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Ozet: Tiirkiye'de bugdayin en 6nemli zararlis1 olan siine Eurygaster integriceps iilkemizde Marmara,
Giineydogu Anadolu, Dogu Anadolu ve Dogu Akdeniz bolgelerinde yayilis gostermektedir. Calisma
kapsaminda bu bolgelerde her ilden 10 adet olmak tizere toplam 15 ilden (Adiyaman, Agri, Bingdl,
Bursa, Canakkale, Diyarbakir, Edirne, Kahramanmaras, Kirklareli, Icel, Sakarya, Siirt, Sirnak ve
Tunceli) toplam 150 adet erkek siine bireyi toplanmistir. Bu bireylerde endosimbiyont bakteri olan
Wolbachia’nin varhigi ve bulunma orant wsp primerleriyle? modifiye edilmis ve elde edilen PCR
reaksiyonlarindan sekans yapilarak belirlenmistir. Wolbachia bulunma oraninin boélgeler diizeyinde
%85-98 diizeyinde oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, Wolbachia’nin E. integriceps tiiriinde yaygin
olarak (%94.6) bulundugu goriilmiistiir. Bu ¢alisma diinyada Siine - Wolbachia iligkisinin belirlendigi
ilk ¢aligmadir.

Anahtar Kelimeler: Wolbachia, First record, wsp, Eurygaster integriceps, Tiirkiye.

Determination of Wolbachia Infection in Sunn Pest (Eurygaster integriceps Put.)

Abstract: Sunn pest Eurygaster integriceps is the most important pest of wheat in Turkey and it has
distribution in Marmara, Southeastern Anatolia, Eastern Anatolia and Eastern Mediterranean region. In
this study, totally 150 pest individuals, 10 males of them from each of 15 provinces (Adiyaman, Agr1,
Bingdl, Bursa, Canakkale, Diyarbakir, Edirne, Kahramanmaras, Kirklareli, igel, Sakarya, Siirt, Sirnak
and Tunceli) were collected from the regions. The presence and availability rates of the endosymbiont
bacterium Wolbachia were determined by modifying the wsp primers and by sequencing the obtained
PCR reactions. The availability rates of Wolbachia infection are found to be on average 85-98%
according to the regions. As a result, Wolbachia was found to be common (94.6%) in E. integriceps
specimens across the country. This is the first study determining the relationship between Sunn pest and
Wolbachia in the world.

Keywords: Wolbachia, ilk kayit, wsp, Eurygaster integriceps, Turkey.

Giris almakta (Akova, 2009) olup, 2014 yilinda ki
verilerine gore, yaklasitk 80 milyon dekar
alanda, 22,6 milyon ton bugday iretimi

yapilmistir (TUIK, 2015).

Bugday diinyada ve iilkemizde en yaygin
yetistirilen, adaptasyon yetenegi sayesinde

her tiirlii iklim ve ydrede varligini siirdiiren
gida kaynagidir. Gegmiste ve giiniimiizde
degerli bir besin kaynagi oldugu kadar
gelecekte 6nemi daha da artacaktir (Akkaya,
1994). Diinya niifusunun giin gegtikge artis
gida ihtiyacinin da artmasina  sebep
olmaktadir (Donahaye ve Messer, 1992).
Tiirkiye, tahil iretimi ve tiiketimi bakimindan
diinyanin onde gelen {ilkeleri arasinda yer

Insanlarin beslenmesinin temel kaynagi
olan bugdayda onemli kayiplara yol agan
onemli etmenlerden birisi de  Siine
[Eurygaster spp. (Hemiptera:
Scutelleridae)]’dir. Literatiirde sunn pest,
suni bug, cereal bug veya wheat bug gibi
degisik isimler ile anilan siine, {ilkemizin
hemen hemen tiim bugday ekili alanlarinda
goriilmektedir (Lodos, 1961). Diinya’da
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siinenin 15, Tirkiye’de yedi tiird
bulunmaktadir. Bunlarin yayilis ve zarar
yoniiyle en Onemlileri sirastyla Eurygaster
integriceps Put., E. maura ve E. austriacus
tiirleridir. (Lodos, 1961; Dortbudak, 1974;
Kogak, 2006). Siine, iilkemizin de i¢inde
bulundugu 25°-55° kuzey enlemleri ile 20°-
80° boylamlar1 arasinda kalan Avrupa’nin
kuzeyi haric diger bolgelerinde Orta ve Yakin
Dogu ile Kuzey Afrika iilkelerinde yaygindir
(Paulian ve Popov, 1980; Boyacioglu, 1998).
Popov vd. (1980), Romanya’da bulunan Siine
tirlerinin  %79.4> inii E. integriceps’in
olusturdugunu, E. maura ve E. austrica’nin
da Romanya’da bulundugunu ancak, bu
tirlerin ekonomik zarar olusturmadiklarini
belirtmektedir. Ulkemizde ise Giineydogu
Anadolu, Trakya Bolgesi’nde hakim tiir
Eurygaster integriceps Put. (Hemiptera:
Scutelleridae)  olup, Orta  Anadolu
Bolgesi’'nde ise E. maura’ dir (Kogak vd.,
2014). E. Integriceps’in siine tiirleri
icerisinde en epidemik ve zararli olan tiir
oldugu bildirilmektedir (Kogak, 2008). Bu
zararllara kars1 iilkemizde ve diinyada biiyiik
oranda kimyasal miicadele yapilmaktadir.
Insektisit kullanim1 insan saghig ve cevreye
olumsuz etkileri gibi bircok sorunu da
beraberinde getirmesi, yogun ve bilingsiz bir
sekilde kullanilmalar1 sonucunda gidalarda,
toprak, su ve havada insektisit kalintis1 ya da
doniistim {irtinleri kalabilmektedir. Bu durum
insan yasama standartlarmi  olumsuz
etkilemekte, ekosistemin de biylik ol¢iide
bilingsiz bir sekilde kirletilmesine sebep
olmaktadir. Alternatif olarak zararli ile
miicadele yontemlerinden birisi de biyolojik
miicadele (BM)’dir. BM dogal dengeyi
korumasi, insan ve ¢evre sagligina olumsuz
etkisinin olmamasi ve siirdiiriilebilir olasi
nedeniyle diger miicadele sistemlerine gore
iistiinliitk saglamaktadir. Bu nedenle, BM

¢aligmalarina Onem verilmeli ve
desteklenmelidir (Aydogdu, 2009).

Biyolojik miicadelede simbiyotik
canlilarm  da 6nemi ¢ok  biiyiiktiir.

Simbiyotik yasam ¢ok hiicreli bir¢ok canlida
goriilen ortak yasam seklidir. Yapilan
calismalara bakildig1 zaman canlilarda tireme
bozukluguna neden olan Wolbachia iizerinde
yogunlasildig1 gériilmektedir. Wolbachia, ilk
olarak 1924 yilinda Herting ve Wolbach
tarafindan sivrisinegin (Culex pipiens L.)
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iireme dokularinda  belirlenmistir.  Ilk
tanimlamanin yapilmast ise 1936 yilinda
Wolbachia pipiens olarak Herting tarafindan
belirlenmigtir (Werren, 1997). Wolbachia
cinsine ait bireyler, a-Proteobacteria sinifinin
Rickettsiales  takiminin ~ Rickettsiaceae
familyasma ait gram negatif bakterilerdir
(Dumler vd., 2001). Wolbachia
(Rickettsiaceae), obligat hiicre ig¢i bir
organizma olup Arthropodlarin  iireme
dokularinda  bulunur.  Coccoid  veya
bacilliform seklinde olup, iki membranli ve
ortalama uzunluklar1 0.8-1.5 pM’dir. Ayirict
bir 6zelligi de insanlarda hastaliga neden
olmamasidir. Bu bakterilerin endosimbiyont
veya parazitik etkileri omurgasiz hayvanlarda
goriilmektedir (Sinkins ve O'neill, 2000).

Wolbachia ile enfekteli tiir sayisi1 heniiz
tam olarak belirlenememis ve gizemini
korumaya devam etmektedir (Gotoh vd.,
2003; Werren, 1997). Wolbachia nadiren
horizontal tasinmaSina ragmen anadan
yavruya  vertikal  olarak  taginmakta
konukgularinin {iremesine miidahale ederek,
sitoplazmik uyumsuzluk, partenogenesis,
erkek oldiiriiciiliik ve feminizasyon seklinde
ireme degisikliklerine neden olmaktadirlar
(Doran ve Moore, 2001). Konukgu
popiilasyonunda hizli sekilde yayilmasi ve
konukgularimin liremesi lizerine olan etkisi
nedeniyle Wolbachia, bitki zararlilart ve
vektor miicadelesinde giiglii bir potansiyel
olarak goriilmektedir (Dunn vd., 2001,
Sinkins ve O'Neill, 2000). Wolbachia’nin bu
O6neminden dolayr tlkemizde hububat
alanlarinda en zararli ve epidemik tiir olan E.
integriceps’te bu bakterinin varligi ve
yayginligi arastirilmistir. Bu ¢alisma ile E.
Integriceps tiiriinde Wolbachia  varlig
diinyada ilk kez aragtirilmustir.

Materyal ve Yontem

Caligmanin ana materyalini Eurygaster
integriceps Put.’in tiir teshisinin kesin olmast
nedeniyle erkek bireyleri olusturmaktadir.
Zararlimin erkek bireyleri Dogu Anadolu
(Agri, Bingdl, Elaz1ig ve Tunceli),
Gilineydogu Anadolu (Adiyaman, Diyarbakir,
Siirt  ve  Swnak) Akdeniz  Bolgesi
(Kahramanmaras ve Igel) ve Marmara
Bolgesi (Bursa, Canakkale, Edirne, Kirklareli
ve Sakarya)’nden Nisan - Haziran 2017
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doneminde hububat alanlarindan toplanmig
ve canli olarak -80°C'de muhafaza edilmistir.

Genomik DNA izolasyonu: calismada,
her ilden 10 erkek birey olmak iizere toplam
15 ilden 150 erkek bireyde Wolbachia varlig:
aragtirtlmigtir.  Genomik DNA izolasyonu
icin Saghai-Maroof vd. (1984)’nin kullandig1
CTAB soliisyonu yontemi modifiye edilerek
izolasyon yapilmigtir. DNA’nin uygunlugunu
kontrol etmek i¢in genomik DNA’lar %1°lik
agaroz jele yiiklenmistir. Daha sonra, 80
voltda 10 dakika kosturularak
spektrofotometre  cihazi  ile  goriintii
almmustir. Nanodrop cihazinda da genomik
DNA miktar1 nanogram degerinden tespit
edilmistir. Degerler yaklagik olarak 500 ila
1800 nanogram arasinda oldugu
gozlemlenmistir.

PCR amplifikasyonu: Genomik DNA
orneklerinde endosimbiyont Wolbachia’nin
taranmas1 amaciyla Wolbachia wsp genini
¢ogaltan spesifik primerler [wsp 81F (5'TGG
TCC AAT AAG TGA TGA AGA AAC) ve
wsp 691R (5° AAA AAT TAA ACG CTA
CTC CA)] kullanilmistir (Zhou vd. 1998).
Ancak PCR jel goriintiilerinde net bant
gortntiileri elde etmek i¢in wsp primerleri E.
integriceps  tirtinin  gen  diziliminden
faydalanarak yeniden modifiye edilerek
asagidaki yeni dizilimi olusturulmustur.

ElwspF2 5°- TAT CGA AAT TAG CAC
CAT AAG AAC CG -3,
EiwspR2 5’- CGA CAT CAG GGT TGA
TGT TGA AGG AG - ¥

Boylelikle jel goriintiilerinde 350 bp’lik
net bantlar elde edilmistir. PCR igin
kullanilan 0.2°1ik PCR tiiplere sirast ile 10 pl
2X AmpMaster Taq Mix., 5 pl ultra saf su, 1
ul EiwspFl primer, 1 ul EiwspR2 primer,
(her primer ¢iftinden 10 pmol), 1 ul genomik
DNA eklenerek PCR cihazina tiipler
yerlestirilmigtir. Zhou vd. (1998)’nin PCR
dongii programint modifiye edilerek, 95°C 2
dakika, 95°C 10 saniye, 65°C 15 saniye,
72°C 15 saniyede 35 dongli ve son olarak
72°C’de 2 dakika olarak gergeklestirilmistir.
PCR iriinleri  PRONASAFE ile boyali
%1.5’lik agaroz jelde yiiriitiildiikkten sonra
uv transilluminator yardimi ile
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goriintiilenmistir. ~ Eurygaster integriceps
bireylerinde Wolbachia taramasi i¢in yapilan
PCR doéngii programi su sekildedir;

Tablo 1. PCR dongiisii
Table 1. PCR cycle

o .. Stcaklt .. .
PCR dongiisii K (°C) Siire  Dongii
On
denatiirasyon % 2 dk !
Denatiirasyon 95 10 sn
Baglanma 65 15sn 35
Uzama 72 15sn
Son uzama 72 2dk 1
Elde edilen PCR reaksiyonlarindan
sekans reaksiyonu hazirlanmistir.  Bu

reaksiyonda kullanilan malzemeler; 5 pl
premix, 1 pl EiwspF1, 2,5 ul (Sirnak & 4.
Ornek) temiz PCR DNA’s1 ve son olarak da
1,5 pl ultra saf su, eklenerek sekans PCR’1

konulmustur. Temizlenen sekans PCR’1
sekans cihazina  yerlestirilerek analiz
edilmistir.
Bulgular

Ulkemizde Dogu Anadolu, Giineydogu
Anadolu, Marmara ve Akdeniz
Bolgelerinden 15 il’den (Adiyaman, Agri,
Bingdl, Bursa, Canakkale, Diyarbakir,
Edirne, Elaz1g, Kahramanmaras, Kirklareli,
Icel, Sakarya, Siirt, Sirnak, Tunceli) toplanan
E. integriceps’e ait erkek bireylerde yapilan
genomik DNA izolasyonunu izleyen PCR
reaksiyonlar1 yeni modifiye edilen EiwspF2
ve EiwspR2 primerleri ile taranmis ve agaroz
jelde Wolbachia goriintiilenerek elde edilen
PCR reaksiyonlarindan sekans yapilarak
Wolbachia’nin varhigi kesin olarak ortaya
konulmustur.

Sekans PCR’1ndan analiz edilen sonuglara
gore elde edilen dizi su sekilde olmustur:
AATTGAAAATTTGCCTATCACTCCAT
ATGTTGGTGTTGGTGTTGGTGCAGCG
TATATTACCACTCCTTTGAAAAACCC
TGTGAATGATCAAAAAAGTAAATTTG
GTTTCTGCTGGTCAAGTAAAAGCTGG
TGTTAGTTATGATGTAACTCCAGAAA
GTCAAACTTTATGCTGGAGCTCGTTA
TTGCGGTTCTTATGGTGCTAATTTCGA
TAAAAGCGT.
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Jel goriintillerine gore, taranan 150
ornegin 142 tanesinde (%94.66) Wolbachia
enfeksiyonu  saptanmustir. Wolbachia
enfeksiyonunun bolgelere gbére bulunma
oraninin ise, Marmara Bolgesinde ortalama
%98, Dogu ve Gilineydogu Anadolu
Bolgelerinde ortalama %95 ve Akdeniz
Bolgesinde ise ortalama %85 oldugu tespit
edilmistir. Agri, Bursa, Canakkale, Edirne,
Elazig, Kirklareli, Siirt, Sirnak ve Tunceli
illerinden elde edilen bireylerdeki bulunma
orani %100 olarak  gergeklesirken,
Adiyaman, Diyarbakir, icel ve Sakarya’da
%90; Bingdl ve Kahramanmaras’ta %380
oraninda Wolbachia enfeksiyonu
belirlenmistir. Eurygaster integriceps Put.
tirtinde Wolbachia varliginin ve yayilis
oraninin belirlenmesi amaciyla diinyada
yapilan bu calisma ilk olma O6zgiinliigiine
sahiptir. Calisma sonucunda, dort bolgeden
toplanan orneklerdeki Wolbachia enfeksiyon
orani ortalamasi %94.6 olarak belirlenmistir.

Tartisma ve Sonu¢

Kikuchi ve Fukatsu (2003), Japonyada
Scutelleridae  familyasindan, yedi tiirde
Wolbachia (wsp) enfeksiyonunu taramak i¢in
Takara TagDNA  polymerase  Kitini
kullanmuglar ve hicbir 6rnekte Wolbachia
enfeksiyonuna rastlamamiglardir. Ancak,
yaptigimiz ¢alismada 2X AmpMaster Taq
Mix kiti kullanarak Tiirkiye’de Scutelleridae
familyasindan E. integriceps tiirtinde 150
tane Ornekten 142 tanesinde ilk kez
Wolbachia enfeksiyonu belirlenmistir. 1ki
calisma arasindaki tek fark olarak bizim
aragtirmamizda Wwsp primerinin  yeniden

modifiye  (EiwspF2-EiwspR2)  edilerek
taranmis olmasidir. Spesifik wsp gen
parcalart modifiye edilmeden yapilan
deneylerde de aym oranda Wolbachia

enfeksiyonu oldugu belirlenmis ancak bant
olusumlar1 zayif olmustur. Hoffmann vd.
(1990) ve Sinkins vd. (1995) simbiyont
yogunlugununun; besin kalitesi ve bollugu ile
sicaklik ve cografik konum gibi cevresel
faktorlerden etkiledigini belirtmislerdir. Bu
durumda simbiyontlarin yogunlugu agisindan
cografik konumun da ne kadar 6nemli oldugu
anlasilmaktadir. E. integriceps’in Tirkiye’de
yayilig alan1 giineydogu Anadolu ve Trakya
bolgesi (Kogak, 2014) olmasimna karsilik,
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yaptigimiz ¢aligmada, Marmara bolgesinden
de toplanan orneklerde yiiksek oranda
Wolbachia  enfeksiyonu  belirlenmistir.
Marmara Bolgesininde ortalama %98, Dogu
ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde
ortalama %95 ve Akdeniz Boélgesinde ise

ortalama %85 orammnda  Wolbachia
enfeksiyonu tespit edilmistir.

Werren  vd.  (1995a), Wolbachia
enfeksiyonunun Coleoptera, Diptera,

Hymenoptera, Homoptera, Lepidoptera ve
Orthoptera takimlar1 dahil bocek tiirlerinin
%?20' sindan fazlasinda oldugunu; Rowley vd.
(2004)’e gore %50, Zug ve Hammerstein
(2012)’e gore %40, Hilgenboecker vd.
(2008) ve Simdes (2012)’e goére ise
Arthropoda  subesinde %66  oldugu
belirtilmektedir. Ancak bizim g¢aligmamiz tiir
bazinda diinyada ilk olmakla beraber
Wolbachia enfeksiyon oraninin beklentinin
de istiinde (%94.6) oldugu belirlenmistir.
Heteroptera takimda Wolbachia enfeksiyonu
ile ilgili ¢ok az sayida calismanin olmasi da
bu calismanin 6nemini ortaya koymaktadir.

Xu vd. (2013) Amerika’da Halyomorpha
halys Stal, 1855 (Heteroptera: Scutelleridae)
tirtinde Wolbachia enfeksiyonunu taramak
icin wsp81F/wsp691R ve FtsZ-F/FtsZ-R
primerleri kullanmis, ayrica farklt PCR kit
yontemlerini denemelerine ragmen pozitif bir
sonug elde edemediklerini bildirmistir.

Coleoptera  takiminda  yapilan  bir
calismada  ise  insektisitlere  direncli
popiilasyonlarda Wolbachia oraninin fazla
oldugu belirtilmistir. Konuk¢u tizerinde
Wolbachia enfeksiyonunun olmasi,
insektisitlere karsi direngli oldugunu ve
Wolbachia’nin yok edilmesi durumunda,
insektisit direncinin azaldig1 belirtilmistir
(Berticat vd., 2002). Bu durumu destekleyen
bir caligma yapan Duron vd. (2006),
sivrisineklerde organofosfat insektisitlerine
kars1 direncli olanlarin, insektsitlere duyarh
sivrisineklere gore daha c¢ok Wolbachia
yogunlugu oldugunu bildirmistir. Ulkemizde
stine miicadelesinde yaklagitk 70 yildir
kapama seklinde uygulanan kimyasal
miicadele (Kogak, 2008) akla bdyle bir iligki
oldugunu getirmektedir.

Dokuzuncusu diizenlenen Uluslararasi
Wolbachia konferansinda (2016)
Wolbachia’nin ~ 6nemi  ve  iizerinde
uygulamaya yonelik caligmalar yapilmasi
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gerektigini belirtilmistir. Wolbachia,
bocekler tizerindeki etkilerinden dolay1 siine
icin de biyolojik miicadelede kullanim
olanaklar1 aragtirilmalidir. Biyolojik
Miicadele (BM)’nin dogal dengeyi korumasi,
insan ve cevre sagligina olumsuz etkisinin
olmamasi ve siirdiiriilebilir olmasi nedeniyle
diger miicadele sistemlerine gore iistiinliik
saglamaktadir. Bunedenle, BM calismalarina
onem verilmeli ve desteklenmelidir.

Sonu¢ olarak simbiyotik bakterilerin
konuk¢u fizyolojisindeki etkisi pek ¢ok
calismada vurgulanmistir. Bu bakterilerin
onemi; konuk¢u beslenmesinden, savunma
reaksiyonlarina, diren¢ mekanizmasindan
iireme degisimlerine kadar genis kapsamlidir.
Molekiiler biyoloji ve fonksiyonel genom
bilim ¢aligmalarindaki hizli ilerlemeler bitki-
bocek-simbiyont  iligkisinin  daha iyi
anlagilmasina olanak vermektedir. Bocek
endosimbiyontlarinin konukgularinda
meydana getirdigi degisimlerin
detaylandirilmasiyla bu mikroorganizmalarin
zararli miicadelesinde kullanim olanaklarinin
artirmasi beklenmektedir.
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