Kirsehir Ahi Evran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi
(Journal of Kirgehir Ahi Evran University Faculty of Agriculture) KU Z

: . Ahi Ziraat Der - J Ahi Agri
7y & e-ISSN: 2791-9161
94 TEA K“\" https://dergipark.org.tr/tr/pub/kuzfad

1992

Arastirma makalesi

Sitona puncticollis Stephens, 1831 (Coleoptera: Curculionidae) tiiriiniin
sindirim sistemi bakteri florasinin incelenmesi?

Hatice OGUTCU™ |, Yasemin ERBEY?, Mahmut ERBEY?

IKirsehir Ahi Evran Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, 40100, Bagbas1 Kirsehir.

2 Kursehir Ahi Evran Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Tibbi Hizmetler ve Teknikler
Boliimii, 40100, Bagbasi Kursehir.

3Kirsehir Ahi Evran Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, 40100,
Bagbasi Kirsehir.

* Sorumlu yazar (Corresponding author): hogutcu@gmail.com

Makale alinig (Received): 23.06.2022 / Kabul (Accepted): 16.08.2022 /Yaymlanma (Published): 16.12.2022

0z

Bu ¢alismada, ekolojik ve ekonomik onemi olan Curculionidae (Coleoptera) familyasindan Sitona
puncticollis Stephens, 1831 (Curculionidae: Entiminae) tiiriniin sindirim sistemindeki bakteri florast
incelenmistir. Bu organizmanin yonca (Medicago sativa L.) bitkisinde konukgu oldugu ve popiilasyon
artisiyla birlikte dnemli zararlar verdigi ifade edilmektedir. S. puncticollis tiirleri Ozbag kasabasi
(Kirgehir) civarinda bulunan yonca tarlalarindan atrapla siipirme teknigi kullanilarak toplanmustir.
Ornekler steril tiipler igerisinde canli olarak laboratuvara getirilmis, disekte edilerek sindirim kanallart
cikarilmis ve bakteri izolasyonu yapilmistir. Bakteriyolojik inceleme sonucunda tek bir izolat elde
edilmis, tanimlanmasi i¢in morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testler uygulanmistir. Testler
neticesinde; izolatin Gram pozitif, hareketsiz, nutrient agar ve kanli agardaki kolonileri pigmentsiz, 15-
37°C sicaklik araliginda optimum biiyiime gosterdigi ve tuz toleransinin %10 NaCl oldugu
belirlenmistir. Elde edilen verilerin zararlilara kars1 yapilacak biyolojik miicadele konusunda énemli bir
alt yap1 olusturacagi degerlendirilmektedir.
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Research article

Investigation of the Bacterial Flora of the Digestive System of Sitona
puncticollis Stephens, 1831 (Coleoptera: Curculionidae)

ABSTRACT

In this study, the bacterial flora in the digestive system of Sitona puncticollis Stephens, 1831
(Curculionidae: Entiminae) from the Curculionidae (Coleoptera) family, which has ecological and
economic importance, was investigated. It is stated that this organism causes significant damage with
the increase in population on the host alfalfa (Medicago sativa L.) plants. S. puncticollis species were
collected from the alfalfa fields around the town of Ozbag (Kirsehir) using the scraper sweeping
technique. The samples were brought to the laboratory alive in sterile tubes and dissected, the digestive
tracts were removed and bacterial isolation was made. Morphological, biochemical and physiological
tests were applied to identify a single isolate as a result of bacteriological examination. As a result of
the tests; it was determined that the isolate is gram positive, motionless, colonies on nutrient agar and
blood agar are non-pigmented, optimum growth temperature range is 15-37°C and salt tolerance is 10%
NaCl. It has been emphasized that the data obtained will form an important infrastructure for biological
control against pests.
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Giris

Curculionidae; Coleoptera takiminin tiir sayis1 bakimindan en zengin familyalarindan biridir.
Bu familya, iiyelerinin bas kisimlarinin ileriye dogru uzamasiyla olusan hortumdan dolay:
“Hortumlu Kinkanathilar” olarak bilinmektedir. Kinkanatlilarin biiytik bir kismi Polyphaga
alttakimina aittirler. Curculionidae familyas1 bu alttakim igerisinde yer almaktadir (Borror vd.
1989).

Arastirmamizda yer alan Curculionidae familyasi, ekonomik ve ekolojik dneme sahip olan
organizma grubudur. Bu familyaya ait tiirlerin birkaci1 disinda tiimii fitofagdir (Ross 1963).
Familya icindeki larva ve ergin bireyler bitkilerin kok, govde, yaprak ve meyveleriyle
beslenmektedir (Mihajlova 1978). En ¢ok zarar verdigi donem larva donemidir. Pupa dénemini
ayni bitki iizerinde veya toprakta gegirdikten sonra ¢ikan ergin zarara devam etmektedir
(Richard ve Davies 1977). Cigneyici tipte olan ag1z pargalart hortumun ucunda yer almaktadir.
Mandibullar ¢ok degisik sekillerde olmakla birlikte genellikle kii¢iik ve hanger seklinde
goriinmektedir. Mandibullarin i¢ yiizeyi genellikle disli, dis ylizeyi diizdiir. (Marvaldi ve
Lanteri 2005). Ulkemizde zirai, tarimsal ve ormanlik alanlar olduk¢a yogun bulunmaktadir.
Familya bireyleri ekonomik 6nemi olan bitkilerde, tarimsal iiriinlerde ve ormanlik alanlarda
onemli derecede zararlar meydana getirmektedirler.
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Kirsehir ili tarim ve zirai faaliyet agisindan oldukga etkili bir ilimizdir. Hayvanciligin yogun
yapilmasi sonucunda tarmmsal {iriinler ve oOzellikle de yem bitkileri 6nemli oranda
yetistirilmektedir. Curculionidae (Coleoptera) familyas1 bireyleri ise fitofag olduklar1 igin
oldukc¢a zararli bir grubu teskil etmektedirler. Bu familya bireyleri bircok bitkisel {irtinde
onemli Ol¢iide iiriin kayiplarina neden olmaktadir. Bunlardan birisi de yonca bitkisidir.
Kirsehir’de hayvancilik yapildigi i¢in yonca yaygin bir sekilde ekilmektedir. Dolayisiyla yonca
bitkisinde zararli olan bu organizma grubu yonca verimliligini dogrudan etkilemektedir.
Tarimsal iirlinlerde zararli olan organizmalara kars1 birgok miicadele yontemi uygulanmaktadir.
Son zamanlarda bagirsakta yer alan bakteri florasinin tespiti ve buna bagh olarak
gergeklestirilen biyolojik miicadele bu yontemlerden biridir. Literatiir incelendiginde Sitona
puncticollis tiiriiniin yoncada yaygin bir yayilis gosterdigi belirlenmistir (Lodos vd. 2003,
Avgin ve Colonnelli 2011).

Bu c¢alismada, S. puncticollis Stephens, 1831 (Curculionidae: Entiminae) tiiriiniin sindirim
kanalinda bulunan bakteri florasinin tespit edilmesi amag¢lanmistir. Elde edilen verilerin
biyolojik miicadeleye katkisinin olacagi degerlendirilmektedir.

Materyal ve Yontem

Sitona puncticollis ’in Sindirim Sisteminden Bakteri Izolasyonu

S. puncticollis tiirleri yonca tarlalarindan atrapla siipirme teknigi kullanilarak toplanmis ve

steril tiipler icerisine konulmustur. Ornekler canl bir sekilde laboratuvara getirilmistir (Sekil
1).

1 mm @ 1 mm

Sekil 1. Sitona puncticollis; a- Lateral gortiniim, b- Dorsal goriiniim

Orneklerin teshisi Dog. Dr. Mahmut ERBEY tarafindan yapilmis ve numuneler hijyenik
kosullarda disekte edilerek sindirim kanallar1 ¢ikarilmistir. Cikarilan sindirim kanallar1 steril
fizyolojik tuzlu su igerisinde cam baget ile ezilerek, vorteks yardimiyla homojenize edilmistir
(Sekil 2a ve Sekil 2b).
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Sekil 2. a- Steril tiip icerisindeki canli 6rnekler b- Cikarilmis sindirim kanali

Elde edilen homojenattan ayr1 ayri 10 cm ¢apinda igerisinde steril nutrient agar bulunan
petrilere yayma plak yontemiyle ekim yapilmistir. Bunun i¢in orijinal 6rnekten otomatik pipet
yardimiyla 1000 pl alinarak petrilere aktarilmis, alkol ile steril edildikten sonra iyice yakilarak
steril edilmis drigalski spatiilii ile tiim agar yiizeyine yayilmistir. Sonra petriler aerob ve anaerob
sartlarda 32°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda gelisen farkli
koloniler segilerek saflastirilmak amaci ile nutrient agar petrilerine ekim yapilmistir.

Izolatin Morfolojik, Biyokimyasal ve Fizyolojik Testleri

Izolatlarin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde, Gram boyama ve % 4’likk yumusak
agarda hareketlilik testleri yapilmistir (Orhan 2013, Ogiitcii ve Algur 2014). Biyokimyasal
ozelliklerin belirlenmesi igin ise; katalaz, oksidaz, hemoliz, Voges-Proskauer, Simmon sitrat ve
lic sekerli demir agar testleri yapilmustir (Tetik 2007, Temiz 2010, Ogiitii vd. 2010, Adigiizel
vd. 2010, Celebi 2012). Bakteriyal izolatlarin fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla;
tuz toleranslar1 6l¢iilmiis ve farkli sicakliklarda tireme yetenekleri tespit edilmistir (Tetik 2007,
Celebi 2012, Orhan 2013, Ogiitcii ve Algur 2014).

Bulgular ve Tartisma

Calisma sonucunda, S. puncticollis Stephens, 1831 (Curculionidae: Entiminae) tiiriiniin
sindirim sisteminden tek bir izolat elde edilmis ve YHS-2 olarak kodlanmistir.

Elde Edilen Izolatin Morfolojik Test Sonuclar:

YHS-2 izolatinin yuvarlak (kok) sekilde, Gram pozitif ve %4’lik yumusak nutrient agar’da

yapilan hareketlilik testi sonucunda hareketsiz oldugu belirlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Bakteriyel izolatin Morfolojik Ozellikleri

izolat Gram Boyama Hiicre Sekli Hareket

YHS-2 + kok -
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Elde Edilen Izolatin Biyokimyasal Test Sonu¢lar

Katalaz ve oksidaz testlerinde YHS-2 izolatinin negatif sonug verdigi tespit edilmistir. Hemoliz
testinde ise YHS-2 izolati kanli agar besiyerinde hemolitik zon olusturmamuistir. Yine YHS-2
izolat1 glikoz metabolizmasi sonucu metil kirmizisi besiyerinde renk degisimi meydana
getirmemistir. Glukoz fosfat peptonlu su ile yapilan Voges-Proskauer testi sonucuna gore ise;
YHS-2 izolatinda pembe renk degisimi gerceklestigi icin pozitif olarak degerlendirilmistir.
Simmon sitrat agara ekim yapilarak uygulanan sitrat test sonucunda, YHS-2 izolat1 sitrat1 tek
karbon kaynagi olarak kullanmadig1 i¢in yesilden maviye renk degisimi gozlenmemis ve
negatif olarak belirlenmistir. Ug sekerli demir agar testinde izolatin hidrojen siilfiir

olusturmadig1 gozlemlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Bakteriyel Izolatin Biyokimyasal Test Sonuglari

izolat Katalaz Oksidaz Hemoliz MR VP Sitrat TSI H.S TSA
Glikoz Laktoz- Gaz
sakkaroz
YHS-2 - - + - + - + - - - +

Elde Edilen Izolatlarin Fizyolojik Test Sonuglar:

YHS-2 izolatinin %10’a kadar tuzu tolere ettigi ve farkli sicakliklarda tireme oOzelligi
incelendiginde ise YHS-2 izolatimn 15-37°C arahiginda biiyiiyebildigi tespit edilmistir
(Tablo3).

Tablo 3. Bakteriyel izolatin Fizyolojik Test Sonuglart

izolat %10 NaCl %15 NaCL 15°C 37°C 45°C
YHS-2 + - + + _

Sonug¢

Bu ¢alismada, S. puncticollis (Curculionidae: Entiminae) tiirliniin sindirim kanali ¢ikarilmis ve
bakteriyal florasi incelenmistir. S. puncticollis tiirliniin sindirim sisteminde, morfolojik,
biyokimyasal ve fizyolojik testler sonucunda elde edilen YHS-2 izolatinin; Gram pozitif,
fakiltatif anaerob, oval, hareketsiz ve sporsuz, nutrient agar ve kanli agardaki kolonileri
pigmentsiz, diiz, piiriizsiiz ve dairesel, 15-37°C sicaklik araliginda biiyiiyebildigi ve tuz
toleransinin %10 NaCl oldugu belirlenmistir (Tablo1, Tablo2, Tablo3).

Dharne vd. (2006), mikrobiyal simbiyontlarin bdceklerin sindirim kanalinda bulunan
patojenlerin yayilmasiin kontroliinde ve dolayisiyla biyolojik miicadelede etkili olarak
kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Muratoglu vd. (2009), patates bocegi olan Leptinotarsa
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decemlineata (Coleoptera: Crysomelidac)’dan yeni bir bakteri izole etmisler ve bu bocegin
larvasi {lizerinde insektisidiyal etkisini test etmislerdir. Elde edilen sonuclarin (Ld4 izolati) L.
decemlineata 'nin biyolojik kontroliinde etkili olabilecegini ifade etmislerdir. Yine Muratoglu
vd. (2011), 6nemli bir ladin zararlis1 olan Ips typographus (L.) tiirlinden 8 bakteri izolati
(Bacillus sphaericus, Acinetobacter sp., Kluyvera cryocrescens, Acinetobacter sp., Vagococcus
sp., Acinetobacter sp., Proteus vulgaris ve Serratia liquefaciens) elde etmislerdir. insektisidiyal
etki sonuglarma gore en yiiksek etkiyi gosteren Serratia liquefaciens bakterisinin Ips
typographus tiiriine kars1 biyolojik kontrol 6zelligine sahip oldugunu belirtmislerdir.

Boceklerde sindirim sistemi, mikrobiyal koloniler ve bakteriler i¢in 6nemli bir ortam olmasinin
yanisira mikrobiyal topluluklari1 etkileyen ¢ok farkli morfolojik ve fizikokimyasal faktorler
icerdigi ifade edilmistir. Boceklerin sindirim sisteminde yeralan bakteriler, onlarin immiin
sistemini parazit ve patojenlere karsi korudugu ancak bu rollerinin heniiz tam olarak bilinmedigi
belirtilmistir (Engel ve Moran 2013).

Sonug olarak; tarimsal {irlinlerde zararli olan organizma gruplarina karsi yapilan miicadele
oldukc¢a 6nem kazanmaktadir. Bu zararlilara kars1 yapilan kimyasal (pestisitler vb.) miicadele
yetersiz kalmakta ve etkin sonu¢ alinamamakta dolayisiyla bu gruplara karsi biyolojik
miicadele 6n plana ¢ikmaktadir. Yapilan calismalar incelendiginde son zamanlarda gerek
diinyada ve gerekse iilkemizde biyolojik miicadele yoOntemleri {iizerinde duruldugu
goriilmektedir. Bu amagla zararlilarin sindirim sistemlerindeki bakteri floralar tespit edilmekte
ve bu mikroorganizmalarin 6zellikleri belirlenerek biyolojik kontrol konusunda stratejiler
gelistirilmektedir. Bu ¢alismada Curculionidae (Coleoptera) familyasindan S. puncticollis
(Curculionidae: Entiminae) tiiriinlin sindirim sistemindeki bakteri florasi tespit edilmis ve
ozellikleri belirlenmistir. Boylelikle elde edilen verilerin bu zararlilara kars1 yapilacak biyolojik
miicadele konusunda onemli bir alt yap1 olusturacagi degerlendirilmektedir. Bu ¢alismanin
ileride bu tiir ile 1lgili yapilacak caligsmalara 151k tutacagi da diistintilmektedir.

Tesekkiir

- Bu calisma Ahi Evran Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi, No: Fen.4003/2.13.002, 201,
2013’1u proje ile desteklenmistir.

- Bu ¢alisma Kirsehir Ahi Evran Universitesi Fen Bilimleri 6grencisi Yasemin ERBEY’in
Yiiksek Lisans Tezinin bir kismindan yararlanarak hazirlanmistir.

Cikar Catismasi

Makalenin hig¢bir yazari i¢in bilinen ya da olas1 bir ¢ikar ¢atismasi yoktur.
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