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Symbiotic bacteria in eukaryotic organisms can show very different effects in the organism in which
they are host. The rapid advances in molecular biology and functional genome science studies are of
great importance especially in elucidating the relationship between insects harmful to agricultural
products and endosymbionts. One of the important pests in agricultural products is Rice weewil
Sitophilus oryzae (L.). Within the scope of this study, the presence of endosimbiont microorganisms
such as Wolbachia, Rickettsia and Spiroplasma in S. oryzae populations in Adana, Diyarbakir,
Konya, Manisa and Izmir provinces were investigated. Rickettsia was detected in five out of six
populations and the percentage of contamination was found to be 55.5% (20 out of 36 individuals
representing populations). Wolbachia was detected in four of the six populations and the percentage
of contamination was found to be 22.2% (8 of 36 individuals representing the populations).
Spiroplasma was detected in three out of six populations and the percentage of contamination was
8.3% (3 out of 36 individuals representing populations). The importance of this study is that
Spiroplasma has been determined within S. oryzae for the first time.
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Piring Biti Sitophilus oryzae (L.) Popiilasyonlarinda Endosimbiyont
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Okaryot organizmalardaki simbiyotik bakteriler konukgu organizmalarda cok degisik etkiler
gosterebilmektedirler. Molekiiler biyoloji ve fonksiyonel genom bilim ¢aligmalarindaki hizl
ilerlemeler 6zellikle tarimsal {iriinlerde zararli olan boceklerin endosimbiyontlar ile kurduklart iligkinin
tam olarak aydinlatilmasinda biiyiik 6nem arz etmektedir. Tarimsal {iriinlerdeki 6nemli zararlilardan
birisi de Piring biti Sitophilus oryzae (L.)’dir. Caligma kapsaminda Adana, Diyarbakir, Konya, Manisa
ve Izmir illerinden S. oryzae popiilasyonlarmda endosimbiont mikroorganizmalardan Wolbachia,
Rickettsia ve Spiroplasma varliklar1 incelenmistir. Rickettsia alti popiilasyonun beginde saptanmig
ve enfeksiyon yiizdesinin %55,5 oldugu (popiilasyonlar1 temsil eden 36 bireyin 20’sinde)
belirlenmistir. Wolbachia altt popiilasyonun dordiinde saptanmis ve enfeksiyon yiizdesinin %22,2
oldugu (popiilasyonlar1 temsil eden 36 bireyin 8’inde) belirlenmistir. Spiroplasma ise alti
popiilasyodan iiciinde saptanmis olup enfeksiyon yiizdesi %8,3 olarak (popiilasyonlar: temsil eden
36 bireyin 3’tinde) belirlenmistir. Bu ¢aligmanin 6nemi, Spiroplazma’nin, ilk kez S. oryzae’da tespit
edilmis olmasidir.
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Giris

Bocekler, i¢inde yasadiklari habitatlarin ¢esitliligi,
bollugu ve tiir zenginligine yansiyan, diinyadaki en ¢esitli
ve basarili hayvan grubudurlar. Bunlardan birisi olan
Sitophilus oryzae (L.), diinyada depolanmis tahillarda
nicelik kaybina neden olan en tahrip edici haseresidir.
Ayrica gomlek kalintilari, pislikleri ve salgiladiklar1 ag
maddeleri nedeniyle, iiriinde nitelik kayiplarina ve de
yogun bulagmalarda {irliniin kiiflenmesine, kizismasina ve
kokusmasina neden olurlar (Zawalska ve ark., 2016).

Simbiyont bakteriler ise ¢ok hiicreli canlilar1 kolaylikla
isgal edip birlikte yasama yetenegi gelistirebilmektedirler
(Ratzka wve ark. 2012). Bakteriyel endosimbiyontlarin
boceklerde beslenmenin iyilestirmesi (Zientz ve ark., 2004),
termal tolerans (Dunbar ve ark., 2007) veya artmig
patojen/parazitoit direnci (Kaltenpoth, 2009) gibi ¢esitli saglik
avantajlan sagladigi gosterilmistir. Chen ve ark. (2012)’ne
gore oosit tiretimi igin Wolbachia gereklidir. Heddi ve ark.
(2001) Wolbachia’min S. oryzae iizerinde horizontal ve
vertikal olarak wviicut hiicreleri boyunca aktarildigi ve
konukgusunun fizyolojisini etkilemedigini ancak iiremeyi
degistirdigini belirtmistir. Vigneron ve ark. (2012) ise
simbiyotik canlilarin patojenlere karsi miicadele ederken
bocegin yasam standartlarini  diistirdiigiinic ve konuk¢u
bagisikligr tizerine yeni perspektiflerin bulundugunu ortaya
koyarak, endosimbiyontlar ve patojenler sayesinde bdcek
direncinin azaldigi miicadele ydntemlerinin artmakta
oldugunu bildirmislerdir.

Ozellikle tarimsal {iriinlerde zararli olan boceklerin
endosimbiyontlar ile kurduklari iligkinin tam olarak
aydmlatilmasi biiylik 6nem arz etmektedir. Ciinkii zararlilar
ile miicadelede yeni, ¢cevreye duyarli ve daha etkili yontemler
gerekmektedir. Yapilan ¢alismalarda ayni tiir bocegin farkl
bolge ve/veya iilke popiilasyonlarinda, endosimbiyont
komposizyonu farklilasmaktadir. Aymi tiir bocegin farkl
bolge ve/veya iilke popiilasyonlarinda, endosimbiyont
kompozisyonun farklilagtigi da bilinmektedir (Su ve ark.,
2013). Depolanmis {iriin zararhs1 tirler ile yapilan,
endosimbiyotik bakteri analizleri incelendiginde ise yaygin
olarak Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma tanist
yapilmistir (Giindiiz ve Douglas, 2009). Son 10 yilda
endosimbiyont  bakterilerin  konukcularinda  meydana
getirdikleri yasamsal olaylarin agiga ¢ikarilmasiyla birlikte bu
bakterilerin tan1 ve karakterizasyon c¢aligmalarinda artis
meydana gelmistir. Ozellikle sekonder endosimbiyont olan
bakterilerin bu onemli &zelliklerinden faydalanarak yeni,
cevreye duyarli ve daha etkili zararli bocek miicadelesi
yapilabilir. Ancak oncelikle iilkemizde bulunan zararli bocek
tiirlerinin, nasil bir endosimbiyont bakteri komposizyonuna
sahip oldugu belirlendikten sonra; bu bakteri tiirlerinin
ozellikleri g6z oniinde bulundurulmasi yeni bir miicadele
stratejisini miimkiin kilabilir.

Bu caligmada iilkemizdeki piring biti popiilasyonlarinda
endosimbiyont bakterilerden Wolbachia, Rickettsia ve
Spiroplasma mevcudiyetleri ortaya konulmusgtur.

Materyal ve Yontem

Ulkemizde Adana, Diyarbakir, Konya, Manisa
illerinden birer ve Izmir’den iki farkli popiilasyon olmak
lizere toplam alti adet S. oryzae popilasyonu elde
toplanmistir (Cizelge 1). Her bir popiilasyondan rastgele 6
tane canli ergin birey se¢ilmis ve toplam 36 bireyin DNA

ekstraksiyonu ticari kit protokoliine uyularak yapilmistir.
Touch down PCR analizi ise Cizelge 2’de goriildiigii
bicimde yapilmistir. Endosimbiyontlar1 belirlemede
kullanilan primerler ise Cizelge 3’te verilmistir.

Cizelge 1 Sitophilus
toplandig1 lokasyonlar

Table 1 Locations where Sitophilus oryzae populations are
collected

oryzae L. popiilasyonlarimin

Popiilasyon Depo
Adana - K5 TMO
Konya - E8 TMO
Diyarbakir - C4 OZEL (Ozayildizlar)
Manisa - A2 OZEL (Nur Un)
[zmir - A3 OZEL (Ege Un)
Izmir - A6 TMO

Cizelge 2 Touchdown PCR analizi i¢in cihaz ayarlamasi
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 Primer informations of Wolbachia, Rickettsia and

Spiroplasma

Bakteri Primerler

Wolbachia F S TGGTCCAATAAGTGAAGAAACTAGCTAS
Wolbachia R -AAAAATTAAACGCTACTOCAGCTTCTGCACS
Rickettsia F >-AGAGTTTGATCATGGCTCAGS
Rickettsia R [5>-CATOCATCAGCGATAAATCTTICS
Spiroplasma F  [5“GOGCAGACGGTTTAACAAGS
Spiroplasma R [5-TCOGOCACTGGTGITCCTCS

Sonuglar ve Tartisma

Bu calismada Adana, Konya, Diyarbakir, Manisa, Izmir
illerinden toplanan S. oryzae popiilasyonlarinda sekonder
endosimbiyont olan Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma
molekiiler yontemler kullamlarak taranmigtir. Tiirkiye’deki 6
farkli ildeki 6zel ve TMO hububat depolardaki S. oryzae
popiilasyonlarinda her ii¢ endosimbiyontda farkli enfeksiyon
oranlarinda oldugu tespit edilmistir.

Uzerinde galigilan Adana, Diyarbakir, Konya, Manisa ve
[zmir illerinden toplanmus alt1 adet S. oryzae popiilasyonunun
toplam 36 bireyinde Wolbachia, Rickettsia ve Spiroplasma
tiirtinden en az bir tanesinin enfeksiyon oraninmn %61 oldugu
gozlemlenmistir. Toplam enfeksiyonma oranin %22,2°sini
Wolbachia, %55,5’ini Rickettsia, %8,3’iinii Spiroplasma
olusturmaktadir. Spiroplasma enfeksiyonu S. oryzae’de ilk
defa bu calisma ile tespit edilmistir (Cizelge 4).

83



Yaman and Kogak | Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 7(sp2): 82-85, 2019

Cizelge 4 Arastirmada popiilasyonlara gore bulunan tiirler
ve sayilari
Table 4 Species and number of species found in the study

Popiilasyon | Wolbachia Rickettsia Spiroplasma
Adana - K5 0 4 0
Konya - E8 3 6 1
Diyarbakir - C4 2 4 0
Manisa - A2 0 0 1
[zmir - A3 2 2 1
Izmir - A6 1 4 0

En yiiksek enfeksiyon orani E8 popiilasyonunda tespit
edilirken, en diisik bulasma oram1 A2 popiilasyonunda
tespit edilmistir. Alt1 popiilasyonu temsil eden toplam 36
bireyin; %44,4’iinde tekli enfeksiyon saptanmig olup, tekli
enfeksiyonlarm  %87,5’ini  Rickettsia  enfeksiyonu,
%6,25’ini  Wolbachia enfeksiyonu, %6,25’ini de
Spiroplasma enfeksiyonu olusturmaktadir. Toplam 36
bireyin; %11,1’inde ikili bulas saptanmis olup ikili
enfeksiyonlarm %100’inii Wolbachia-Rickettsia ikili
enfeksiyon1  olusturmaktadir. Toplam 36  bireyin;
%b5,6’inda ise tclii (Wolbachia-Rickettsia-Spiroplasma)
enfeksiyon tespit edilmistir.

Ulkemizde yapilan  g¢ahigmalar  incelendiginde,
Tiirkmen ve Kogak (2017) Ege (Izmir, Manisa), i¢
Anadolu (Ankara, Konya), Karadeniz (Samsun),
Gilineydogu Anadolu (Diyarbakir, Sanlurfa) ve Akdeniz
(Adana) bolgeleri olmak ftizere 12 farkli S. oryzae
popiilasyonunda Wolbachia enfeksiyonunun  %98,3
oldugunu bildirmistir. Tungbilek ve ark. (2015), Antalya
popiilasyonlar1 olan S. granarius, S. zeamais ve parazitoit
Lariophagus distinguendus i¢in, simbiyont olarak yagayan
Wolbachia enfeksiyonunu taramis ve S. granarius’un tiim
bireylerinde Wolbachia ve Arsenophonus enfeksiyonunu
belirlenmis, parazitoit L. distinguendus’ta ise Wolbachia
ve Spiroplasma enfeksiyonunu belirlemistir. Bu sebeple S.
granarius ile parazitoit L. distinguendus arasimndaki
iliskinin arastirilmasi1 gerektigini bildirmistir. S. zeamais

orneginde ise higbir enfeksiyon belirlenmedigini
bildirmisglerdir.
S. oryzae popiilasyonlarinda Wolbachia birgok

calismada belirlenmis ve gesitli yonleri ile ele alinmistir.
Werren ve ark., (1995)’de yapmis olduklar1 ¢alismada
aralarinda S. oryzae’nin de bulundugu 31 farkli bocek
tirtinde 38 farkli Wolbachia susunu tarayarak filogenetik
smiflandirma yapmiglardir. Heddi ve ark. (1999) ve
(2001)’de yaptiklar1 ¢alismalarinda Guadeloupe, Cin,

Australya, Tunus ve Haiti’den toplanan S. oryzae
popiilasyonlarinda ~ Wolbachia  bulmustur.  Ayrica,
Wolbachia’nin  iireme hiicrelerinde daha yiiksek

yogunlukta oldugunu diger hiicrelerde ise yogunlugun
diisik oldugunu belirlemislerdir. Fein ve Perlman
(2004)’te 7 bocek takimi 99 tiirde Wolbachia taramis ve bu
bocekler arasinda yer alan S. oryzae’de yine Wolbachia’t
saptamistir. On bir farkli bocek tiiriinde Wolbachia varlig
ve ¢esitliligini arastirilan bir ¢alismada, S. oryzae’nin
Wolbachia wSito susu saptanmis ve supergroup B oldugu
belirlenmistir (Henri ve Mouton, 2011). Carvalho ve ark.,
(2014) caligmalarinda S. oryzae ve S. zemais horizontal
Wolbachia gegisi oldugunu belirtmislerdir.

Spiroplasma, S. oryzae’de diinyada ilk defa bu ¢alisma
ile ortaya konulmustur. Ozetlemek gerekirse; iilkemizdeki

S. oryzae popiilasyonlar1 arasinda endosimbiyont varligi
acisindan dikkate deger farkliliklar oldugu gorilmistiir.

Endosimbiyont  bakterilerin, bdceklerin  iireme,
beslenme, viicut saglig1 ve insektisit detoksifikasyonu gibi
onemli yasamsal fonksiyonlarina pozitif ya da negatif katki
sagladigt  bilinmektedir. ~ Endosimbiyont  bakteri
enfeksiyonunun tekli, ikili ya da ¢oklu olmas1 da bocekteki
yasamsal fonksiyonlar1 farkli olarak etkiyebilmektedir
(Goodacre ve ark., 2015).

Tiirkiye’de depolanmus iiriin zararlilar1 ile miicadelede
kimyasal  yontemlerin  etkin  halde  kullanildig:
bilinmektedir. Fakat bocekler tarafindan kimyasallara kars1
gelistirilen direng ise miicadelenin eksik ya da uygunsuz
yapildigimin bir gostergesi olabilir ve bu durum kimyasal
miicadelenin  efektif  olmasini engellemektedir.
Kimyasallara kars1 bocekler tarafindan gelistirilen direncin
olumsuz etkilerinden kag¢inmak icin farkli miicadele
yontemleri denenmektedir. Endosimbiyontlarin  bocek
fizyolojisi lizerine etkileri ise endosimbiyont tabanli farkli

miicadele stratejilerinin ~ gelistirilmesine olanak
saglayabilir. Zararli bdcek popiilasyon kontroliinde
Wolbachia’nin  bocek  liremesi  iizerine  olumsuz

etkilerinden, Spiroplasma’nin ise bocek sagligi iizerine
olumsuz etkilerinden faydalanilarak yeni miicadele
yontemleri gelistirilebilir.

Bunun disinda endosimbiyontlarin bécek sagligina
olumlu etkileri (patojen ve parazitlere karsi savunma,
gevreye  adaptasyon, insektisit  detoksifikasyonu)
diistintildiigiinde, faydali boceklerin yasamsal
kondisyonlarimi arttirabilmek i¢in endosimbiyont tabanli
bocek saglhigini destekleyici stratejiler de gelistirilebilir.
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