNA bulunmaktadir. Kisa siireli muhafaza edilecek ise +4°C’de

veya uzun siireli muhafaza edilecek ise -20°C’de muhafaza edilmistir.
Ekstraksiyondan sonra elde edilen DNA’lar kalite ve miktar analizi, nanodrop

kullanilarak belirlenmis olup 1.65 ile 1.9 nanogram/mikrolitre arasinda degisen

degerler elde edilmistir.

17



3.3. Kademeli Sicaklik Diisiirme PCR (Touchdown PCR Protokolii)

Bu teknik, standart PCR calismalarina ¢ok benzemektedir. Bu PCR’da farkli olarak
primer sicakliklar1 ilk 6nce ¢ok yiiksek tutularak primerlerin spesifik sekilde hedef
diziye baglanmasi amaglanmaktadir. Primerin baglanma sicakligi ilk once 60°C
tutulmakta ve her dongiide 1°C azaltilarak (10 dongii) 50°C’ye kadar diigiiriilmektedir.
50°C’den sonra ise derece standart olan 55°C’ye gerilip 25 dongii yapilarak PCR
tamamlanmaktadir. Bu PCR teknigi, DNA dizileri iizerindeki belirli bir bdlgenin
spesifik olarak tespit edilmesinde kullanilmaktadir (Don vd., 1991). Literatiir taramasi
sonucunda en yaygin goriilen Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma endosimbiyont
bakterilerinin primer dizileri incelenip uygun olan primerler HPLC saflikta

sentezlettirilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma’nin primer bilgileri

Bakteri suslari Bakterilere ait primer

Wolbachia F; Tm: 58°C 5’-TGGTCCAATAAGTGAAGAAACTAGCTA-3’
Wolbachia R; Tm:59°C 5’-AAAAATTAAACGCTACTCCAGCTTCTGCAC-3’
Rickettsia F; Tm:51°C 5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’

Rickettsia R; Tm: 52°C 5’-CATCCATCAGCGATAAATCTTTC-3°
Spiroplasma F; Tm:51°C 5’-GCGCAGACGGTTTAACAAG-3’

Spiroplasma R; Tm; 53°C 5’-TCCGCCACTGGTGTTCCTC-3’

HPLC saflikta kurutulmus olarak goénderilen primerler 100 uM stok haline getirilmek
icin belirtilen miktarda (508-675 uL) nuclease-free water ile ¢Ozdiirlilmiistiir.
Cozdiiriilen primerler kullanilana kadar -20°C’de muhafazaya alimmistir. Calisma
sirasinda buz igerisinde muhafaza edilerek pipetleme yapilmistir. PCR uygulamasi i¢in

ticari kit’in malzemeleri ve protokolii kullanilmigtir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Touchdown PCR 6n hazirlik agamasi

Bromophenol Blue (6x) hazirlanisi; 10 mM Tris-HCI (pH 7.6), %0.03 Bromophenol
Blue, %0.03 Xylene cyanol FF, %60 Glycerol, 60 mM EDTA tartilip isitmali

inkiibatorde ¢ozdiiriilmiistiir.

Touchdown PCR isleminden sonra 6rneklerin bulundugu her PCR tiipiine 5 ul 6x
bromophenol blue (Yiiriitme Boyasi) eklenmistir. Mikropipetler ile karigmasi
saglanmigtir. Daha sonra primerlar, Taq Polimeraz; Buffer ve RNAase free water

eklenerek PCR asamasi baglatilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. PCR 0Oncesi 0rneklerin hazirligi
25 ul Taq PCR Master Mix (2.5 units Taqg DNA Polymerase, 1x PCR

Buffer, 200 uM of each ANTP, 1.5 mM MgCly)

5 ul 10x Primer Mix (2 uM of each primer) (2.5 pul F- 2.5 pl R)
15 ul RNAse-free water

5 ul DNA

Son hacim; 50 ul
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Touchdown PCR kullanilarak yapilan analizinde uygun program kullanilarak
yapilmistir daha sonra 6rnekler kullanilana kadar buz dolabinda muhafaza edilmistir

(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Touchdown PCR analizi i¢in cihaz programi
Initial Denaturation 94°C 3 dk

Denaturation 94°C 1 dk

Annealing 60°C 1 dk (11x: -1°C, 60°C-50°C)
Extention 72°C 1 dk

11x

Denaturation 94°C 1 dk

Annealing 55°C 1 dk

Extention 72°C 1 dk

25x
Final Extention 72°C 10 dk

+4°C

3.4. Jel Elektroforezi Protokolii

10x TBE tamponu hazirlanigt; Tris 54 gr, Borik asit 27.5 gr, EDTA 7.5 gr tartilan
kimyasallar1 deiyonize saf suda ¢ozdiiriilmiis ve pH 8.3’e ayarlanmis olup, son hacmi

1 litreye tamamlanmigtir. Oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Agaroz jel (%1) hazirlanisi; 10 ml TBE ¢ozeltisine 2.4 gr agaroz eklenmis yaklasik
90 ml saf suyla son hacim 100 ml olacak sekilde tamamlanmistir. Karigim
mikrodalgada orta sicaklikta agaroz tamamen eriyip homojen goriintii elde edilene
kadar ¢o6ziindiikten sonra 10 ul Etidyum Bromiir ekleyip, hizlica karistirilmistir.
Etidyum Bromiirii eklendikten hemen sonra ise taragi takili ve etrafi kapatilmig olan
jel tankina kabarcik olusturmadan yavas bir sekilde dokiilmiistiir. Jel tankin iginde
donana kadar beklenildikten sonra taragi ¢ikartilan jel tanka alinmus, elektroforez
cozeltisi jelin {lizerini tamamen gegecek kadar eklenerek ornekleri yiiklemeye hazir

hale getirilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Elektroforez asamalart (a8) Kullanima hazir elektroforez tanki
(b) Elektroforezi jel hazirlama (c) Elektroforez sonucu bant goriiniimii

PCR’dan ¢ikan orneklerin son hacmi 50 pl’dir. 5 ul Brom Fenol Blue her tiipe
eklenmistir ve son hacim 55 pl olmustur. Sag ve sol u¢larda bulunan 2 kuyucuga 2 pul
markdr yiiklemesi yapilmistir. Diger kuyucuklarin her birine 25 pl PCR iiriinii
yiiklenmistir. Her bir endosimbiyont i¢in uygulanan bu asamada, en iyi goriintii elde
etmek i¢in en uygun elektroforez programlari ise; Wolbachia i¢in 90 Volt, 150 mA’de
90 dakika, Rickettsia i¢in 60 Volt, 100 mA’de 60 dakika, Spiroplasma igin 60 Volt,
100 mA’de 40 dakika olacak sekildedir. Her endosimbiyont igin ayri ayri jel
elektroforezi cihazinda kosturma islemi gergeklestirilmistir. Jel elektroforezi sonrasi

popiilasyonlar UV kabin kullanilarak goriintiilenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Ulkemiz illerinden toplanmis hassas ve direncli oldugu daha 6nceki ¢alismada
belirlenmis sekiz farkli (Ankara, Diyarbakir, Konya, Isparta, Burdur, Elaz1g) S.
granarius popiilasyon ile ¢alisilmistir. Popiilasyonlardan rastgele segilen alti adet
birey kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. Benzer ¢aligmalarin taranmasiyla en
iyi sonug¢ veren spesifik primerlere karar verilerek 48 birey i¢in Touchdown PCR
protokolii uygulanmis, sonuglar jel elektroforezinde incelenmistir. Elde edilen jel
goriintiilerine gore, taranan 48 6rnege ait Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma’ya ait

bulgular yiizde olarak asagidaki verilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Bugday bitinin fosfine hassas ve direngli popiilasyonlarinda
endosimbiyontlarin bulunma durumlar1 (%)

Popiilasyonlarin Popiilasyonlar ve
F pulasy . Diren¢ Katsayilari Wolbachia Rickettsia Spiroplasma
osfine Tepkisi (X)
Diyarbakir (C3) 83 RE4 332
Isparta (G1) 83 83 66.4
Hassas
Konya (E3) 100 49.8 16.6
Elazig (D2) 100 49.8 83
Ortalama (%) 91.50 62.25 49.80
Konya (E16)
501X 0 33.6 16.6
Ankara (B2)
4.19X 66.4 16.6 0
Direncli Isparta (G2)
348 X 33.2 0 16.6
Burdur (H2)
5.26 X 100 33.6 49.8
Ortalama (%) 49.90 20.95 20.75

Jel goriintiilerine gore, taranan 48 6rnegin 33 tanesinde Wolbachia tespit edilmistir.
Bolgeler olarak bakildiginda ise Akdeniz Bolgesin’de 13 bireyde, Dogu Anadolu
Bolgesi’nde alti bireyde ve Giineydogu Anadolu Boélgelerinde bes bireyde tespit

edilmistir.

Her bir endosimbiyont igin ayr1 ayr1 bakildiginda 48 birey i¢in Wolbachia bulasikligi
olan toplam birey 33, Rickettsia i¢in 20 ve Spiroplasma igin 18 olarak tespit edilmistir.
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Yizde olarak ifadesi ise Wolbachia igin %68.75, Rickettsia icin %41.66 ve

Spiroplasma igin %37.5 olarak bulunmaktadir.

Tungbilek vd. (2015), Antalya ilinden toplanan Sitophilus granarius
popiilasyonlarinda  Wolbachia, Arsenophonus ve Spiroplasma’yr  varligina
bakmuslardir. Orneklerde Wolbachia ve Arsenophonus tespit edilirken Spiroplasma
tespit edilememistir. Bizim sonug¢larimizda ise Wolbachia ve Rickettsia’nin yaninda

Spiroplasma da saptanmustir.

Tiirkiye nin Kirsehir ilindeki tahil ambarlarinda zararli 10 coleopter tiiriinden sadece
S. granarius popiilasyonlarinda Rickettsia varlig1 saptannustir (ipekdal ve Kaya,
2020). Bizim calismamizda, toplam sekiz popiilasyondan G1 Isparta hari¢ tiim

popiilasyonlarda Rickettsia tespit edilmistir ve ¢alismamizi destekler niteliktedir.

Wolbachia’nin hassas Elazig ve hassas Burdur popiilasyonlarindan elde edilen
bireylerdeki bulunma orani %100; hassas Isparta, hassas Konya ve direngli Diyarbakir
poplilasyonu icin %83; hassas Ankara popiilasyonu i¢in %66.4; direngli Isparta
popiilasyonu i¢in %33.2 oraninda Wolbachia enfeksiyonu tespit edilmis ancak direngli

Konya popiilasyonunda Wolbachia varligi bulunamamustir.

Rickettsia’nin popiilasyonlara gére bulunma oranlari ise; direngli Konya %83; direngli
Diyarbakir %66.4; hassas Burdur ve hassas Elazig %49.8; direncli Isparta ve hassas
Konya %33.2; hassas Ankara %16.6 bulunmus ancak hassas Isparta popiilasyonunda

bulunamamastir.

Spiroplasma’nin popiilasyonlara gore bulunma orani ise hassas Burdur %83; direngli
Konya %66.4; hassas Elazig ve direngli Isparta %49.8; direngli Diyarbakir %33.2;
hassas Konya ve hassas Isparta i¢in %16.6 bulunmus ancak hassas Ankara

popiilasyonu i¢in Spiroplasma bulunamamustir.
G2 direngli Isparta popiilasyonuna baktigimizda her {i¢ bakteri icinde bulunma oranlari

birbirine ¢ok yakin ancak direng iizerine etkisi olmadigi yorumunu yapabiliyoruz.

Ayni ile ait iki popiilasyonun enfekte oranlarinin bu kadar farkli olmasinin bir¢ok
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sebebi olabilir; cevresel faktorler, genetik, Ornek alinan popiilasyonun birkag

jenerasyon vermis depolardan alinmis olmasi 6rnek verilebilir.

Yaman ve Kogak (2019), S. oryzae iizerinde yaptiklari ¢alisma sonucunda fosfine
direngli 18 6rnegin 16’sinda, fosfine hassas 18 6rnegin yedisinde ii¢ endosimbiyonttan
en az bir tanesi belirlenmistir. Tiirkiye genelinde bu li¢ endosimbiyont bakteri tiirliniin
en az bir tanesinin %64 oraninda bir bulasma yogunlugunda oldugu goézlemlenmistir.
Toplam bulunma oranmin, %17’sini Wolbachia, %56’sin1 Rickettsia ve %6’sin1
Spiroplasma olusturmaktadir. Direngli popiilasyonlarda %28 oraninda Wolbachia,
%78 oraninda Rickettsia, %8 oraninda Spiroplasma bulasi saptanmistir, hassas
poplilasyonlarda ise li¢ endosimbiyont bakteri tiliriiniin en az bir tanesinin goriilme
orani %39 olup, bulasin %11’ini Wolbachia, %33’tinii Rickettsia, %11 ini
Spiroplasma olusturmaktadir. Direngli popiilasyonlarda hassas popiilasyonlara oranla
daha cok endosimbiyont bulasinin oldugu gdzlemlemistir. Bizim c¢aligmamizda
S. granarius’da %68.75 Wolbachia, %41.66 Rickettsia ve %37.5 Spiroplasma
enfeksiyonu bulunmustur yillara gore toplam enfeksiyon miktar1 artmaktadir seklinde
yorum yapilabilir. Yapilan c¢alismada E16 popiilasyonunda Wolbachia’ya, G1
popiilasyonunda Rickettsia’ya ve B2 popiilasyonunda Spiroplasma’ya rastlanmamigtir
bu durum S. oryzae popiilasyonlart ve S.granarius popiilasyonlar: arasindaki
enfeksiyonun yayilist ve direng gelistirebilme konusunda ciddi farkliliklar

olabilecegine isarettir.

Wolbachia ve Rickettsia, yaygin bocek fakiiltatif simbiyontlaridir (Anderson ve Karr,
2001). Bu endosimbiyoz, boceklerin sadece partenogeneziyle iligkili degildir, aym
zamanda insektisit direnci ile de iliskilidir (Kontsedalov vd., 2008 ; Liv vd., 2018).

Simbiyontlarin detoksifikasyon yetenekleri ve hizli evrim siiregleri géz Oniine
alindiginda  konukgularinda olusan pestisit direncine katki  sagladiklari
diistintilmektedir (Su vd., 2013). Bir baska ¢alismada ise tiim bocek tiirlerinin %20-
70’inde bulunan Spiroplasma ve Wolbachia ’nin patojenik ve patojenik olmayan
bakterilerin enfeksiyonuna kars1 konukgularini koruduklart saptanmistir (Shokal vd.,
2016).
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Simbiyotik aracil insektisit direnci ve duyarlilii, bocek tiirlerine, simbiyont tiirlerine
ve kimyasal bilesige gore degisebilir (Liu ve Guo, 2019). Beyaz sinek Bemisia tabaci
ve Rickettsia arasindaki endosimbiyont-insektisit direncinin incelendigi iki ¢alismada;
enfekte beyaz sineklerin enfekte olmayan beyaz sineklere oranla yaygin olarak
kullanilan tiamethoxam, imidacloprid, asetamiprid, piriproksifen ve spiromesifen
insektisitlerine karsi daha duyarli olduklari belirtilmistir (Kontsedalov vd., 2008).
Ghanim ve Kontsedalov’un 2009’da yaptiklar1 ¢alismada Bemisia tabaci’ye
Wolbachia ve Arsenophonus ile birlikte enfekte edildiginde tiametoksam,
imidacloprid  ve  priproksifene  duyarliliklarinin = arttigin1 ~ belirtmislerdir.
Endosimbiyontlarin varligi her zaman konukgularin azalan insektisit direnciyle iliskili
degildir. Baz1 simbiyontlarla enfekte olmus konukgularda insektisit direncinin arttig1
ya da enfeksiyonun konukgularin insektisit direncini etkilemedigi bulunmustur.
Wolbachia enfeksiyonun beyaz sineklerde asetamiprid ve spiromesifen'e karsi direnci
arttirdig1 gosterilmistir (Ghanim ve Kontsedalov, 2009). Bizim ¢alismamiz sonucu 3
farklt endosimbiyont i¢in direngli/hassas olarak degerlendirilen popiilasyonlarda
endosimbiyont bulunma durumu ve ¢oklu enfeksiyon bulunmasinda herhangi bir
paralellik olmadig1 bulunmustur. Ornegin G1 Isparta popiilasyonunda toplam alti
bireyden Rickettsia bes ve Spiroplasma dort bireyde olmasina ragmen S+R

enfeksiyonu bulunmamastir.

Benzer sekilde Wolbachia, Aedes aegypti’nin bifentrin, temephos ve s-metopren
kimyasallarina ve biyolojik kontrol ajan1 Bacillus thuringiensis (Bt)’e duyarliligini
degistirmemistir (Duron vd., 2006). Arsenophonus ile bir arada bulunan Rickettsia, B.
Tabaci’de asetamipridin insektisit direncini saglamistir ancak diafenthiuron
duyarliligini etkilememistir (Kontsedalov vd., 2008; Ghanim ve Kontsedalov, 2009).
Simbiyotik Burkholderia’nin, tarimda yaygin olarak kullanilan organofosfor ajani olan

fenitrotiyonunu bozabildigini rapor etmislerdir (Kikuchi vd., 2012).

Vignesh vd. (2018)’de Sitophilus oryzae L. ile yaptiklar1 arastirmada, Wolbachia ve
Rickettesia’nin fosfin direnci ile iligkili olabilecegini belirtmislerdir. Calismamizda
sonuglar gosteriyor ki hassas ve direngli olarak belirlenen popiilasyonlar arasinda

bulunma durumlar1 bu ¢alismaya destekler niteliktedir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Bugday bitinin fosfine hassas ve direngli popiilasyonlarinda
endosimbiyontlarin  bulundugu toplam birey sayisi ve ¢oklu
enfeksiyon durumlari

Her bir - . Uclii enfeksiyon
Popiilasyonla | Popiilasyonlar endOSIm‘blyontun Ikili enfeksiyon bulunan bulunan érnek
rin Fosfine ve Diren¢ bulu1.1dugu toplam ornek numarasi numarasi
Tepkisi Katsayilar (X) birey sayis1
W R S | W+R | W+S | S+R W+R+S
Diyarbakir 5 4 2 2,3,5| 1,6 - -
(C3)
Isparta (G1) ° ° |4 2 j 1,45
Hassas
Konya (E3) 6 | 3|1 |346| 5 - -
< 1,2,
Elazig (D2) 6 3 5 6 5 - 3,4
Toplam (%) | 91 | 62 | 50 | 33 25 0 5
Konya (E16)
5.01 X N R N y - -
Ankara (B2)
4.19X 4 L. ) - ) )
Isparta (G2) 2 i i i i
Direncli 3.48 X 1 2
Burdur 3
(H2) 5 |2 - " - 4
5.26 X '
Toplam (%) 45 120 |20 0 12.5 0 4.16

Calismaya ait bulgular yukaridaki tabloda verilmistir ve kisaltmalar sirasiyla;
Wolbachia (W), Rickettsia (R), Spiroplasma (S), Wolbachia ve Rickettsia’nin ayni
bireyde ve ayni anda bulundugu ikili enfeksiyon durumu (W+R), Wolbachia ve
Spiroplasma’nin ayni bireyde ve ayni anda bulundugu durumu (W+S), Spiroplasma
ve Rickettsia’'nin aym anda bulundugu durumu (S+R), (W+R+S) ise her iig
endosimbiyontunda ayni bireyde aynmi anda bulundugu durumu ifade etmek igin
kullanilmigtir. W, R, S baslig1 altindaki sayilar her popiilasyonda bulunan toplam alt1
bireyden toplam kag tanesinin enfekte oldugunu gosterirken; W+R, W+S, S+R ve
W+R+S popiilasyonda birden altiya kadar numaralandirilmig Orneklerin sayisini

gostermektedir.

Hassas popiilasyonlar arasinda; Wolbachia ve Rickettsia’nin (W+R) ikili enfeksiyonu

bulunan toplam sekiz birey vardir. Enfeksiyon C3 popiilasyonunda 2, 3, 5 nolu
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bireyler, E3 popiilasyonunda 3, 4, 6 nolu bireyler, G1 popiilasyonunda iki bireyde ve

D2 popiilasyonunda 6 nolu bireylerde bulunmustur.

Wolbahia ve Spiroplasma ikili enfeksiyonu (W+S) bulunan toplamda alt1 birey vardir,
enfeksiyon D2 popiilasyonu 1, 2, 5 nolu bireylerde, C3 popiilasyonunda 1, 6 nolu
bireylerde, E3 popiilasyonunda 5 nolu bireyde bulunmustur. Spiroplasma ve
Rickettsia’nin ikili enfeksiyonu (S+R) hem hassas popiilasyonlarda hem de direngli

popiilasyonlarda bulunamamustir.

Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma’nin {iglii enfeksiyonu (W+R+S) toplamda bes
bireyde bulunmustur. G1 popiilasyonunda 1, 4, 5 nolu bireyler ve D2 popiilasyonunda

3, 4 nolu bireyler ticlii enfeksiyon bulundurmaktadir.

Hassas popiilasyonlarda 24 bireyde enfeksiyon ylizdelerine bakarsak; W+R i¢in %33,
WS igin %25, R+S i¢in 0 ve W+R+S i¢in %12 olarak belirlenmistir.

Direncgli popiilasyonlarda W+R ve S+R ikili enfeksiyonu bulunamamistir. W+S
toplam ii¢ bireyde enfeksiyon bulunmustur ve dagilim G2 popiilasyonu 2 nolu birey,
H2 popiilasyonu 3, 5 nolu bireyler seklindedir. W+R+S enfeksiyonu sadece H2
popiilasyonunda 4 nolu bireyde bulunmustur. Yiizde olarak bakarsak W+S i¢in %12.5

ve W+R+S i¢in oran %4 olarak belirlenmistir.

Birden fazla tireme paraziti endosimbiyontlarin (RPE-reproductive parasitic
endosymbionts) cinsi veya ayni cinsin birden fazla irki ile enfeksiyon yaygin bir
durumdur (Malloch vd., 2000; Jaenike vd., 2010; Martin vd., 2013). Ayn1 anda birden
fazla ortak yasam tiiriine ev sahipligi yapmanin faydalari, dogal diigmanlara karsi
gelistirilmis direnci igerebilir (Oliver vd., 2006; Guay vd., 2009). Ayn1 konuk¢uda
birka¢ farkli endosimbiyont tiirii ile birlikte enfeksiyonlar, ¢esitli bocek gruplarinda
yaygin olarak bulunmaktadir (Goto vd., 2006). Calismamiz sonucunda her bir ilden
temsili alinan popiilasyonlardan her birinde en az iki endosimbiyont enfeksiyonu
bulunmaktadir. RPE'ler arasinda antagonistik iliski olduguna dair kanitlarda
bulunmaktadir. Ornegin, Goto vd. (2006)’da Spiroplasma ve Wolbachia arasinda
olumsuz bir etkilesim oldugunu bildirmistir. Ancak ¢alismamizda W+S hem hassas

hem de direngli popiilasyonlarda %25 ve %12.5 olarak bulunmustur. Sonug olarak bu
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goriis icin W+S enfeksiyonuna bakarak ayni fikirde degiliz ancak hassas ve direngli
poplilasyonlarda S+R ikili enfeksiyonu hi¢ bulunamadigindan bu iki endosimbiyont
birbirleri i¢in antagostik etki yapabilecegini diigiincesi dogru olabilir. Yine iglii
enfeksiyon durumu hem hassas hem direngli popiilasyonlar i¢inde vardir bu durumda
Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma ayni anda bir bireyde bulunabilmekte ve
antagonistik etki yapmamaktadir. Calismada bazi endosimbiyont tiirleri (Rickettsia ve
Wolbachia gibi) ¢coklu-enfeksiyon olarak birlikte daha sik bulunma egiliminde olsa da
daha biiylik popiilasyonlar alinarak yapilacak daha kapsamli ¢aligsmalar sayesinde elde
edilecek gozlemlerin endosimbiyontlarin agiklanmasinda etkili olacaktir. Yapilan
literatlir taramasinda Wolbachia ve Rickettsia’nin insektisit direnci ile iliskili
olabilecegi goriisii agirliktayken, Spiroplasma’nin ise daha ¢ok patojen savunmasinda
rol aldigina yonelik goriis ve bulgular bulunmaktadir. Ancak depolanmus iiriin zararlis1
diger tirler ile yapilan c¢alismalar incelendiginde oOzellikle Rickettsia ve
Spiroplasma’da Wolbachia kadar géze carpmaktadir. Bu sebeple bu ii¢ bakteri de
calisgma konusuna dahil edilmistir. Ancak yapilan ¢alismalar sonucunda
endosimbiyont bakterilerin bulunmasi ve fosfin direnci arasinda bir iligki

bulunamamustir.

Werren vd. (1995), Wolbachia enfeksiyonunun Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
Lepidoptera ve Orthoptera takimlar1 dahil bocek tiirlerinin %?20'sinden fazlasinda
oldugunu; Zug ve Hammerstein (2012)’e gore %40, Hilgenboecker vd. (2008) ve
Simoes (2012)’e gore ise arthropoda subesinde %66 oraninda oldugu belirtilmektedir.
Ancak bizim c¢aligmamizda Konya’dan alinan hassas bireyleri temsil eden E3

popiilasyonunda Wolbachia bulunamamisken Rickettsia ve Spiroplasma bulunmustur.

Ozetlemek gerekirse; iilkemizde bulunan fosfine kars: hassas ve direngli olan S.
granarius L. popiilasyonlar1 arasinda bakteri yogunluk farki bulunmaktadir ancak
bakterilerin bulunma oranlar1 arasinda herhangi bir kolerasyon yoktur. Arastirma
sonucunda 4 hassas, 4 direngli S. granarius popiilasyonlarinda %68.75 Wolbachia,
%41.66 Rickettsia ve %37.5 Spiroplasma enfeksiyonu bulunmaktadir. Popiilasyon
bazinda ayr1 ayri degerlendirildiginde direngli popiilasyonlarda; Ankara
popiilasyonunda %66.4 Wolbachia, %16.6 Rickettsia ve %0 Spiroplasma; Konya
popiilasyonunda %0 Wolbachia, %83 Rickettsia ve %66.4 Spiroplasma; Isparta
popiilasyonunda %83 Wolbachia, %33.2 Rickettsia ve %49.8 Spiroplasma; Burdur
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popiilasyonunda %100 Wolbachia, %49.8 Rickettsia ve %83 Spiroplasma

saptanmuigtir.

Hassas popiilasyonlarda ise; Diyarbakir popiilasyonunda %83 Wolbachia, %66.4
Rickettsia ve %33.2 Spiroplasma; Elazig popiilasyonunda %100 Wolbachia, %49.8
Rickettsia ve %33.2 Spiroplasma; Konya popiilasyonunda %0 Wolbachia, %33.2
Rickettsia ve %16.6 Spiroplasma; Isparta popiilasyonunda %33.2 Wolbachia, %0
Rickettsia ve %16.6 Spiroplasma oranlar1 saptanmustir.

Wolbachia ’nin yok edilmesi durumunda bocek gelisimini olumsuz etkileyecegi goz
Ontine alinmalidir. Chen vd. (2012)’ne gore oosit iiretimi i¢cin Wolbachia gereklidir.
Vigneron vd. (2012)’e gore ise simbiyotik canlilarin patojenlere karsi miicadele
ederken bocegin yasam standartlarini diislirdiigiinii ve konuk¢u bagisiklig1 iizerine
yeni perspektiflerin bulundugunu ortaya koyarak, endosimbiyontlar ve patojenler
sayesinde bocek direncinin azaldigi miicadele yontemlerinin artmakta oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan g¢alismalarda ayni tiir bocegin farkli bolge ve/veya iilke
popiilasyonlarinda, endosimbiyont kompozisyonu farklilasmaktadir (Su vd., 2013).
Calismada farkli bolgelerden alinan bolgelere ait alian popiilasyonlarda hassas ve

direngli arasinda ciddi fark gézlemlenmemesi bu yargiyla iligkilendirilebilir.

Bir Sitophilus tiirii olan ve daha 6nce g¢alisilan S.oryzae orneklerinde ise SOPE (y-
Proteobacteria) ve Wolbachia belirlenmistir (Heddi vd., 1999). Depolanmis iiriinlerde
yogun bulagsma gosteren ve 6nemli ekonomik zararlara yol agan Sitophilus tiirleriyle
ile miicadelede SOPE bakterisindem yararlanmanin daha etkili ve ¢evreye duyarh

miicadele yontemleri olabililir.
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5. SONUC VE ONERILER

Hassas olarak belirtilen bazi popiilasyonlarda bu calisma sonucu endosimbiyont
bakterilerin olmasi, bocegin fosfine direng gelistirildigi yorumunu yapmaya olanak
saglamistir. Dolayisiyla bu ¢alisma hem Bugday biti hem de calisilan her bir
endosimbiyont hakkinda bir kaynak teskil etmektedir.

Endosimbiyontlarin boceklere insektisit direnci kazandirdiklari birgok ¢alismaya konu
olmustur. Ancak yapilan bu arastirmada bocek-endosimbiyont iligkisiyle fosfin

direncine herhangi bir etkisi gozlemlenmemistir.

Calisilan endosimbiyontlar i¢in kullanilan primerler yaygin bulunmasi sebebiyle
secilmistir. Birey sayilar1 ve kullanilan primerler arttirilarak daha hassas bir ¢alismayla
ciddi farklarin anlasilabilmesi miimkiin olacaktir. Diisiik birey sayisi ile yapilan
calismada net bir sonuca varmak olduk¢a zordur. Farkli endosimbiyontlarin
birbirleriyle iligkilerinin ve popiilasyon iligkilerinin agiklanabilmesi i¢in ¢aligmalar
elzemdir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, ilerdeki ¢alismalarda zararlilarla
alternatif miicadele yontemlerine 1s1k tutacak caligmalar icin temel niteligi

tagimaktadir.
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