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ONSOZ

Atatirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Komisyonuna hizli destek projesi
olarak sundugumuz bu proje ile; TUBITAK 1002 projesi kapsaminda desteklenen ve dolar
kurundaki artis sebebi ile ek bitgeye ihtiyag duydugumuz ancak TUBITAK tarafindan ek
bitce destegi saglanamayan projemize ek bultce saglanmasi ve gerekli analizlerin bir
kisminin bu finansman ile tamamlanmasi amaclanmistir. ‘Sucul Kinkanatllar takimindan bazi
familyalara (Dydiscidae, Hydrophilidae ve Helophoridae) ait boécek tirlerinin sindirim
yapilarindan izole edilen bakterilerin API identifikasyon Kkitleri ile karakterizasyonu ve 6n
tanisi adli projemiz’ BAP Komisyonu tarafindan 5.998,32 TL ile desteklenmistir. 02.09.2020
tarihinde baglayan projemiz 6 aylik stre igerisinde tamamlanmistir.
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OZET

Canlilar diinyasinin tiir g¢esitliligi bakimindan en zengin gruplarinin basinda gelen
boceklerin; beslenme, yasam alani ve metabolizma bakiminda biiylik bir ¢esitlilik gosterir ve
bu durum da organizmalarin viicut florasindan yeni tiir ve strainlerin izolasyon sansini
artirmaktadir. Ekolojik anlamda endemik, biyoindikator, tarimsal liretime faydali veya zararh
boceklerin bagirsak yapilarindaki flora merak konusu olmus, 6zellikle biyolojik miicadele
amaciyla son donemlerde incelenmeye baslanmistir. Sucul kinkanatlilarin yasam alanlarinin,
tarimsal ve igme suyu olarak kullandigimiz su kaynaklarinda bulunmasi esasiyla, ¢ok daha
ehemmiyet kazandigin1 gérmekteyiz. Bocek mikrobiyotasinin en énemli iiyelerinin bakteriler
oldugu bilinmektedir ve bu mikroorganizmalar bdcekler icin yasamsal faaliyetlerinin
stirdiriilmesinde olumlu ya da olumsuz yonde rol alirlar
Daha once sadece karasal kinkanathilar familyalarina ait bakteri mikrobiyotas1 caligsmalari
yapilmig ancak sucul kinkanatlilar faunasina ait boceklerden projemizde yer alan familyalarda
bu tiir bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu calismada; sucul kinkanatli (Hydrophilidae ve
Helophoridae) faunasina ait bazi boceklerin sindirim yapisindan elde ettigimiz bazi1 Gram (-)
bakterilerin API 20 E test multi test sistemi ile karakterizasyon ve on tanisinin yapilmasi
amagclanmistir. Calisma sonucunda analiz edilen 25 adet bakteriden 18’i isimlendirilirken 7’si

isimlendirilememis, ancak Kkarakterizayonu yapilabilmis ve sonrasinda yapilan molekiiler analizleri

desteklemistir.

Anahtar Kelimeler: Sucul kinkanatlilar, Bakteri karakterizasyonu, Mikrobiyota, APl 20 E



ABSTRACT

Insects, one of the richest groups in the world in terms of species diversity shows a
great variety form nutrition, habitat and metabolism, so increases the chance of isolation of
new species and strains from the organisms' body flora. Ecologically, endemic, bio-indicator,
advantageous for agricultural production or microbiota in the gut structures of detrimental
insects have been a subject of curiosity, especially biological control has recently been
studied. We comprehend that habitats of aquatic insects target more importance with the water
resources using as agricultural and drinking water. Insect microbiota is known to be the most
important bacteria and these microorganisms take positive or negative action in sustainable to
their vital activities.

Only bacterial microbiota belonging to the terrestrial insects group was tested in
advance, but no such clues were found in families of aquatic coleoptera fauna in our project.
At this study; it is purposed to characterize and pre-diagnose some Gram (-) bacteria
belonging to aquatic insects (Hydrophilidae and Helophoridae) fauna with API 20 E test
multi-test system. While 18 of the 25 analyzed bacteria were nomencultured, 7 of them could
not be named. However, it subsequently could be characterized and supported with molecular

analyzes that have been made.

Keywords: Aquatic Coleoptera, Bacteria characterization, Microbiota, API 20 E



1. GIRIS

Canlilar aleminin c¢ogunlugunu bécekler; boéceklerin ise blylk bir kismini Coleoptera
takimina ait bireyler olusturur. ‘Kinkanatlilar ya da ‘sert kanatlilar olarak ifade edilen
Coleoptera takimi yerylziinde en ¢ok tlrle temsil edilen bécek grubudur. Mevcut boceklerin
%40’1 bu takim icerisinde yer alir (Bektas 2015). Boceklerin bagirsak mikrobiyotasi, ev sahibi
bdceklere bulylime, gelisme ve c¢evresel adaptasyonunda onemli rol oynar. Cok yakin
zamanda, bécek mikrobiyotasi ve genomlari (mikrobiyom), biyo-isleme endustrisi igin 6nemli
bir genetik kaynak olarak kabul edilmistir. (Krishnan 2014) Hasereler ile micadelede en Gimit
verici, ¢cevre dostu, ucuz ve slrdurilebilir yontem “biyolojik mucadele’dir. Gunimizde
biyolojik mucadele calismalarina agirlik veriimesinin nedeni, sadece kimyasal mucadelenin
olumsuz etkisinden kurtulmak degil, ayni zamanda, dodada zararlilari %99 oraninda baski
altinda tutan faydali mikro ve makro organizmalardan yararlaniimak istenmesidir. Birgok
entomopatojenin kitle tretimi yapilarak “biyolojik insektisit” olarak piyasaya surtlmustur.

Biyolojik insektisit olarak kullanilan mikroorganizmalarin en basta gelenlerinden birisi Bacillus
thuringiensis tlri olup, bircok bocek tirine karsi basart ile kullaniimaktadir.
Entomopatojenler genellikle standart ilaglama aletleri veya sulama suyuna karistinilarak
uygulanmaktadir. Ticari olarak Uretilen bu entomopatojenler genellikle tire spesifik oldugu
icin biyolojik micadelede emniyetle kullanilabilecek etmenlerdir. Ne yazik ki bu preparatlar
dinya ilag piyasasinin sadece %2-5’ini olusturmaktadirlar. Ancak bu konudaki calismalar
hizla surddrulmekte olup, birgok entomopatojen turln biyolojik muicadelede Umit veren
sonuglari ortaya c¢ikariimistir (Uygun 2010). Entomopatojenik arastirmalarda; bakterilerin
bdéceklerle en ortak iligkili mikroorganizmalar oldugu, bazilarinin patojen olmasa da, énemli
bir kisminin boceklerde hastaliklara neden olduguna vurgu yapilmigtir. Ozellikle larva
safhasinda bakteriler tarafindan dldurdlen béceklerin hizlica renklerinin koyulastigi, organ ve
dokularinda yikimin olugtugu, gurik-les gibi bir koku meydana geldigini, bocek olimunden
sonra bu patojen bakterilerin bol sayida kimelendigi entomopatojenik arastirmalarda
belirtiimistir (Yoshinori 2018). Tarimsal mucadele konusunda ise, bakteri ve bodcek
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arasindaki iligkileri niteleme bazinda, Ulkemizde tum dunyada uygulandidi gibi zararli
boceklerin  kontrolinde c¢esitli kimyasal insektisitler kullanilarak kimyasal mucadele
yuratilmektedir. Fakat kullanilan bu kimyasal insektisitter hem dogal ¢evreye ve hem de
hedeflenmemis organizmalar (izerinde olumsuz etkilere sahiptir (iskender ve Algur 2009). Bu
nedenle son zamanlarda bu zararlilarla mucadelede bazi virlis ve bakteriler gibi
entomopatojenlerin kullanildigi biyolojik micadeleye agirlik verilmistir (Dadasoglu 2013).

Tarimsal micadele konusunda ise, bakteri ve bdcek arasindaki iligkileri niteleme
bazinda, Ulkemizde tim dinyada uygulandigi gibi zararli boceklerin kontroliinde cesitli
kimyasal insektisitler kullanilarak kimyasal mucadele yurutulmektedir. Fakat kullanilan bu
kimyasal insektisitler hem dogal ¢cevreye ve hem de hedeflenmemis organizmalar Gzerinde
olumsuz etkilere sahiptir (iskender ve Algur 2009). Bu nedenle son zamanlarda bu
zararlilarla mucadelede bazi viris ve bakteriler gibi entomopatojenlerin kullanildidi biyolojik
micadeleye agirlik verilmistir (Dadasoglu 2013).

Mikrobiyal insektisitler, yasayan mikroskobik (viris, bakteri, fungus, protozoa ve
nematod) organizmalardan veya bunlarin UrlGnleri olan toksinlerden olugsmaktadir. Zararl
bdcekler ile micadelede yaygin olarak kullanilan mikrobiyal kontrol ajanlari bakterilerden
(Bacillus thuringiensis), virislerden (Baculovirus), funguslardan (Beauveria bassiana),
protozoalardan (Nosema locustae) ve nematodlardan (Heterorhabditidae ve
Steinernematidae) dir. Mikrobiyal kontrol ajanlari igerisinde yer alan entomopatojen
biyoinsektisitler, tlire 6zgu etki gbsterdigi icin diger dogal diismanlara gére daha avantajlidir.
Bunlar diger insektisitler gibi pUskirtme, toz ve granll halde uygulanacak sekilde
hazirlanmis olup, bircok zararli bdcek ile micadelede kullaniimaktadir. Mikrobiyal
insektisitlerin yaban hayati ve hedef digi insan ve diger canlilar Gzerinde toksik etkisi
gOstermemesi, Urettikleri toksinlerin genellikle tir veya cins duzeyinde etki gostermesi, diger
faydali boécek turlerine zarar vermemesi, bircok durumda konvansiyonel pestisitlerle birlikte
kullanilabilmesi ve hasat doneminde dahi uygulanabilmesi bu mikrobiyal insektisitlerin

avantajlandir. Her zararli igin kullanilamasa da bu Urunler sus bitkilerinde yasayan bazi



zararl bocekler icin bagaril bir sekilde kullanilabilir. Cunkl mikrobiyal insektisitlerin cogu
belli boceklere karsi etkilidir ve bu insektisitlerin yari dmdarleri oldukga kisadir. Kullanicilar
hedef zararhyi iyi bir sekilde tanimlamali ve etkili bir uygulama yontemi belirlemelidir. Ancak,
bu insektisitler ylksek dizeyde secicilie sahip olduklarindan uygulandiklari alanlardaki
diger zararlh turlere etki etmemektedir (Azizoglu 2012). Wooldridge and Wooldridge (1972),
Hydrophilidae familyasina ait tek bir Tropisternus lateralis nimbatus (Coleoptera:
Hydrophilidae) alt tard galismislar, kamu saglhgi yonunden patojenik bakteriler ve vektor
canl olarak Tropisternus tlrana érnek vermislerdir. Bu ¢alismanin, tlkemizden ¢ok uzak bir
turan gahsiimasi ve sadece tek bir alt turin bakteri mikrobiyotasi hakkinda sinirli bilginin
oldugu gérulmastir.

Bdcekler ile funguslar arasindaki iligkiler konusunda ise, (Kirpik vd. 2010), 2009
yilinda Kars Platosunda, farkh istasyonlardan alinan Kafkas irki (Apis mellifera caucasica
Pollimann, 1889), canl ve o6lu ari 6rneklerinin, vicut yuzeyleri ile sindirim sistemlerine ait
mikrofungus mikrobiyotasinin belirlenmesi amaci ile yaptiklari arastirma sonucunda;
Penicillium, Alternaria, Mucor, Trichoderma, Fusarium, Aspergillus, Ulocladium, Verticillium
ve Zythia cinslerine ait toplam 13 farkli fungus tirl teshis etmisler ve bu funguslarin arilarla
iligkilerini literatlire dayali olarak tartismiglardir. Bu projenin sonuglari temel alinarak ortaya
cikabilecek yeni projeler ile bu turlerde funguslarin da tanimlanmasi, ileride bizim
tanimladigimiz bakterileri ile iliskisinin zenginlestiriimesine olanak saglayarak c¢alismanin
yaygin etkisini de arttiracaktir.

Karasal kinkanathlardan Kizilagag bdcedi Agelastica alni (Coleoptera:
Chrysomelidae) diinyada findik ve kizilagag¢ zararhlarinin basinda gelir. Bu zararliya karsi
daha etkin ve glvenli bir biyolojik kontrol ajani bulmak i¢in 2000-2002 yillar arasinda
Trabzon civarinda toplanan kizilaga¢ bdceklerinden bakteri izole edip tanimlanmis ve bu
izolatlarin yetigkin ve larvalara karsi insektisidal etkilerini arastiriimig, A. alni'nin biyolojik
kontrol olarak bakteri mikrobiyotasinin incelenmesi lzerine herhangi bir ¢calisma olmadigini

bildirmiglerdir (Sezen 2004).



2. MATERYAL VE METOT

Bocek Numunelerinin Toplanmasi ve Tiir Teshisi

Sucul Kinkanathlardan; Mayis—Eylul 2020 tarihinde her ay duzenli olarak belirli gtnlerde
arastirma alanina yakin boélgelerden gél, kaynak, dere, birikinti ve su gozelerinden; gézenek
¢apl 1-3 mm olan elek, kepge ve ag kullanilarak érnekler toplanmistir. Toplanilan bdcek
turleri ve lokalite bilgileri Tablo 1'de verilmistir. Bocekler canli olarak yakalandiktan sonra,
lokalite bilgileri yazilip ve siseler icerisinde tiir teshisi icin Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Entomoloji Laboratuvarina getiriimis ve Dr. Ogretim Uyesi Mehmet BEKTAS tarafindan
tanimlanmistir.

2.1. Bocek Sindirim Yapisinin Agilmasi

Sucul ortamdan toplanip laboratuvara canli olarak getirilen ergin ve saglkl bdcekler
kullanilmigtir. Toplanan bdcekler Gzerindeki olasi kontaminant mikroorganizmalari ortadan
kaldirmak icin %70’lik alkol ile 5 dakika muamele edilerek hem bayilmalari saglanip hem de
ylzey sterilizasyonu yapilmistir. Daha sonra otoklavianmis steril saf su ile yikanarak alkolden
arindirilan bdceklerin sindirim yapisi laboratuvarda steril bir ortamda binokuler mikroskop
altinda disekte edilip ayristinimistir ve beklemeksizin bakteri ekimi igcin mikrobiyoloji

laboratuvarina getirilmigtir.
2.2. Orneklerin inokiilasyonu

Bdcek sindirim kanah %5’lik steril fizyolojik tuzlu su igerisinde cam baget yardimi ile ezilip
vorteks ile homojenize edilmis ve ardindan seri dilisyonlari hazirlanmistir. Bu dilisyonlardan
(10®) steril pipet ile 100 yL alinip genel Uretim besiyerlerinden tryptic soy agar (TSA) ve
nutrient agar (NA) (Merck) besiyerlerine Drigalski spatill ile yayma ekim yapilmistir. Ekim
yapilan 6rnekler hem aerob hem de anaerob ortamlarda 30°C'de inklbe edilmigtir. Ardindan
ureyen bakterilerin; koloni rengi, kokusu, koloni morfolojisi ve Greme hizlari belirlenerek farkh
Ozellikteki bakterilerden alt kdltirler yapilarak ileri identifikasyonlar icin %16’lik gliserol

iceren Nutrient Broth (NB) igerisinde -20°C'de saklanmisgtir.



2.3.Konvansiyonel yontemler (Morfolojik ve biyokimyasal 6zellikler)

Secilen mikroorganizmalara Gram boyama ve biyokimyasal analizleri (KOH, katalaz,
oksidaz) yapilarak gram negatif olanlardan enterik oldugu dasinllen 25 adet bakteri
segilerek API 20E (biomerieux) testi ile karakterizasyonu yapilmigtir.

2.3.1.Morfolojik Ozellikler

2.3.1.1. Koloni rengi ve morfolojisi: ilk olarak bakterilerin TSA ve NA besiyerlerinde
uretildikten sonra; ureme suresi, koloni morfolojisi, pigment olusumu, kokusu gibi fenotipik

Ozellikleri kaydedilmistir.

2.3.1.2. Oksijenli ve oksijensiz ortamda ilireme: Ayni 6rnekten iki adet ekim yapilip biri
aerob digeri anaerob kavanoz igerisinde GUremeye birakilmistir. Aerop ortamdakiler 24 saat,
anaerop ortamdakiler 48-72 saat kadar bekletilmistir. Anaerop ortamin kontrolli, anaerop test

stripleri kullanilarak yapilmistir.

2.3.1.3. Gram boyama: Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin ayrimi icin boyama yapilmistir.
Yaklasik 18 saatlik preparatlardan érnek hazirlanip fikse edilmistir. Kristal-viyola ile 1 dakika
boyanip slire sonunda su ile boyasi akitildiktan sonra ligol solisyonu ile 1 dakika muamele
edilmistir. Lagol, su ile giderildikten sonra 10 saniye % 70’lik alkol i¢erisinde boya giderimi
yapilimistir. Bu islemden sonra preparat karsit boya olan sulu fuksin ile 30 saniye boyanip su
ile yikanmistir. Ardindan kurutma kagidiyla kurutulup 1sik mikroskopunun 100x objektifinde

immersiyon yagdi damlatilarak incelenmis ve Gram (+), Gram (-) bakteriler kaydedilmistir.

2.3.1.4. Hareketlilik testi: Bakterilerin hareket yetenegini belirlemek igin icerisinde %0.4-0.5
oraninda agar bulunan nutrient agar besiyerinde test edilmistir. igne 6ze ile dibe kadar diiz
bir hat boyunca ekim yapilarak 24-48 saat 30°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonucunda, inokulasyon hattindan etrafa agarin icine dogru bir yayllma ve dallanma
go6sterenler hareketli, saga veya sola dogru bir dallanma ve yayilma olusturmayanlar ise

hareketsiz olarak degerlendiriimig, ayrica zayif hareket 6zelligi olanlar kaydedilmistir.



2.3.2.Biyokimyasal Ozellikler

2.3.2.1. KOH testi; Saf kolonilerden 6rnek alinarak KOH ile muamele edilmistir. Kolonilerde

slinme olanlar Gram(-), olmayanlar Gram (+) olarak kaydedilmistir.

2.3.2.2. Katalaz testi: 30°C’de 24-48 saat TSA agarda gelisen kolonilerden plastik 6ze ile
bir miktar drnek alinip lam Uzerinde, bir damla %3’lik H>O ile muamele edilerek gaz cikisi

olup olmadigi kaydedilmistir.

2.4. API 20 E Multi Test Sistemi ile On Tani; Yaptigimiz molekiiler testlerin konvansiyonel
yontemlerle desteklenmesi amaclanmistir. Bakterilerin analitik profillerini  tanimlarken
butgenin sinirlh olmasi sebebi ile ¢alismamizda en fazla izole ettigimiz grup olan Gram (-)
enterik bakteriler icin uygun olan, APl (Analytical Profile Index) 20 E test stripleri tercih
edilmistir. izole ettigimiz Gram(-) bakterilerden 25 adet izolat segilerek (retici firmanin
(bioMerieux) calisma prensibi dogrultusunda analiz edilmigtir. Bu testte her bir strip ile
bakterinin 20 adet biyokimyasal 6zelligi test edilmistir

API 20E testi kisaca su sekilde yapilmigtir:

1. 18 saatlik geng kdltlrlerden saf oldugu distntlen tek bir bakteri kolonisinden alinip
APl sispansiyon ampuline eklenerek 0,5 McFarland bulanikliginda stspansiyon
hazirlanmistir.

2. Bu suspansiyon APl 20E seridindeki her bir kuyucuga hava kabarcigi kalmayacak
sekilde aktariimis ve Uzeri kapatilarak 30°C'de nemli ortamda 24 saat inkibe
edilmistir.

3. Inkiibasyon sonrasi ilgili kuyucuklara gerekli soliisyonlar eklenerek 10 dakika
icerisinde okunmus, olusan renk degisimlerine goére pozitif ve negatif olarak
kaydedilmistir.

4. Renk degisiminden stiphe duyulan kuyucuklar bos (?) birakilmigtir.

5. Daha sonra sonuglar APl Web tanimlama yazilimina (Gram-negatif API 20 E V4.1) 7

basamakl profil numarasi girilerek okuma yapilmigtir.



3. BULGULAR

Calismamizda Tablo 1’de verilen 19 adet bocek tirlerinden farkli zamanlarda ¢ ya da dértla
olarak bagirsak icerigi disekte edilmis ve her birinden yaklasik bir hafta sure ile
mikroorganizmalar Uretilip stok besiyerlerine alinmistir. Proje butcemizin kisith olmasi ve
arastirmacimizin  Hyrdophilidae ve Helophoridae familyalarinda uzman oldugundan
Dytiscidae familyasindaki tirde sadece TUBITAK proje basvurusunda 6n calismada
faydalaniimistir. Bltgemiz dogrultusunda bunlardan enterik oldugunu distindigimuz 25
tanesinin AP| 20E testi ile 6n tanisi yapilmistir. Analiz sonucunda; 25 adet Gram(-) bakterinin

19 tanesi tur dizeyinde tanimlanmistir.

4. TARTISMA

Cogu bdécek bagirsagi, memeli bagirsaklarina kiyasla nispeten daha az mikrobiyal tur igerir.
Ancak bazi bdcekler, 6zel bakterilerden olusan blylk bagirsak topluluklarini barindirabilir.
Bdcek bagirsaklari; protistler, mantarlar, arkeler ve bakterileri icerebilir. Ancak bu mikrobiyal
florasinin en 6nemli Gyelerini bakteriler olusturmaktadir. Protista, mantar ve arkeler 6zellikle
odun ve odun doklntuleri ile beslenen termit ve odun hamam bdceklerinde bulunur ve
muhtemelen sindirimde rol alirlar. Bakteriler ise; ¢ogu bodcek turinin bagirsaklarindaki
organizmalarin timind veya c¢ogunlugunu olusturur. Bdceklerdeki bagirsak mikrobiyal
topluluklari beslenmeyi iyilestirme parazitlere ve patojenlere karsi koruma gibi etkiler
gbstermektedir. Ancak bu bakteri topluluklari, boyut, bilesim ve bagirsak igcindeki konumlari
ve iglevler agisindan buyudk farkhliklar gosterir. Hatta pek c¢ok bécekte, bagirsak bakteri
topluluklari, bir tlr icindeki bireyler arasinda dahi farkliik gésterir ve bu durum o6zellikle
beslenmeye bagli olarak gecici mikroorganizma folarisindan kaynaklanir. Bu duruma 6rnek
verecek olursak; Melanoplus sanguinipes g¢ekirge tlrindn yetiskinleri yaklasik 106, yetiskin
bir Drosophila melanogaster yaklasik 105 bakteri icerir. Bununla beraber bitki 6zleri ile
beslenen boceklerin ¢cogu, ¢cok az bakteri icerir veya hi¢ icermezler, bunun yerine hiicre igi

simbiyontlar barindirirlar. Bdcek bagirsaklarinda yaygin olarak Gammaproteobacteria,



Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Clostridia,
Actinomycetes, Spirochetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria filumlari bulunur.

Bdceklerin bakterilerle olan simbiyotik yasamina baktigimiz zaman; Wolbachia pipientis,
Spiroplasma species ve Hamiltonella defensa gibi simbiyont tlrler konakgilarini istila eden
patojen mikroorganizmalardan ve larvalardan korumalari sebebi ile konakgilari igin genel
olarak faydalidirlar. Diger bir 6rnek olan W. pipientis ise konakgilara fayda saglamadan kendi
¢agolmalarini destekleyebilirler, ancak bu "bencil" ortak yasam da bile ev sahiplerine fayda
saglayabilirler; érnegin, Drosophila turlerinde W. pipientis'in bazi RNA virUslerinin neden
oldugu enfeksiyonlara kargi korudugu godsterilmistir (Engel 2013). Yine Spiroplasma'lar
konakgilarini nematod parazitlerine karsi korudugu gosterilmistir. Bu drneklerin deneysel
calismalar i1siginda daha da artmasi mumkindur.

Birka¢ arastirmacinin Drosophila bagirsak mikrobiyotasi ile yaptiklari ¢ok sayida kultire
dayall olmayan aragtirmada baskin taksonlarin laboratuvarlar arasinda farkllik gosterdigini
ve diyetten etkilendigini, ancak belirli taksonlarin tekrarlandigini géstermektedir.(Engel 2013)
Ornegin Lactobacillus spp. tiirleri bu baskin tirlerden birisidir.

Bdceklerde bagirsak mikrobiyatasi ile ilgili mikroorganizmalarin tespiti ve karakterizasyonu
icin 6zellikle molekuler yaklasimlar, dnemli bakteri ¢esitliligini ortaya ¢ikarmistir ve bu konuda
literature surekli yeni bilgiler eklenmektedir. Ozellikle, 16S rRNA genlerinin niikleik asit dizisi
yaklagsimlari artik mikrobiyal boécek toplulugu hakkinda ©6nemli yeni verileri ortaya
¢cikarmaktadir. Calismamizda bu nitelikteki bir ¢calismadir.

Calismamizda besiyeri tercihinde hem genel Uretim besiyeri olmasi hem de koloni rengi ve
morfolojilerinin kolay tanimlanmasi sebebi ile literatlr taramasiyla da desteklenerek NA ve
TSA (Merc) besiyerleri tercih edilmis ve ilk ekimler paralel yapiimistir. Ancak iki besiyeri
arasinda bakteri ireme performansi agisindan fark olmamasi sebebi ile daha sonraki ekimler
sadece TSA besiyerine yapilmistir. Ornekler cift ekim yapilarak biri aerop digeri ise anaerop
kavanozda indikator kiti esliginde inklibe edilmistir. Calisma sonucu elde ettigimiz izolatlarin

¢ogu fakultatif anaerop olup zorunlu anaerop érnege rastlaniimamistir.
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API 20 E analiz sonuglarimiz degerlendirildiginde; 6zellikle hedef mikroorganizmaya
yonelik gesitleri olmasi sebebi ile API testleri secilirken analiz 6ncesi bakterinin morfolojik ve
biyokimyasal &zelliklerinin iyi analiz edilmesi gerekmektedir. Calismamizda gram (-) olup
fenotipik ve biyokimyasal analizler sonucu enterik oldugunu disindigimuiz 8 adet izolat API
20 E’nin veri tabaninda olmamasi sebebi ile isimlendirlememis ancak biyokimyasal
karakterizasyonu yapilmistir. Literatlr taramasi yapildiginda APl 20E’nin enterik bakterileri
tur dizeyinde ayirt etmek igin yeterli olmadigini, mikroorganizmalarin taksonomik konumunu
dogrulamak icin mutlaka genomik calismalarin gerekli oldugunu gostermektedir.
Calismamizda API 20 E analiz sonuglarimizi molekiler analizler ile karsilastirdigimizda 17

adet bakteri tlr ya da cins dizeyinde uyumlu bulunurken 7 adet bakteri isimlendirilememisgtir.

Mikrobiyoloji alaninda morfoloji ve biyokimyasal tani tekniklerine ilaveten molekdler
tani tekniklerinin  kullaniminin  yayginlagsmasi, taksonomik arastirmalarda tdrlerin
tanimlanmasinda yeni bir bakis acisi getirmistir. Taksonominin yalnizca morfolojik esaslar
Uzerinden yapilmasi, turlerin dogru teshislerinin guvenirliligini azaltmaktadir. Bu yuzden
tarlerin teshisinde molekuler yontemlerin kullaniimasi oldukga dnemlidir. Bugln pek ¢ok Ulke
molekuler sistematik verilerini bir gen kuatuphanesi olusturmak igin kullanmaktadir

(Gholamzade 2017).

Karasal kinkanatlilar Uzerine yapilan bakteri mikrobiyotasi galismalarindan daha
onemlisi, sucul kinkanathlarin yasam alanlarinin, tarimsal ve igme suyu olarak kullandigimiz
su kaynaklarinda bulunmasi esasiyla, ¢ok daha ehemmiyet kazandigini gérmekteyiz.
Galismamiz sonucunda tur ya da cins duzeyinde tanimlamis oldugumuz 19 adet bakterinin
tarim, ekolojik ve saglik arastirmalarindaki yeri ve ayrica insanlar igin potansiyel potojen

olanlari literatlr esliginde tartigilacaktir.

Bocek bagirsaginda yer alan simbiyont bakterilerin cogu gevresel bakterilerden olugur.
Bocek bagirsagdi topluluklari ile yapilan en eski caligmalarindan birinde, Cingene guvesi
tirtillarinin bagirsaklarinin diyete buyik olgiide bagimh olan ve Pseudomonas ve Bacillus gibi

cevresel ortamlarda yaygin olarak bulunan taksonlara sahip oldugu bulunmustur. (Broderick
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2004). Yine lahana beyaz kelebeginin tirtillarinin bagirsak topluluklari Gzerine yapilan benzer
bir calismada, bagirsak toplulugunda yaygin gevresel taksonlarin baskin oldugu bildirildi.
(Robinson ve digerleri, 2010) Calismamizda da APl 20 E testleri ile yaptigimiz ¢caligmada
Acinetobacter, Aeromonas ve Pseudomonas gibi cevresel izolatlar en fazla tanimlanan

izolatlar olmustur.

Enterobacteriacea ailesi yerylzinde genis yayllim gosterirler; taze suda, toprakta, pis
sularda, bitkilerde, hayvan ve insanlarin digkilarinda, serbest yasayan organizmalarda yer
alirlar. Dogal ortamlari ise insan ve hayvan bagirsaklaridir (Tetik, 2007). Calismamizda

tanimladigimiz bakterilerin cogunlugu Enterobacteriacea familyasina ait izolatlardir.

insanlarda bagirsak mikrobiyotasinin oldukca ©nemli cok (yesi olan E.coli
calismamizdaki 2 farkh bdcek tirinde (Laccobius syriacus Guillebeau, 1896, Hydrophilus
piceus (Linnaeus 1758) izole edilmis olmasi dikkat cekmektedir. E.coli olarak tanimlanan iki
izolat ayrica EMB besiyerinede ekilerek metalik refle gorinimi gdézlemlenerek
dogrulanmistir.
Laccobius syriacus Guillebeau, 1896, Helophorus brevipalpis Bedel, 1881.bdcekten izole
ettigimiz ve hem APl hem de molekiler test sonucu ile Vibrio cholere olarak tanimlanan
bakteri Gram(-) kivrik, hareketli oksidaz ve katalaz testi pozitif 6zelliktedir. Ozellikle balik
patojeni olarak bilinen ve genellikle deniz baliklarinda vibriosize yol actigi bilinmektedir

(Tanrikul ve Cagirgan 2004).

Virllans faktorlerinin olmayigi sebebi ile biyoteknolojik ©6neme sahip olan
Pseudomonas putida; tim genomu cikarilmis olan c¢evresel bakteridir. P. putida suslari,
organik c¢ozuculere ve diger cevresel streslere kargi dikkate deger bir direng gosterirken,
ksenobiyotik bilesikler de dahil olmak Uzere ¢ok cesitli kimyasallari parcalayabilir, bu da P.

putida suslarini cok degerli biyokatalizér olmasini saglamaktadir (Nogales 2020).

Calismamizda en fazla izole edilen bakteri Aeromonas olmustur. Akuatik ¢evrenin

normal faunasinda bulunan aeromonaslarin su ortaminda fazlaca bulunmasi ve daha onceki
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¢alisma deneyimizle bu durum 6ngérebildigimiz bir sonug olmustur. Aeromonas hydrophila,
yaygin olarak tatl ve tuzlu sularda, klorlu ve klorsuz igme sularinda ve toprak dahil olmak
uzere gesitli habitatlarda bulunur. Sicak ve sogukkanli hayvanlar icin patojendir. Cesitli
virilans faktérlerine (aerolizin/hemolisin, proteazlar, lipazlar, DNAazlar vb.) sahip olan bu
bakteri insanlarda yara enfeksiyonlari, sepsis, su salginlari ve gida kaynakli gastroenteritte
yol acarlar (Natiq H, 2014). En énemli patojenler Aeromonas hydrophila, A. caviae ve A.
veronii biovar sobria'dir. Enterobacteriaceae ailesi Uyelerine morfolojik olarak benzemeleri

sebebi ile tanimladigimiz bakterilerin blylk ¢ogunlugunu olusturmuslardir.

Acinetobacter cinsi bakterilerin taksonomisinde son 30 yildan bu yana DNA-temelli
metotlarin yaygin kullanimi sayesinde 6nemli degisiklikler kaydedilmistir. Tanimlanan tur
sayisl her gecen gun artmaktadir. Acinetobacter izolatlarinin cins diizeyinde tanimlanma igin
fenotipik 6zellikleri yeterlidir. Bununla birlikte mevcut konvansiyonel veya ticari biyokimyasal
yontemler ile tir dizeyinde tanimlanamazlar. Ozellikle klinik olarak énemli tirler olan A.
baumannii, A. nosocomialis, A. pittii ve A. calcoaceticus biyokimyasal testler ile
ayrimlanamazlar. Bu nedenle bu dort bakteri turt A. baumannii complex (ABC) bashgi
altinda toplamistir. (Esen B.2020). Acinetobacter cinsine ait bakteriler hareketsiz
organizmalar olarak karakterize edilir. Ancak son zamanlarda yapilan birka¢ c¢alisma
Acinetobacter’lerde segirme ve kaynama seklinde iki tip hareket tanimlanmis ve &zellikle
nemli kosullar altinda kati ylzeylerde bu hareketi meydana getirdikleri ifade edilmis ve bu
durum virllans ile iligkilendirilmistir. Calismamizda tanimlanmis oldugumuz 2 adet
Acinetobacter izolatinda hareket gézlenmistir. (Alexandra Machen,2019)

Yapilan ¢alismalar yeni hasere kontrol dnlemlerinin uygulanmasi igin béceklerin bagirsak
mikrobiyotasini dikkate alinmasi gerekliligini ve diger bakterilerin entemopatojenik rollerinin
arastirilmasini ortaya koyuyor. Bdceklerin genis ekolojik ve taksonomik cesitliligi, bagirsak
mikrobiyotalari hakkinda genelleme yapmayi zorlastiriyor. Calismamizdan elde ettigimiz
verilerin bécek mikrobiyotasi hakkinda giincel veri sunacagi ve gelecekteki arastirmalar igin

literatlire katki saglayacadi kanaatindeyiz. Calismamizda elde edilen bakterilerin blyik
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¢ogunlugu insanlar icin patojen olup, boéceklerin besin kaynagi olma potansiyellerinin
gelecekte daha fazla artacak olmasi sebebi ile, besin kaynadi olarak kullaniimasi durumunda
tasimis oldugu risklerinde ortaya koymaktadir. Clnku protein degeri bakimindan degerli olan
ve gelecegin alternatif besin kaynaklarindan birine aday olan bu bdceklerin tiketilmesinin,
firsat¢l patojenler sebebi ile dzellikle immin sistemi dislk kisilerde risk teskil edebilecegi
kanaatindeyiz. Calismamiz ile bu potansiyel patojen bakteriler kismende olsa tanimlanmistir.
Bdlgemizde gecmis yillarda yapilan calismalar dikkate alindidinda; yapmis oldugumuz
c¢alismanin; ileride yapilacak olan tarimsal, ekolojik ve tibbi alanlardaki ¢alismalarda kaynak
olabilecegine, biyolojik muicadelede yeni ybntem ve metotlarin bulunmasinda yol
goOsterecedine ve bu alanda yapilacak ¢alismalar ile bilim dinyasina yeni tirlerin ilavesinin
mimkin olacagina inanmaktayiz. Calismamiza konu olan turlerin yasadigi ekosistemin
besin zincirinde, mikrobiyal analiz sonucu ortaya ¢ikan mikroorganizmalar ile ileride
yapilacak olan; mikrobiyolojik ¢alismalar ve gevresel sorunlar gibi ¢alismalar icin yeni veri
olusturacaktir
6.SONUC

Proje verilerimiz degerlendirildiginde;

1. Calismamiz sonucunda 16 adet bakteri tlr dizeyinde 2’si ise cins dulzeyinde
tanimlanmistir

2. Cahsmamiz sonucu elde ettigimiz izolatlar ile yeni bir bilimsel alan olan ve her gegcen
gun ilerleyen Entomopatoloji'ye ve Ulkemizin biyolojik zenginliginin ortaya
cikariimasina katma deger saglayacagina inanmaktayiz.

3. Calismamiz uUlkemizde daha 6nce calisiimis faunalardan farkh olup, sucul kinkanath
faunasi ile yapilan ilk mikrobiyota calismasi olmustur. Arastirma bulgularimizin ileride
yapilacak ekolojik ¢alismalar igin, bakteri ve bécek popullasyonlarinin birbirleriyle olan
iliskilerini incelemede, biyo-cesitlilik ve tarimsal micadele vakalarinda temel kaynak
verisi olabilecektir.

4. Elde ettigimiz izolatlarin c¢esitli enzimatik aktiviteleri belirlenerek  6zellikle
entomopatojenik potansiyellerinin arastirilarak, toksikolojik ¢alismalarda veri havuzuna
katki sagladigini dusunmekteyiz.

5. Projeden elde ettigimiz verilerin akademik degeri yuksek dergilerde yayinlanmasi ve

s06zli sunum olarak sunulmasi planlanmaktadir
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7. TESEKKUR
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TABLO VE SEKIL LISTELERI

Sekil 1: Test ettigimiz API 20 E Stripleri ve proje ¢alismalarindan gortntiler
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Tablol. Toplanilan bécek tirleri ve lokalite bilgileri

Bocek tiiri Koordinatlar Rakim Toplanma Toplanma Yeri
(metre) zamani

Anacaena rufibes 40°03"01' K Karasu Cayi / Yolgegti kdyl /
(Guillebeau, 1896) 41°31'"23'D 1853 25.05.2020 Yakutiye / Erzurum
Microlaccobius  gracilis | 40043"00' K Karasu gayi / Kiigukgegit/
gracilis Moutschoulsky, | 41°18"36' D 1558 26.05.2020 Askale/ Erzurum
1855
Berosus spinosus | 40043"00' K Karasu gayi / Kiigukgegit/
(Steven 1808) 41°18"36' D 1558 26.05.2020 Askale/ Erzurum
Berosus spinosus | 40043'00' K Karasu gayi / Kiigukgegit/
(Steven 1808) 41018"36' D 1558 26.05.2020 Askale/ Erzurum
Hydrobius fuscipes | 39933"10' K Baskdy Cayi/ Ovagevirme /
(Linnaeus 1758) 42019"30' D 1722 15.06.2020 Hinis / Erzurum
Helophorus hilaris | 39933"10' K Baskdy Cayi/ Ovagevirme /
Sharp, 1916 42019"30' D 1722 15.06.2020 Hinis / Erzurum
Helophorus  aquaticus | 4002111061 K Kuzgun baraj baglanti suyu /
(Linnaeus, 1758) 4100811001 D 2109 13.07.2020 Pazaryolu / Erzurum
Laccobius syriacus 4002111061 K 2109 13.07.2020 Kuzgun baraj baglanti suyu /
Guillebeau, 1896 410081100 D Pazaryolu / Erzurum
Helochares obscurus 40047"39' K 1179 13.07.2020 Coruh nehri tagkinlari / Asagi
(Miiller 1776), 41038'"15' D Ozbag / ispir / Erzurum
Hydrochara caraboides | 40038'38' K 1453 22.08.2020 Yellitepe deresi / Arili / Tortum
(Linnaeus 1758) 41°32149' D / Erzurum
Enochrus  fuscipennis | 40043/21' K 1441 22.08.2020 Kaleboynu ¢ayi / Senyurt /
(Thomson 1884) 41044121' D Tortum / Erzurum
Laccobius simlutatrix 39040"38' K 2164 01.09.2020 Cat Baraji / Karageyh koyl
d’Orchymonth, 1932 41007"09' D mevki/ Cat / Erzurum
Enochrus 39039137 K 2133 01.09.2020 Cat Baraji Budaklar Deresi /
quadripunctatus (Herbst | 41°03"19' D Gat / Erzurum
1797)
Hydrophilus piceus | 40017'"52' K 2198 03.09.2020 Kizilgegit deresi, Hurriyet
(Linnaeus 1758) 41049'"21' D Mahallesi / Tekman/ Erzurum
Paracymus aeneus | 40017'"52' K 2198 03.09.2020 Kizilgegit deresi, Hurriyet
(Germar 1824) 4104921' D Mahallesi / Tekman/ Erzurum
Coelostoma orbiculare | 41°11"04' K 1852 12.09.2020 Oltu gayi / Visneli / Oltu /
(Fabricius 1775) 42009"36' D Erzurum
Helophorus brevipalpis | 40047'14' K 1866 12.09.2020 Norman gayi/ Toprakkale /
Bedel, 1881 42038'27' D Oltu / Erzurum
Laccobius striatulus | 41015"05' K Melikoglu deresi / Aksar /
(Fabricius 1801) 42034152' D 1858 12.09.2020 Senkaya / Erzurum
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Tablo 2: izole edilen bakterilerin biyokimyasal fenotipik 6zellikleri ve APl 20E analiz sonuglar

izole edilen bocek

Oksijen toleransi

API 20 E Test Sonucu

Stok Koloni Morfolojisi Boyutu ve Gram Boyanma Ozelligi | Katalaz Oksidaz Hareket KOH ve Ureme
No tiirti (Kontrol Edildi) sicakhgi
FO-5 Laccobius syriacus | Sarimsi, parlak, S koloniler 0.5-1 pm X 1.5-1,8 ym gram(-) kisa | +++ Pozitif + Negati | Aerop-30°C Vibrio cholerae
Guillebeau, 1896 basil f
FO-10 | Laccobius syriacus | Turuncu, parlak, vyaygin, | 0,5-0,8um X 1.5-2,5 ym basil gram(- | +++ Zayif Zayif Negati | Zorunlu aerop API 20 E veri tabaninda
Guillebeau, 1896 koloniler ) pozitif f -30°C olmamas:  sebebi ile
tanimlanamadi
FO-26 | Laccobius striatulus | Agik krem, parlak, mukoid, | 1.0-1.5X 1.5-2 pm gram(-) kok ve | +++ Negatif ++(st Negati | Aerop-30°C Acinetobacter calcoiticus
(Fabricius 1801) S koloniler diplokok kisimda f
FO-27 | Laccobius striatulus | Kenarlan purtikli, krem, R | 0,3-0,5um X 0,5-1,2um gram(-) kisa | +++ Pozitif ++ Negati | Aerop-30°C Pseudomonas putida
(Fabricius 1801) koloniler basil f
FO-31 | Laccobius syriacus | Aglk krem, yuvarlak, mat | 0,7X-1,5um gram(-) kokoid +++ Zayif +++,Gaz Negati | Fakdiltatif anaerop | Escherichia coli
Guillebeau, 1896 koloniler pozitif f
FO-45 | Hydrobius fuscipes | Mat, yuvarlak, kigik | 0,8um X 1um gram(-) kisa basil +++ Pozitif ++ +++ Negati | Aerop-30 °C Pseudomonas
(Linnaeus 1758) koloniler f fluorescens/ putida
FO-51 | Helophorus Yaslandikgca R koloni | 0,2-0,4um X 2-2,5um gram(-) kisa | ++ Pozitif + Negati | Aerop-30°C Vibrio cholerae
brevipalpis Bedel, | olusturan krem koloniler basil f
1881
0-57 Laccobius  striatulus | Turuncumsu, yuvarlak mat | 0,2-0,3um gram(-) basil + zayif Pozitif ND Negati | Aerop-30°C API 20 E veri tabaninda

(Fabricius 1801)

koloniler
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olmamasit  sebebi ile
tanimlanamadi
FO-62 | Coelostoma orbiculare | Sari pigmentli, mat 0,8-1ym X 3-4um gram (-) kokobasil | + Negatif ND Negati | Aerop-30°C API 20 E veri tabaninda
(Fabricius 1775) S koloniler ve basiller f olmamas:  sebebi ile
tanimlanamadi
FO-63 | Helophorus aquaticus | Sari  pigmentli, parlak | 0.8-1X1.5-3 ym civari gram(-) basil ++ Pozitif - Negati | Aerop-30°C API 20 E veri tabaninda
(Linnaeus, 1758) koloniler f olmamas:  sebebi ile
tanimlanamadi
FO-71 | Helochares obscurus | Krem, mat yaygin koloniler 0,7-0,9X1-3um gram (-)kokobasil ++ Pozitif +++,GG Negati | Aerop-30°C Aeromonas  hydrophilia
(Miiller 1776), f veroni
FO-74 | Microlaccobius gracilis | Ten rengi parlak koloniler Gram(-) kokobasil + Pozitif +G Negati | Aerop-30 °C Aeromonas
gracilis f hydrophilia/cavia/sobria
Moutschoulsky, 1855
FO-77 | Hydrophilus piceus | Acik turuncu parlak koloniler | 1,2um X 1,5-2uym gram(-) basil +++ Zayif +G Negati | Aerop-30°C Escherichia coli
(Linnaeus 1758) pozitif f
FO-82 | Helochares obscurus | Klguk yuvarlak mat koloniler | 0,6-0,8um X 2-4uym gram(-)ince | Negatif Pozitif ++ Negati | Aerop-30°C API 20 E veri tabaninda
(Muller 1776), basiller f olmamas:  sebebi ile
tanimlanamadi
Oksijen toleransi API 20 E Test Sonucu
Stok izole edilen bdcek Koloni Morfolojisi Boyutu ve Gram Boyanma Ozelligi | Katalaz Oksidaz Hareket KOH ve Ureme
No tiirti (Kontrol Edildi) sicakhgi
FO-96 | Berosus spinosus | Akigkan mukoid koloniler 0,5-0,6um X 2,5-4um gram(-) ince | Negatif Pozitif + Negati | Aerop-30°C Aeromonas hydrophilia

(Steven 1808)

basil
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FO-97 | Berosus spinosus | Kiglk krem koloniler 1-1,5um X 0,8um gram(-) ince basil + Negatif + Negati | Aerop-30°C Pantoea sp.
(Steven 1808) f
FO- Laccobius simlutatrix | Kokulu, krem renkli parlak, | 3um X 1um gram(-) basil +++ Negatif ? Negati | Aerop-30°C API 20 E veri tabaninda
101 d’Orchymonth, 1932 R koloniler f olmamas:  sebebi ile
tanimlanamadi
FO- Paracymus aeneus | Agik krem yaygin koloniler 1-1.5X 2 pm, gram(-) kokobasil +++ Negatif + Negati | Aerop-30°C Acinetobacter  baumanni
103 (Germar 1824) f \calcoaceticus
FO- Paracymus aeneus | Krem parlak koloniler Gram(-)kokobasil Pozitif Pozitif + Negati | Aerop-30°C Aeromonas
105 (Germar 1824) f hydrophilia/cavia/sobria
FO- Hydrochara Krem parlak koloniler 1,2um gram(-) kok +++ ND - Negati | Aerop-30°C Acinetobacter sp.
108 caraboides (Linnaeus f
1758)
FO- Anacaena rufibes Acik krem mat koloniler. Gram(-) kokobasil +++ Negatif ++ Negati | Aerop-30°C Acinetobacter
110 (Guillebeau, 1896) f calcoaceticus
FO- Enochrus Krem mat, R koloniler lym X 4-6 pym gram(-) ince uzun | +++ Negatif - Negati | Aerop-30°C API 20 E veri tabaninda
118 quadripunctatus basiller f olmamas:  sebebi ile
(Herbst 1797) tanimlanamadi
FO- Enochrus fuscipennis | Agik krem mat, S koloniler 0,8um X 2-3um, gram(-)basiller +++ Negatif ++ Negati | Fakdltatif anaerop | Serratia plymuthica
122 (Thomson 1884) f
FO- Paracymus aeneus | Krem yaygin, parlak | 0,8um-1X 2,5um gram(-) kisa | +++ Pozitif +++,G Negati | Aerop-30 °C Aeromonas dhakensis
130 (Germar 1824) koloniler basiller f
FO- Paracymus aeneus | Aclk krem parlak, S koloniler | 1um c¢apinda gram(-) koklar +++ Negatif - Negati | Aerop-30°C Acinetobacter calcoiticus
132 (Germar 1824) f

ND: belirlenemedi, +++; kuvvetli pozitif, G; gaz olusumu
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https://bacdive.dsmz.de/strain/8057
https://bacdive.dsmz.de/strain/8057
https://bacdive.dsmz.de/strain/5154
https://lpsn.dsmz.de/species/aeromonas-dhakensis
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