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Oz: Tarim ve hayvancilik agisindan risk olusturan zararlilar, dogrudan ya da dolayl olarak
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miicadelede kimyasal yontemlere alternatif stratejilerin gelistirilmesinde maternal kalitilan ireme

manipiilatorii endosimbiyotik bakterilerin tespiti onem arz etmektedir. Bu ¢alismada galeri sinegi

(yaprak madenci sinegi) (Liriomyza sp.), baklagil tohum bocegi (Bruchus sp.), domateste zarara

neden olan Lasioptera sp., sigir biti (Bovicola bovis) ve kanatli kirmizi akarinda (Dermanyssus

gallinae) endosimbiyotik Arsenophonus, Cardinium, Hamiltonella, Rickettsia, Spiroplasma ve

. . Wolbachia taramasi gergeklestirilmistir. Taramalar sonucunda bu zararlilarda endosimbiyotik
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Screening of Maternally Inherited Bacteria in Various Agricultural and Livestock Pests

Abstract: Pests that pose a risk in terms of agriculture and livestock cause economic losses
directly or indirectly. However, some pests are also vectors of various diseases that threaten the
health of living things, especially of humans. Therefore, the detection of maternally inherited
reproductive manipulator endosymbiotic bacteria is important in the development of alternative
strategies to chemical methods in the fight against pests. In this study, the endosymbiotic
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GiRiS tarlada baglar, {riinlerin depolanmasi sirasinda da devam
eder (Srivastava ve Subramanian, 2016). Hayvanlarda ise
Diinyada en yaygin canli grubu olan bdcekler, genel olarak hematofag beslenme rejimleri dolayisiyla
bitki, hayvan ve insanlar1 dogrudan veya dolayli yollarla zararlilar  kansizllk basta olmak {izere bircok
etkiler (Parrella, 1987; Otter vd., 2003; George vd., 2015; komplikasyona neden olur. Bununla birlikte zararlilar
Foba vd., 2016; Inci vd., 2016; Madhav vd., 2020; Monica bitkilerde ve hayvanlarda c¢esitli hastaliklarin da (viral,
vd., 2021). Fitofag zararlilar vejetatif yapilarda oldugu gibi fungal, bakteriyel, protozoon) vektoridiir (Parrella, 1987;

tohum gibi generatif yapilarda da zarara neden Inci vd., 2016; Madhav vd., 2020).

olabilmektedir. Dolayisiyla bazi bdcek tiirlerinin zarari
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Galeri  sinegi, Liriomyza sp. (Dipter;
Agromyzidae), kozmopolit bir yayilisa sahiptir ve
domates, biber, fasulye, kabak, sogan gibi bir¢ok bitkiyi
konak olarak kullanan polifag bir zararlidir. Erginleri
yapraklardan bitki 6z suyu ile beslenirken, larvalar
yapraklarin iki zari arasindaki etli kisim ile beslenerek
zarara neden olur. Zarar goren yapraklar nedeniyle bitkide
gelisme yavaglar, lirlinde verim ve kalite kaybina neden
olur. Jenerasyon siiresi ve siireci sicakliga bagli olarak
degistiginden insidansi ve dolayisiyla zarar seviyesi
artmakla birlikte c¢esitli viral hastaliklarinda vektorii
durumundadirlar (Parrella, 1987; Foba vd., 2016; Sadiq &
Mahdi, 2019; Monica vd., 2021). Baklagil tohum
bocekleri, Bruchus sp.  (Coleoptera; Bruchidae),
kozmopolit bir yayilisa sahiptirler ve baklagillerdeki
hasarin 6nemli bir kismindan (20%) bocekler sorumludur
(Deutsch vd., 2018). Asil zarar tohumlara birakilan
yumurtadan ¢ikan larvalar nedeniyle olur. Tohumla
beslenen larvalar hem {iriiniin kalite ve besin degerini
diistiriir hem de ¢imlenme yetenegine etki eder (Nikolova
& Georgieva, 2015). Tiirkiye’de 6zellikle domateste tespit
edilen Lasioptera sp. bitkinin meyve ve govdesinde zarara
neden olmaktadir. Ozellikle gévdedeki hasari seralarda
goriilmektedir. Ergin, gévdede koltuk alinan yerlerde
agilan yaralara yumurta birakmakta, yumurtadan g¢ikan
larvalar iletim demetlerinde galeriler agarak beslenmekte,
bitkinin zayiflamasina neden olmaktadir (Anonim, 2013;
Topakc1 & Yiikselbaba, 2016; Biiyilikoztirk, vd., 2016).
Kanatli kirmizi akari (gece biti, tavuk akar1), Dermanyssus
gallinae (Acarida; Dermanyssidae), olarak bilinen zararh
ise kozmopolit bir yayilisa sahip olup &zellikle kiimes
hayvanlarinda goriilmekle Dbirlikte insan ve diger
memelilerde de etkili olan bir ektoparazittir. Genelde
geceleri aktif olan bu zararlimin biyolojik aktivitesi,
beslenmeyi takiben yaklagik 6 ay kadar devam eder.
Bununla birlikte uygun kosullar altinda ¢ok hizli (yaklasik
1 haftada) ergin hale gelebilir. Dolayisiyla miicadelesi
oldukg¢a zorludur. Konagindan kan emerek beslenen bu
zararli, kanatlilarda anemiye ve hatta Oliime neden
olmaktadir. Ayrica gesitli bakteriyel ve viral hastaliklarin
potansiyel vektoriidiir (Moro vd., 2009; George vd., 2015;
Konyali & Savas, 2016). Biiyiikbas besi hayvanlarinda
goriilen ve  kozmopolit bir yayilis  gosteren
ektoparazitlerden olan Bovicola bovis, genel olarak
partenogenetik (bazen erkekleri de goriilen) bir tiirdiir
(Durden, 2019). Hayvanlarda bitler deri hasar1 nedeniyle
kalitesiz postlarin elde edilmesine (Coles vd., 2003), bazi
bitlerin istilast sonucu ise stres nedeniyle kilo kayiplarina
neden olur ve siit verimine olumsuz etki eder (Otter vd.,
2003).

Son yillilarda tarim ve hayvancilikta zararlilar ile
miicadelede kimyasal yontemlere alternatif, doga dostu ve
stirdiiriilebilir biyoteknolojik ydntemlerin gelistirilmesi
icin  c¢alismalar  yapilmaktadir. Bu  kapsamda
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eklembacaklilardaki simbiyotik iliski incelenmektedir.
Ozellikle de biitin eklembacaklilarm % 40-60’1nda
bulunan maternal kalitilan endosimbiyontlar (Brelsfoard &
Dobson, 2009; Zug & Hammerstein, 2012) {izerinde
durulmaktadir. Bu endosimbiyontlarin en iyi bilinenleri
Arsenophonus, Cardinium, Hamiltonella, Rickettsia,
Spiroplasma ve Wolbachia’dir. Bu bakteriler tiir i¢inde
dikey ve taksonlar arasinda yatay olarak aktarilirlar. Gen
transferinde rol oynamalar1 nedeniyle ozellikle genetik
cesitlilige de katkida bulunurlar (Duron, 2013; Chrostek
vd.,2017). Bununla birlikte konaklarmin savunma ve
beslenmesinde gérev alirlar. Ayrica viriilens ve patojenik
faktorlerin bulagmasinda da etkileri bulunmaktadir. Diger
yandan bu bakteriler konaklarinda erkek oldiiriiciiliik,
partenogenezisi  tesvik,
feminizisayonu tesvik seklinde fenotipe etki ederler
(Duron vd., 2008; Bourtzis, 2008; Brelsfoard & Dobson,
2009; Duron, 2013). Konaklarindaki etkileri nedeniyle
ozellikle de tibbi ve tarimsal zararli tiirlerde
endosimbiyotik bakteri kompozisyonun belirlenmesi hem
biyolojik cesitlilik hem de zararlilara karsi alternatif
miicadele stratejilerinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir
(Bourtzis, 2008; Hancock vd., 2011; Madhav vd., 2020).
Bu kapsamda fakli cografyalarda ve eklembacaklilarda
endosimbiyotik bakterilere yoOnelik tarama ve tespit
caligmalar1 gerceklestirilmektedir (Duron vd., 2008;
Asimakis vd., 2019; Ipekdal & Kaya, 2020). Ancak cografi
konumu ve iklim yapist dolayisiyla zengin biyolojik
cesitlilige sahip Tiirkiye’de endosimbiyotik bakterilere
iligkin veriler sinirlidir. Bu ¢aligsmada bitki ve hayvanlarda
zarara ve ekonomik kayiplara neden olan bes taksonda
galeri sinegi, baklagil tohum bocegi, domateste zarar neden
olan Lasioptera sp., sigir biti ve kanatli kirmizi akarinda
endosimbiyotik bakteri taranmasi hedeflenmistir.

sitoplazmik uyumsuzluk ve

MATERYAL VE METOD

Zararli  Ornekleri: Cahismalar  kapsaminda
endosimbiyotik bakteri florasi taranan zararlilar Kirsehir
ve Antalya’dan toplanmus, detaylar1 Tablo 1°de verilmistir.
Galeri sinegi (yaprak madenci sinegi), galeri tespit edilen
yapraklardan elde edilmistir. Bunun igin yapraklar
kavanoza alinmig, uygun kosullarda (24°C ve %60 nispi
nem) muhafaza edilmis ve elde edilen ergin ¢alismalarda
kullanilmistir. Baklagil tohum bocegi tohumluk olarak
ayrilan bezelyeden elde edilmistir. Lasioptera sp.
orneklemi serada lretimi gergeklestirilen domates
govdelerinden yapilmistir. Kanath kirmuzi akari ahsap
tavuk tiineklerinden alinmustir. Sig1r biti ise inek tiiylerinin
diseksiyon mikroskobunda incelenmesi ile elde edilmistir.
Biitiin 6rnekler % 70 alkol ile 30 saniye sterilize edilmis,
steril distile su ile yikanmig ve kullanilana kadar alkolde -
20 ° C'de muhafaza edilmistir. Galeri sinegi, baklagil
tohum bdcegi ve Lasioptera sp.’nin teshisi karakteristik
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ozellikleri dogrultusunda (Anonim, 2013; Thomas &
Goolsby 2015; FAO, 2016; Kingsolver vd., 2017)
diseksiyon mikroskobu kullanilarak yapilmistir. Kanatl
kirmizi akar1 ve sigir bitinin tanimlamasi ise molekiiler
yontemlerle yapilmistir. Bunun i¢in Folmer vd.,(1994)
tarafindan Onerilen mitokondriyel sitokrom ¢ oksidaz
subunit I (COI) bolgesini amplifiye eden primerler
(LCO1490-F ve HC0O2198-R) (Tablo 2) kullanilmustir.

Tablo 1. Maternal kalitilan bakteri taramasi yapilan zararlilar ve
orneklem bilgileri (n: birey sayist).

Table 1. Maternally inherited bacteria screened pests and sample
information (n: number of individuals).

Lokasyon Tarih Koordinatlar Konak Zararh (n)
Hiziragil, Agustos, 39.64242 P
Kirschir 2018 34.93540 Fasulye Galeri sinegi (15)
Degirmendere, Temmuz, 39.85173 Bezelve Baklagil tohum
Kirgehir 2019 34.44778 Y bocegi (8)
Kumluca, Agustos, 36.22397 Lasioptera  sp.
Antalya 2021 30.16131 Domates (20)
Degirmendere, Agustos, 39.85173 Tavuk Kanath  kirmizi
Kirgehir 2020 34.44778 akari (10)

Ozbag, Haziran, 39.13439 N L
Kirsehir 2021 34.08409 Sigir Sigr biti (14)

Total DNA izolasyonu, PCR ve Dizi analizi:
Zararli bocekler ile endosimbiyotik bakteri tarama ve
tanimlanmasi icin total DNA izolasyonu CTAB yo6ntemi
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(Doyle & Doyle, 1990) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Her bir bireyden elde edilen total DNA spesifik primerler
ile amplifiye edilmistir. Arsenophonus, Cardinium,
Hamiltonella, Rickettisa, Spiroplasma ve Wolbachia
teshisinde kullanilan primerler ve 6zellikleri Tablo 2'de
verilmistir. PCR amplifikasyonlar1 ipekdal & Kaya (2020)
tarafindan Onerilen sekilde 20 pl’lik reaksiyon ortaminda
gergeklestirilmistir. Reaksiyonlar sonucunda elde edilen
PCR iriinleri (5 pl), negatif ve pozitif kontrollerle % 1
agaroz jelde yiiritilmistir. Agaroz jeller UV
Transilluminatorde (ThermoScientific) goriintiilenmistir.
Pozitif kontrol ile ayn1 pozisyonda elektroforetik bantlarin

durumuna goére endosimbiyotik bakterileri varligi
incelenmistir.
Elde edilen PCR iriinlerinin ¢ift yonli

(ileri/forward ve geri/reverse) sekanslamasi, Macrogen
Inc., Hollanda tarafindan gergeklestirilmistir. Elde edilen
cift yonlii sekans verilerinden BioEdit (Hall, 1999) Clustal
W 2.0 algoritmasi (Thompson vd., 1994) kullanarak
konsensiis dizileri olusturulmustur. Konsensiis dizileri
NCBI veri tabanlarinda BLAST (Altschul vd., 1990)
edilerek tanimlamalar1 yapilmustir.

Tablo 2. Arsenophonus, Cardinium, Hamiltonella, Rickettisa, Spiroplasma ve Wolbachia endosimbiyontlarinin taranmasinda ve zararli

teshisinde kullanilan primerler ve 6zellikleri.

Table 2. Primers used for screening and pest diagnosis of Arsenophonus, Cardinium, Hamiltonella, Rickettisa, Spiroplasma and Wolbachia

endosymbionts and their properties.

Primer Dizi (5>-3°) Hedef cins ve gen bolgesi PCR iiriinii (bp) Annealing (°C) _ Referans

hccglzig%; ?ﬁ;iéﬁ.:é‘:g (;r gﬁgﬁé@fﬁ;ﬁg‘éi Cytochrome c oxidase | subunit (COI) 710 52 Folmer vd.,(1994)

MeR2  GTAGCCCTROTCOTAAGGGCC M S TRNA 00 2 Duonvi. 000

CorcoseTeTamTaeoTs e 5 wewn

e ToRoTAMCTOTCOARTCTC 5 zoran e mow 2

B SCocHteece o, 5 e

'?'iES-R ?ﬁg;’éggggﬁTcéTAggffAMC ngsc’f;f,f‘rf 450 55 Fukatsu ve Nikoh (2000); Mateos vd.,(2006)

T TR bk 5 e
BULGULAR ve TARTISMA

Kanatli kirmizi akar1 ve sigir bitlerinden elde
edilen PCR iiriinlerinin ¢ift yonlii sekans konsensiis dizileri
GenBank veri tabanindaki BLAST taramalar1 sonucunda;
%100°Tiik benzerlikle, Dermanyssus gallinae
(MWO044618) (Sekil 1a) ve Bovicola bovis (MH001191)
(Sekil 1b) olarak tanimlanmistir (Sekil 1). Diger yandan
galeri sinegi Liriomyza sp. (Sekil lc), baklagil tohum
bocegi Bruchus sp. (Sekil 1d) ve domatesten elde edilen
Lasioptera sp. (Sekil le) ise morfolojik Ozellikleri
dogrultusunda cins diizeyinde tanimlanmustir.
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c d e

Sekil 1. Endosimbiyotik bakteri taramasi yapilan bitkisel ve
hayvansal zararlilar. a. Kanath kirmizi akari Dermanyssus
gallinae, b. sigir biti Bovicola bovis, c. galeri sinegi Liriomyza
sp., d. baklagil tohum bécegi Bruchus sp., e. domates zararlist
Lasioptera sp.

Figure 1. Plant and animal pests screened for endosymbiotic
bacteria. a. Winged red mite Dermanyssus gallinae, b. cattle louse
Bovicola bovis, c. gallery fly Liriomyza sp., d. legume beetle
Bruchus sp., e. tomato pest Lasioptera sp.
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Bu zararlilarda maternal olarak kalitilan iireme
manipiilatdrii endosimbiyotik bakteriler spesifik primerler
ile taranmigtir. Taramalar sonucunda D. gallinae, B. bovis,
Liriomyza sp., Bruchus sp. ve Lasioptera sp.’de
endosimbiyotik Arsenophonus, Cardinium, Hamiltonella,
Rickettisa, Spiroplasma ve Wolbachia bakterilerinin
bulunmadigi goriilmiistiir. Zarara ve dolayisiyla ekonomik
kayiplara neden olan bu zararlilarda iireme manipiilatorii
endosimbiyotik bakterilere yonelik elde edilen bu sonuglar
Tiirkiye’den ilk veri durumundadir.

Maternal olarak kalitilan bu endosimbiyotik
bakteriler 6zellikle son yillarda potansiyelleri nedeniyle
bir¢ok zararlida taranmaktadir (Bourtzis, 2008; Hancock
vd., 2011; Asimakis vd., 2019; Madhav vd., 2020; ipekdal
& Kaya, 2020; Xu vd., 2021). Nitekim zararlilar tarim ve
hayvancilik agisindan birer risk kaynagidir ve bunlarla
miicadelede kimyasal yOntemlere alternatif yeni
stratejilerin  gelistirilmesi igin iireme manipiilatorii
bakteriler, yenilik¢i bir arag olarak degerlendirilmektedir
(Madhav vd., 2020). Ancak bu bakterilere iligkin bazi
zararl tiirlerinde heniiz bir veri bulunmazken, bazilarinda
ise Ozellikle en iyi bilinen Wolbachia bakterisine iligskin
bildirimler yapilmistir (Kondo vd., 2011; Tagami vd.,
2006; Parish vd., 2017; Xu vd., 2021). Baklagil tohum
bocegi (Bruchus sp.), sigir biti (B. bovis) ve domateste
zarara neden olan Lasioptera sp.’de maternal kalitilan
bakterilere yonelik, bilindigi kadariyla, herhangi bir veri
bulunmamaktadir. Her ne kadar daha 6nce Bruchidae iiyesi
adzuki fasulyesinde zarara neden olan Callosobruchus
chinensis’te Wolbachia enfeksiyonu bildirilmigse de (Ijichi
et al., 2002) bu ¢aligmada Bruchus sp.’de endosimbiyotik
bakteri enfeksiyonlarmmin bulunmadigi belirlenmistir.
Tirkiye’de ilk olarak 2016 yilinda domateste tespit edilen
(Topaker &Yiikselbaba, 2016; Biiyiikoztiirk, vd., 2016) ve
ekonomik kayiplara neden oldugu i¢in miicadelesine
yonelik smirli sayida ¢aligma bulunan Lasioptera sp.
(Doganlar vd., 2011; Biiyiikoztiirk vd., 2020) hakkinda ¢ok
az veri bulunmaktadir. Bununla birlikte baz1 Lasioptera sp.
iyelerinin zararl1 ve/veya istenmeyen bitki tiirlerinin
kontrolii i¢in kullanilabilecegi rapor edilmistir (Thomas &
Goolsby, 2015). Dolayisiyla hem zarari hem de biyolojik
miicadele ajani olarak degerlendirilen Lasioptera sp.’de
bilindigi kadariyla ilk kez bu ¢aligmada maternal kalitilan
bakteri kompozisyonu incelenmistir ve bu
endosimyontlarin  bulunmadigi  belirlenmistir. Diger
yandan Liriomyza sp. tirlerinde (L. huidobrensis, L.
chinensis, L. bryoniae, L. brassicae, L. sativae, L.
chenopodii, P. plantaginis, L. trifolii, ) ise Wolbachia
bulundugu rapor edilmistir (Tagami vd., 2006; Xu vd.,
2021). Bununla birlikte bazi Liriomyza sp. tiirlerinde
Wolbachia frekansinin popiilasyonlar arasinda farklilik
gostermektedir (Xu vd., 2021). Bunun bir gostergesi olarak
degerlendirilebilecek sekilde L. sativae’de Wolbachia
enfeksiyonunun bulunmadigi da bildirilmistir (Parish vd.,
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2017; Xu vd., 2021). Benzer sekilde bu ¢aligmada taranan
Liriomyza sp.’lerde Wolbachia bulunmamaktadir. Diger
taraftan D. gallinae’de Cardinium (De Luna vd., 2009;
Hubert vd., 2017), Spiroplasma (De Luna vd., 2009),
Rickettsia (Hubert vd., 2017) ve Wolbachia (Hubert vd.,
2017) bildirilmistir. Buna karsin D. gallinae’de Wolbachia
bulunmadigini rapor eden galismalar da (De Luna vd.,
2009) mevcuttur. Her ne kadar elde edilen sonuglar 6nceki
calismalarla uyumlu olsa da, bu zararlilarda maternal
kalitilan endosimbiyotik bakterilere yonelik daha fazla
calismaya ve veriye ihtiyag vardir. Oyle ki, iireme
manipiilatorii endosimbiyotik bakterilerin iklim, cografya
ve konak yayilisindaki farkliliklar gibi nedenler dolayisiyla
ayn1  tirlin  farkli  popiilasyonlarindaki  prevalansi
degiskenlik gosterebilmektedir (Pollet vd., 2020; Xu vd.,
2021).

Sonug¢ olarak, burada sunulan verilerin zararl
yayilist ve risklerine karsi stratejilerin gelistirilmesine
katki sunacag diisiiniilmektedir. Ozellikle artan niifus ve
kiiresel 1sinma kaynakli kuraklik tehdidi nedeniyle azalan
bitkisel ve hayvansal iiriinleri, zararlilara karsi koruma
giiniimiiziin en onemli sorunlarindandir. Ancak gerek
cografi konumu gerekse iklim kosullart nedeniyle dinamik
ve zengin bir biyolojik cesitlilige sahip Anadolu’da,
endosimbiyotik bakterilere yonelik daha genis drnekleme
sahalarinda gerceklestirilecek ¢aligmalara ihtiyag vardir.

TESEKKUR

Bu calismada sunulan Lasioptera sp.’ye iliskin
veriler Ahi Evran Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimince desteklenen MMF.A4.20.009
numarali projeden elde edilmistir.
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