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Xiphydria prolongata odun yaban arisinda bagirsak bakteri florasinin
karakterizasyonu
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Ozet — Xiphidriidlerin larvalari aga¢ kurdudur ve bilindigi yerlerde agaclarin ve calilarin zayiflamis veya
O0lmekte olan kii¢iik dallarini tercih ederler. Baz1 Nearktik ve Palearktik tiirlerin konakgilar: arasinda Acer,
Alnus, Betula, Salix, Populus, Tilia, Ulmus, Carpinus ve Fagus gibi bitkiler bulunur. Xiphydria prolongata
(Geoffroy, 1758) agirlikli olarak Salix, Populus ve Ulmus gibi genis yaprakli agaglarda kolonize olur.
Larvalar1 s6giit agaglarinin yesil kabuklu govdeleri ile beslenir ve agacin gelisimine zarar verir. Bitkilerin
seliiloz gibi dokularmi sindirebilmek i¢in bu bocekler mantarlar ve bakteriler ile simbiyoz bir iliski
icerisindedirler. Xiphydria cinsine ait diger bazi tiirlerin mantar simbiyontlar1 hakkinda literatiir bilgisi
olmasina ragmen bakteri simbiyontlari hakkinda ¢alisma yoktur. Yapilan ¢alisma ile X. prolongata tiiriiniin
bagirsak bakteri florasi 16S metabarkotlama teknigi ile karakterize edilmistir. Yeni nesil dizileme teknigi
kullanilarak 16S rRNA genlerinin VV3-V4 hiper-degisken bolgesinin amplikonlari ileri ve geri yonlii
dizilenmistir. Elde edilen kisa okumalarin karakterizasyonu Qiime2 yazilimi kullanilarak linux ortaminda
gerceklestirilmistir. Tanimlanan MOTU’lerin taksonomik statiileri Silva v138 veritabani referans alinarak
%97 benzerlik oranina gore olusturulmustur. Takson atama analizleri sonucunda tanimlanan bakterilerin
cogunlugunun Proteobacteria subesine ait olduklar1 anlasilmistir. Bagirsak florasinin biiylik kismini
(%91,52) Sodalis cinsine ait bakteriler olusturmaktadir. Sodalis bakteri tiirlerinin bocek bagirsaginda
biyofilmler olusturmasi ve bazi vitaminleri liretmesi dikkat ¢ekmektedir. Calisma kapsaminda bagirsak
florasinda bulunan yaygin bakteri cinsleri Sphingomonas ve Pseudomonas olarak belirlenmistir. Bu
bakterilerin insektisit direncliliginde rolii oldugu calismalarda gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler — Xiphydria Prolongata, 16S Metabarkotlama, Bagwrsak Mikrofloras:, Yeni Nesil Dizileme, Odun Yaban
Arisi.

I. GIRIS yumurtalarini 2 ila 3 mm kalinlhktaki kabuk

Xiphydria  prolongata  (Geoffroy,  1758) kisimlarinin gatl'flm}s . ?b('jlgelgrine birakirlar.
(Hymenoptera: Xiphidriidae) tiirii Xiphydria cinsine ~ Larvalari kon'f‘k bitkilerinin yesil ka‘puklu govde
ait tanimlanmis 36 tiirden biri olup, konak bitki Kisminda delik acarak besle.nme{ermden oturu
olarak ozellikle fizyolojik agidan zayiflamig sogit k?naga zarar verirler. Tek b}r gO\ideden ¢ikan
agaclarmni tercih ettikleri i¢in s6giit odun aris1 olarak ytizden fazla crgin .blrey aracihigyla yiiksek bulagik
da bilinirler [1]. Aym1 zamanda kavak, karaagac, oranlarina ulasabilirler [4]. N
kizilagag ve giirgen gibi genis yaprakl agaclarn da X pro]onga@a larvalari, diger odun "arllan.ne‘l
konak bitkileri arasinda yer aldigi rapor edilmigtir Denzer bir sekilde kon'ak‘bltlfllermlp 'seluloz gibi
[2]. Holoarktik yayilis sergileyen bu tiir Tiirkiye’de komplek§ d().kula'lrln{ Slr}dlre‘b%lmek' igin ‘mant'arlar
Salix alba, S. fragilis, Populus nigra, Ulmus V€ bakteriler ile smlblyotll'( bir 11{51(1 }ger}smfi?dlfler:
carpinifolia tiirlerinde tespit edilmistir [3]. Mayis- Bu odun arilarinin obligat simbiyotik iligkileri
Haziran aylari arasinda gergeklesen ergin ¢ikislart hakkmdg gok az bq_gl mevceut .olup, ozellikle
sonrasinda, ~ dollenmis  ergin  disi bireyler ~C¢konomik acidan Oneme  sahip mantarlarin

geleneksel yaklagimlarla tanimlanmasina yoneliktir
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[5]. Konak bitki polimerlerinin monomerlerine
ayristirilarak sindirilebilir diizeye getirilmelerinde
bu mantarlarin  ve  bakterilerin  rollerinin
anlagilabilmesi i¢in bocek ergin ve larval evre
bagirsak florasina odaklanmak ve ilkin asamada
buradaki mikrobiyotay1 tanimlamak gerekmektedir.
Bu kapsamda son yillarda bocek bagirsak
mikrobiyotas1 ve konak bitki arasindaki etkilesime
ve bakterilerin bu etkilesimdeki rollerinin
anlasilmasina yonelik artan bir ilgi vardir. Ornegin,
balsam goknar1 testereli aris1 Neodiprion abietis
(Hymenoptera: Symphyta: Diprionidae) bagirsak
florasinin ~ karakterizasyonuna ve Formicidae
(Hymenoptera: Apocrita) familyasini temsilen dort
cinse ait bagirsak mikrobiyotasinin belirlenmesine
yonelik ¢alismalar sonucunda bu simbiyotik
mikrobiyota tiyelerinin cogunlukla
Pseudomonadota ve Bacteroidota filumlarindan
olduklar1 rapor edilmistir [6], [7]. Ayrica, bu
calismalar sonucunda mikrobiyota bilesenlerinin
bocek konak bitki etkilesimlerindeki potansiyel
islevlerde ¢ok biiylik farkliliklar sergiledikleri
ortaya konmustur [8].

Gilinlimiizde, bocek bagirsak mikrobiyotast hem
kiiltiir bagimli hem de kiiltiir bagimsiz yaklagimlar
kullanilarak tanimlanmaya ¢alisilmaktadir [8].
Ancak, 16S rRNA gen bolgesinin amplikon insasina
ve yeni nesil dizileme (NGS) ile dizilenmesine

dayal1 kiltir bagimsiz molekiiler ekolojik
yaklasimlar, bocek bagirsak mikrobiyotasinin daha
kapsamli bir  karakterizasyonuna olanak

saglamaktadir. Bu kapsamda, bu ¢alismada ilk kez
bir “xiphydrid” iyesi olan sogiit odun aris1 X.
prolongata tiiriiniin bagirsak mikrobiyotasinin ilkin
(onctil) karakterizasyonu kiiltiir bagimsiz  bir
yaklasim  olan  amplikon  dizileme @ ile
gergeklestirilmistir. Dizileme sonuglarina giincel
metabarkodlama  analizleri  uygulanmis  ve
mikrobiyota iceriginin  karakterize  edilmesi
amaclanmustir.

II. MATERYAL VE YONTEM

Calisma kapsaminda X. prolongata tiiriine ait
Sivas Cumhuriyet Universitesi kampiisiinden
toplanan 5 disi birey kullanilmistir.  Arazi
caligmalarinda toplanan ornekler zaman
kaybetmeksizin igerisinde %99’luk etonol (EtOH)
bulunduran bodcek toplama tiipleri igerisine
konulmustur. Laboratuvar ortamina getirilen
orneklerin alkolleri periyodik olarak degistirilerek
calisma zamanina kadar -20 °C’ de saklanmistir.

Sterio mikroskop altinda bdceklerin bagirsaklari
DNA izolasyonu i¢in ayrilmistir. Total genomik
DNA QIAGEN marka (DNeasy Blood & Tissue
Kit) hazir kit kullanilarak gergeklestirilmistir.
Izolasyon basamaklari ilgili firmanin temin etmis
oldugu kitapciktaki  yOnergeler uygulanarak
gerceklestirilmistir.

A. Kiitiiphane Hazirlama ve Dizileme

16S rRNA genlerinin V3-V4 hiper-degisken
bolgesinin bakteri ve arkelere 6zgii evrensel
primerler kullanilarak PCR ile amplikon ingalari
yapilmistir.  Kiitliphane  hazirllkk  asamasinda
saflagtirma ve indeks primerler ile PCR islemleri
gergeklestirilmistir. Hazirlanan kiitiiphane, dizileme
oncesi son konsantrasyonu 10 pM olarak
ayarlanmistir. Illumina Miseq platformunda, 2 x
250 bg ileri ve geri yonlii okumalar (pair-end)
olacak sekilde okunmustur.

B. Biyoinformatik Analizler

Dizilerin kalite skorlarmin kontrol edilmesi
amaciyla FastQC v0.11.5 kullanilmistir. FastQC
profiline dayali olarak ham dizi okumalarindan
adaptorler ve kalitesiz okumalari/dizileri ¢ikarmak
icin Trimmomatik-0.33 program1 kullanilmistir
[10]. Bu asamadan sonraki biyoinformatik analizler
cogu QIIME2 [11] pipeline ile gergeklestirilmistir.
Kimerik  dizilerin  uzaklastirilmas1  QIIME2
icerisinde yer alan DADA2 eklentisi [12] ile
yapilmistir. Sonrasinda Molekiiler Operasyonel
Taksonomik Birimler (MOTUs) QIIME?2 igerisinde
yer alan VSEARCH [13] kullanilarak belirlenmistir.
Bu MOTUlerin taksonomik statiileri Silva v138
veritabani referans alinarak %97 benzerlik oranina
gore olusturulmustur. Istatistiksel R v 4.1.2 [14]
programui ile gerceklestirilmistir.

1. BULGULAR

Dizileme sonucu ileri ve geri yonlii olmak iizere
20.058 kisa okuma elde edilmistir. Analiz sonucu
okumalarin her iki yonlii basariyla elde edildigi ve
kalite skorlarinin Q30-Q40 degerleri araliginda
oldugu gozlenmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Tleri (a) ve geriazg)-fyrg;ﬂﬁ okumalarin Q skoru
grafikleri.

Biyoinformatik analizler sonucunda toplam 25
farkli MOTU’ye ait 7338 dizi elde edilmistir. Elde
edilen her bir DNA dizisinin tanimlanmasi ig¢in
Silva v138 veri taban1 kullanilmistir.

Tablo 1. QIIMEZ2 analizleri sonucunda X. prolongata tiiriiniin
bagirsaginda tanimlanan bakteri cinslerinin oranlari ve ait
olduklart subeler.

Sube Cins Oran
Proteobacteria Sodalis 91,52
Proteobacteria Sphingomonas 2,28
Proteobacteria Brevundimonas 0,40
Actinobacteriota | Corynebacterium 0,40
Proteobacteria Pseudomonas 0,37
Firmicutes Staphylococcus 0,25
Actinobacteriota | Cutibacterium 0,23
Firmicutes Clostridia UCG-014 | 0,08
Bacteroidota Prevotella 0,07

Takson atama analizleri sonucunda tanimlanan
bakterilerin  ¢ogunlugunun (yaklagik  %94,5)
Proteobacteria subesine ait olduklar1 anlasilmistir
(Tablo 1). Bagirsak florasinin c¢ogunlugunu ise
Sodalis cinsine ait bakteriler olusturmaktadir.
Tanimlanamayan dizilerin oranlari ise %4,42 olarak
bulunmustur (Tablo 1°de gdsterilmemistir).

IV. TARTISMA

Konakgilarinin dokularini isgal eden bakteriyel
bocek endosimbiyontlari, birgok bocek taksonunda
yaygindir [15]. Bu tiir ortak yasamin dogasi,
bakteriyel simbiyontun ekolojisine bagli olarak
parazitlik, mutalizm veya komensalizm seklini
alabilir. Sodalis cinsine ait bakteriler siklikla
calisilmig  bdocek  endosimbiyontlar1  olarak
bilinmekle birlikte serbest yasayan tiirleri de
bulunmaktadir. Sodalis, ¢ece sinegi bagirsaginda
biyofilmler olusturur ve bu islem, ylizeye maruz
kalan bakteriyel dis zar proteini A'nin (OmpA)
varhigina baglidir. Sodalis endosimbiyontlari, kan
emici Diptera [16], Phthiraptera [17], 6zsu emici
Hemiptera [18] ve Coleoptera [19] gibi beslenme
acisindan kisith diyetlere sahip diger boceklerde
bulunur. Boylece birden fazla Sodalis tiiri,
konakgilart iginde tanimlanmis ve konakgiya gerekli
vitaminleri sagladig1 gosterilmistir [17], [19]. Aym
zamanda bazi Sodalis tiiri bakterilerin ikincil
endosimbiyoz oldugu da gosterilmistir [20]. X.
prolongata bagirsak mikrobiyotasinin
yaklasik %92’lik kismin1 kapsayan Sodalis cinsi
bakterilerinin igerisinde hem birincil hem de ikincil
endosimbiyontlarin olmasi olas1 goriinmektedir.

Calisma kapsaminda bagirsak florasinda bulunan
ikinci yaygmm bakteri Sphingomonas olarak
belirlenmistir. Insektisitleri parcalayan
Pseudomonas, Sphingomonas ve Achromobacter
tarimsal alanlardan tekrar tekrar izole edilmistir. B
bakteriler bocek ilact uygulamasindan sonra
bagirsak simbiyontlar1 olarak bdcekler tarafindan
¢ok hizli bir sekilde yakalanabilir [21]. Insektisit
parcalama yetenegine sahip bdcek bagirsagindan
tiretilen Pseudomonas, elma kurdundan izole
edilmistir [22].

V. SONUCLAR

X. prolongata tiirliniin bagirsak mikroflorasinin
16S metabarkotlama analizleri sonucunda dort
farkli subeye (Proteobacteria, Actinobacteriota,
Firmicutes ve Bacteroidota) ait bakteri tiirlerinin
varhigi ortaya konulmustur. Bagirsak
mikroflorasinin Sodalis cinsi tarafindan domine
edildigi anlagilmistir.

TESEKKUR

Calismaya yaptiklar katkilarindan dolayr EBRG
(Evolutionary Bioinformatics Research Group)
ekibine tesekkiir ederiz.
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