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Bacterias are the most important members of insect microbial flora. These microorganisms create
important food for insects, contribute to nutrient digestion, synthesize useful vitamins and enzymes,
bind nitrogen, provide resistance to insecticides, produce pheromones and contribute to insect life in
order to compete with insect pathogens; also there are pathogenic bacteria which kill, pacify and
control them. More effective, new and environmentally-conscious methods are required to control
the pests. First of all, after determining the endosymbiont bacteria composition of pest insects in our
country, new control strategies can be made possible to do experiments by considering the
characteristics of these bacteria species. Therefore, 10 populations of C. ferrugineus were collected
from cereal storages in Adana, Konya, I1zmir, Samsun, and Istanbul provinces in order to investigate
the presence of secondary endosymbionts in Cryptolestes ferrugineus. Presence of Wolbachia,
Rickettsia and Spiroplasma as endosymbiont microorganisms have been determined by applying
synthetic primers and PCR method for the first time in our country. Totally, there were 10
populations and three of them have Wolbachia, six of them have Rickettsia and one of them has
Spiroplasma. Seven of the total population in Turkey (%70) were found to be infected with at least
one endosymbiont. This study is also the first study in the world that show that C. ferrugineus is
infected with endosymbionts Wolbachia, Rickettsia and Spiroplasma.
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Kiiciik Kirma Biti Cryptolestes ferrugineus (L.) Popiilasyonlarinda
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Bocek mikrobiyal florasinin en dnemli iiyelerini bakteriler olusturmaktadir. Bu mikroorganizmalar
bdcekler i¢in uygun gida olugturmak, besin sindirimine katkida bulunmak, faydali vitamin ve enzim
sentezlemek, azot baglamak, insektisitlere diren¢ saglamak, feromon iiretmek ve bocek patojenleri
ile rekabet etmek amaciyla boceklerin yasamina 6nemli katkilar saglamalar1 yaninda bocekleri
6ldiiren, hastalandiran ve kontrol eden bakteriler de bulunmaktadir. Zararlilar ile miicadelede yeni,
cevreye duyarli ve daha etkili miicadele yontemleri gerekmektedir. Oncelikle iilkemizde bulunan
zararlt bocek tiirlerinin, endosimbiyont bakteri kompozisyonlar: belirlendikten sonra yapilacak
deneyler i¢in yeni bir miicadele stratejisini mimkiin kilabilir. Buradan hareketle iilkemiz
depolarinda yaygin olarak bulunan sekonder zararli, Kiigitk Kirma Biti Cryptolestes ferrugineus’
(L.) biinyesindeki endosimbiyont varliginim arastiriimasi amaciyla Adana, Konya, {zmir, Samsun ve
Istanbul illerindeki hububat depolarindan 10 adet C. ferrugineus popiilasyonu toplanmustir. Séz
konusu bocek tiirinde {iilkemizde ilk kez endosimbiyont mikroorganizmalardan Wolbachia,
Rickettsia ve Spiroplasma varliklari, sentetik primerler ve PCR metodu uygulanarak belirlenmistir.
Toplam 10 popiilasyondan {iciinde Wolbachia, altisinda Rickettsia ve bir popiilasyonda ise
Spiroplasma belirlenmistir. Tirkiye genelinde 10 popiilasyondan yedisinin (%70) bir
endosimbiyontla bulagik oldugu goriilmistir. Bu ¢alisma, C. ferrugineus’un endosimbiyontlar
Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma ile enfekteli oldugunu gosteren diinyadaki ilk ¢alisma
ozelligini tagimaktadir.
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Giris

Ulkemizde goriilen dort mevsimin etkisi dogrultusunda
olusan iklim &zellikleri ve liretim g¢esitliligi cok sayida iiriin
zararlisinin olusumu ile karsimiza ¢ikmaktadir. Tiim bu
zararlilar depolanmis {iriinlerde hem dogrudan hem de
dolayli olarak bircok alanda =zarar vermektedir.
Karsilastigimiz zararlar ise tirtinde hedeflenen verimin elde
edilememesi, tohum 6zelliginin etkisini yitirmesi, tirtinde
agirlik kaybi yasanmasi ve besin degerlerinin azalmasi
seklinde kayiplar yasanmasina neden olmaktadir (Boxall,
2001). Uriinler iizerinde olusan tiim bu olumsuz etkilerin
ortadan kalkmasi i¢in Oncelikli olan sey zararli bocek
popiilasyonlarinin kontrol altina alinmasidir.

Kigiik kirma biti (Cryptolestes ferrugineus L.),
erginleri yumurtalarini tanenin igine birakarak depolanmis
hububatin ~ embriyo ve  endospermlerine  zarar
vermektedirler. Yogun bulagma durumlarinda ise olgun
larva, pupa olmadan &nce g¢evresindeki gida maddelerini
salgiladigi maddelerle viicuduna yapistirarak kendisine
pupa olusumu i¢in ortam olustururken hububatta 1sinma ve
bozulmalara neden olmaktadir. Bununla birlikte un, kepek,
kakao, baharat, kahve, biskiivi, bulgur ve makarna gibi
islenmis un mamullerinde ise beslenme ve salgilart
nedeniyle zarar vermektedir. Vermis oldugu zararlar
tirtinlerde agirlik kaybi, besin degerinin diismesi ve
bozulma gibi ekonomik degerin azalmasina etki etmektedir
(Zawalska ve ark., 2016).

Bocek mikrobiyal florasinin en o6nemli {yelerini
bakteriler olusturmaktadir. Bu  mikroorganizmalar
boceklerde besin sindirimine yardimci olma, faydal
enzimler iiretme, vitaminleri sentezleme, insektisitlere
diren¢ kazanma, azot baglama, feromon iiretme ve bdcek
patojenleri ile rekabet etme suretiyle boceklerin yagamina
onemli katkilar saglamaktadirlar. Fakat biitiin bu faydali
etkilerinin yaninda bdcekleri oldiiren, hastalandiran ve
kontrol eden bakteriler de yer almaktadir (Stouthamer ve
ark., 1999). Ozellikle tarimsal tiriinlerde zararli olan
boceklerin endosimbiyontlar ile kurduklari iligkinin tam
olarak aydinlatilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir. Ciinkil
zararlilar ile miicadelede yeni, ¢evreye duyarli ve daha
etkili ~yoOntemlere ihtiyag duyulmaktadir. Yapilan
calismalarda ayni tiir bocegin farkli bolge veya iilke
popiilasyonlarinda, endosimbiyont komposizyonu farklilik
gosterebilmektedir. Depolanmis {iriin zararlis1 olan bdcek
tirlerinde  endosimbiyotik  bakteri kompozisyonlari
incelendiginde basta Wolbachia olmak iizere Rickettsia ve

Spiroplasma varligi belirlenmistir (Giindiiz ve Douglas,
2009).

Wolbachia arthropodlarin %80’ine yakin bir kisminda
disilesme (feminizasyon), erkek bireylerin &liimi,
sitoplazmik uyusmazlik ve partenogenik bireylerde
telytokinin artig1 gibi bir takim tireme farkliliklarina yol
acarak popiilasyon yogunlugunun azalmasina sebep
olmaktadir (Breeuwer ve ark., 1992; Stouthamer ve ark.,
1999). Rickettsia daha ¢ok Diptera takiminda bulunmakla
birlikte bircok farkli konukg¢u degistirme o&zelligine
sahiptir. Ayrica boceklerin bakteriomlari, yumurtaliklari,
testisleri ve tiikriikk bezlerinde lokalize olduklarini
belirlemiglerdir. Fluger ve ark., (2012), yaptiklan
calismada enfekteli bir bdcegin beslenmesi sirasinda
Rickettsia’nin bitkiye transfer oldugu ve floem iginde
hareket edip aymi bitkiden beslenen baska bir bocege
aktarildig1 gozlemlenmistir. Spiroplasma ise spiral sekilli
hiicre duvar1 olmayan hiicrelerden olugmaktadir. Sarmal
yapida haraketli ve gram-pozitif bir bakteri tiriidiir.
Spiroplasma endoseliiler ve ekstraseliiler olarak c¢esitli
bocek tiirleri ile etkilesime girer. Depo zararlist boceklerin
bagirsaginda veya hemolimfinde bulunurlar. Wolbachia
gibi hem ¢esitli konukcu degistirme gibi 6zelliklere sahip
hem de boceklerde anneden yavruya aktarilirlar (Martin ve
ark., 2013).

Son 15 yilda  endosimbiyont  bakterilerin
konukgularinda meydana getirdikleri yagsamsal olaylarin
aciga ¢ikarilmasiyla birlikte bu bakterilerin tan1 ve
karakterizasyon c¢aligmalarinda artis meydana gelmistir.
Ozellikle, sekonder simbiyont olan bakterilerin bu nemli
ozelliklerinden faydalanarak yeni, ¢evreye duyarli ve daha
etkili zararli bdcek miicadelesi yapilabilir. Ancak,
Oncelikle tilkemizde bulunan zararli bocek tiirlerinin, nasil
bir endosimbiyont bakteri komposizyonuna sahip oldugu
belirlendikten sonra; bu bakteri tirlerinin 6zellikleri gz
onlinde bulundurularak, yapilacak deneyler yeni bir
miicadele stratejisini miimkiin kilabilir.

Materyal ve Yontem

Ulkemizde Akdeniz, Ege, Marmara ve Ic Anadolu
Bolgeleri'nden Adana, istanbul, izmir, Konya ve Samsun
illerinde bulunan 10 farkli hububat deposundan 6rnekler
toplanmustir (Cizelge 1).

Cizelge 1 Cryptolestes ferrugineus L. popiilasyonlarinin toplandigi lokasyonlar

Table 1 Locations of Cryptolestes ferrugineus L. populations

Popiilasyon Toplandig1 yer / Depo Tipi Koordinat

Adana K2 Ceyhan TMO N37°1'7.082" E5°48'30.157"
Samsun 11 Merkez TMO N41°18'8.844" E36°19'56.73'
Samsun 12 Canik Ozel Ulusoy Un N41°16'46.931" E36°20'9.84"
Samsun 15 Bafra Ozel Bereket Un N41°36°30.089" E35°39'0.409"
Konya E4 Alibeyhoyugi Ciftci Depo N37°31'57.148" E32°39'42.659"
Konya 10 Ilgin TMO N38°17'25.004" E31°54'30.704"
Konya E12 Yunak TMO N38°48'36.018" E31°43'55.437"
[zmir A3 Merkez Ozel Ege Un N38°25'35.116" E27°9'27.316"
[zmir A6 Isikkent TMO N38°2626.551" E27°9'6.027"
Istanbul R1 Biiylikcekmece Ozel Eris Un N41°4'13.427" E30°9'31.499"
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Uygun besin ortami ve kosullar saglanarak bireyler
laboratuvara getirilmistir. Her popiilasyondan alt1 adet
ergin birey rastgele segilerek -80°C’de DNA’lart zarar
gormeyecek sekilde toplam 60 birey muhafazaya
alinmigtir. Bu bireylerin DNA ekstraksiyonlar1 ticari kit
protokoliine uyularak yapilmistir. Ekstraksiyondan sonra
elde edilen DNA’lar kalite ve miktar analizine (Nanodrop)
tabii tutulmus olup bdcek tiiriiniin olduk¢a kiiciik bir
yapida olmasi nedeniyle yaklagik olarak 1,7 ile 1,9 arasinda
degerler belirlenmistir. Calismada Kademeli sicaklik
diigiirme pcr (touchdown per protokolil) kullanilmigtir
(Cizelge 2).

Literatiir taramast sonucunda en yaygin goriilen
Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma endosimbiyont
bakterilerinin  primer dizileri incelenip uygun olan
primerler HPLC saflikta sentezlettirilmistir (Cizelge 3).
HPLC saflikta kurutulmus olarak gonderilen primerler
100uM stok haline getirilmek i¢in belirtilen miktarda (508-
675uL) nuclease-free water ile ¢ozdiirilmistiir.
Cozdirilen primerler -20°C’de muhafazaya alimmistir.
PCR uygulamas: i¢in kullanilan protokol Cizelge 4’te
verilmistir.

Sonu¢ ve Tartisma
Tiirkiye’de farkli bolgelerden toplanmis ve fosfin

direng durumlar1 bilinen toplam 10 farkli C. ferrugineus
popiilasyonunun her birinden alt1 ergin bireyin analizi

sonucunda Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma
enfeksiyonlari belirlenmistir. C. ferrugineus
popiilasyonlarindaki endosimbiyontlarin bulunma

durumlart Cizelge 5’te gosterilmistir.

Samsun popiilasyonlarmda toplam 18 bireyde 3 adet
Wolbachia, 2 adet Rickettsia ve 1 adet Spiroplasma; Konya
popiilasyonlarinda toplam 18 bireyde 1 adet Wolbachia ve
4 adet Rickettsia; Istanbul popiilasyonunda 6 bireyde 1 adet
Rickettsia enfeksiyonu belirlenmisken Adana ve Izmir
popiilasyonlarinda ise sozii gecen endosimbiyontlara
rastlanamamigtir. Elde edilen verilere gore 10 farkli
popiilasyondan  {i¢  popiilasyonda  Wolbachia, 6
popiilasyonda Rickettsia ve 1 popiilasyonda Spiroplasma
belirlenmistir.

Tiirkiye genelinde 10 adet C. ferrugineus
popiilasyonundan  yedisinde (%70) en az bir
endosimbiyont bulagmast tespit edilmistir. Toplam

popiilasyondaki enfeksiyon oranlar1 Wolbachia i¢in %6,7,
Rickettsia igin %11,7 ve Spiroplasma igin ise sadece %1,6
olarak belirlenmistir.

Gilinlimiize kadar depo zararlilar1 ve endosimbiyont
bakteriler arasindaki iliski arastirilmis olsa da C.
ferrugineus biinyesinde herhangi bir endosimbiyont
bakteriye rastlanamanugtir. Li, ve ark. (2015),
Wolbachia’nin konukgunun {iremesini ve biyolojisini
etkileyebildiginden zararli bocek popiilasyonlarini kontrol
etmek i¢in igerisinde C. ferrugineus (Kanada), C. turcicus
(Kanada) ve C. pusillus (USA) tiirlerinin de bulundugu 38
farkli tiirde (16 tlkeden 88 farkli popiilasyon) depo
zararlisinm taramis olup Cryptolestes spp.’de Wolbachia’ya
rastlayamamuistir. Bu calismaya benzer olarak, Kageyama
ve ark., (2010) Coleoptera takimina ait 38 tiirden 59
popiilasyonda Wolbachia varligini aragtirmis olup 13
tiirden 18 popiilasyonun Wolbachia ile enfekteli oldugunu
ortaya koymustur. Ancak C. pusillus tiirlinde herhangi bir

endosimbiyonta rastlanmamistir. Yapmis oldugumuz bu
calismada ise Wolbachia, Spiroplasma ve Rickettsia’ya
rastlanmistir.

Cizelge 2 Touchdown pcr analizi i¢in cihaz ayarlamast
Table 2 Device setup for touchdown PCR analysis
Baslangi¢ denatiirasyonu: 94°C 3dk
Denatiirasyon 94°C 1dk
Baglanma 60°C 1dk (11x: -1°C) (60°C-50°C)
Uzatma 72°C 1 dk
11x
Denatiirasyon 94°C 1dk
Baglanma 55°C 1dk
Uzatma 72°C 1 dk
25X
Son uzatma 72°C 10 dk
4°C oo

Cizelge 3 Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma primer
bilgileri

Table 3 Wolbachia, Rickettsia and Spiroplasma primer
informations

Bakteri suslari Primerler
\4\’;'_2252“" P | 9TGGICCAATAAGTGAAGAAACTAGCTAS
Wolbachia R; | 5 A s AAATTAAACGCTACTOCAGCTTCTGCAGS
Tm:59°C
Rickettsia F; 5-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’
Tm:51°C
Rickettsia R: | 5. CATCCATCAGCGATAAATCTTTC 3
Tm:52°C
Spiroplasma F; 5-GCGCAGACGGTTTAACAAG-3’
Tm:51°C
Spiroplasma R; 5 - TCCGCCACTGGTGTTCCTC-3’
Tm:53°C

Cizelge 4 PCR 6rneklerinin hazirlanmasi

Table 4 Preparation of PCR samples

25ul Tag PCR Master Mix (2.5 units Tag DNA
1 | Polymerase, 1x PCR Buffer, 200uM of each dANTP,

1,5mM MgClI2)

Sul 10x Primer Mix (2uM of each primer)(2,5ul F-
2

2,5ul R)
3 | 15ul RNAse-free water

4 | 5pl Template DNA
Son hacim; 50ul

Cizelge 5 Cryptolestes ferrugineus L. popiilasyonlarinda
belirlenen endosimbiyontlar

Table 5 Endosymbionts which are
Cryptolestes ferrugineus populations
Popiilasyonlar | Wolbachia Rickettsia _Spiroplasma
Adana K2 -
Samsun 12
Samsun 11
Samsun 15
Konya E12
Konya E4
Konya E10
[zmir A3 -
[zmir A6 -
Istanbul R1 - 1 -

identified in

R N
PP RPN
1
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Bu aragtirma, C. ferrugineus’un endosimbiyontlar
Wolbachia, Spiroplasma ve Ricketsia ile enfekteli
oldugunu gosteren diinyadaki ilk calisma o6zelligini
tagimaktadir. Bu tiir ¢alismalar depolanabilir iiriinlerdeki
zararl minimuma indirmek ve zararli popiilasyonlari
iizerindeki  endosimbiyont  varligmi  belirleyerek
endosimbiyontlar araciligtyla popiilasyonu kontrol altinda
tutabilmek adina biiylik 6nem arz etmektedir.
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