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Danisman: Dog. Dr. Serkan ORTUCU

Boceklerin bagirsak florasi 6zellikle cevreye adaptasyonlarinda onemli rol oynamaktadir. Son
zamanlarda bu flora iiyeleri, biyoteknoloji i¢in dnemli kaynaklar haline gelmistir. Hydrophilidae ve Dytiscidae
familyalarina ait bocekler, su yasamina olduk¢a adapte olmalari nedeniyle mikroorganizmalar agisindan zengin
bir kaynak olarak goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda yeni antibakteriyel peptit iiretici tiirlerin kesfi icin baz:
sucul boceklerin bagirsaklarindan bakterilerin izolasyonu ve antibakteriyel peptit iiretici tiirlerin taranmasi
hedeflenmistir. Bu amagla, Temmuz-Eyliil 2020 tarihleri arasinda yapilan arazi calismalarinda Hydrophilidae'ye
ait bes, Dytiscidae’ye ait on farkl: tiir elde edildi. Bagirsak florasini belirlemek igin boceklerin aseptik kogullar
altinda diseksiyonlar1 gergeklestirildi ve bagirsak Ornekleri homojenize edilerek, TSA ortamina yayildi.
Bakterilerin molekiiler karakterizasyonlar1 16S rDNA bolgesine gore gergeklestirildi. Hydrophilidae tiyelerinden
Aeromonas veronii, Bacillus pumilus, Carnobacterium divergens, Hafnia paralvei, Kurthia gibsonii,
Lactococcus garvieae, Proteus hauseri, Providencia rettgeri, Pseudomonas otitidis, Serratia fonticola ve S.
liquefaciens; Dytiscidae iiyelerinden ise Acinetobacter radioresistens, Aeromonas sp., A.allosaccharophila,
A.veronii, B.pumilus, Carnobacterium divergens, Exiguobacterium mexicanum, Hafnia paralvei, Kurthia
gibsonii, Lactococcus garvieae, Paenibacillus amylolyticus, Providencia rettgeri ve P.otitidis tiirleri elde edildi.
Kiiltiir filtratlari well difiizyon teknigi ile Staphylococcus aureus ve P.aeruginosa’ya Karsi test edildi. On
seleksiyon sonucunda kiiltiir filtratlarinin higbiri P.aeruginosa’da zon olusumuna neden olmazken; 5 adet filtrat
S.aureus’a kars1 zon verdi. Bakteriler aktivitenin dogrulanmast igin 6nce Tripsin/Proteinaz K par¢alama yontemi
ile tarandi. Bu deneyde secilen iki bakteriye ait filtratlar aktiviteden sorumlu proteinin bandinin belirlenmesi
amaciyla Native-Page jelde yuriitildii ve jel kapatma testine alindi. Sonugta M29 kodlu P.otitidis’e ait yaklasik
12 kDa boyutundaki peptidin antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edildi.
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ABSTRACT

MS. Thesis

ISOLATION, MOLECULAR CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF
ANTIMICROBIAL POTENTIAL OF BACTERIA FROM INTESTINES OF SOME AQUATIC
INSECT SPECIES

Ahmet Muhammet CORAPCI

Erzurum Technical University
Gradute School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Serkan ORTUCU

The gut flora of beetles plays an important role, especially in their adaptation to the environment.
Recently, these flora members have become important resources for biotechnology. Insects belonging to the
Hydrophilidae and Dytiscidae families are seen as a rich source of microorganisms because they are highly
adapted to aquatic life. This thesis aimed to isolate bacteria from the gut of some aquatic beetles and screen
antibacterial peptide-producing species to discover new antibacterial peptide-producing species. For this purpose,
five different species belonging to Hydrophilidae and ten different species belonging to Dytiscidae were obtained
in field studies conducted between July- September 2020. To determine the intestinal flora, dissections of beetles
were performed under aseptic conditions, and gut samples were homogenized and spread on TSA medium.
Molecular characterizations of bacteria were performed according to the 16SrDNA region. Aeromonas veronii,
Bacillus pumilus, Carnobacterium divergens, Hafnia paralvei, Kurthia gibsonii, Lactococcus garvieae, Proteus
hauseri, Providencia rettgeri, Pseudomonas otitidis, Serratia fonticola and S. liquefaciens from members of
Hydrophilidae; Acinetobacter radioresistens, Aeromonas sp., A.allosaccharophila, A.veronii, B.pumilus,
Carnobacterium divergens, Exiguobacterium mexicanum, Hafnia paralvei, Kurthia gibsonii, Lactococcus
garvieae, Paenibacillus amylolyticus, Providencia rettgeri and P.otitidis species were obtained from Dytiscidae
members. Culture filtrates were tested against Staphylococcus aureus and P.aeruginosa by well diffusion test.
As a result of pre-selection, none of the culture filtrates caused zone formation against P.aeruginosa; 5 filtrates
gave zones against S.aureus. Firstly, bacteria were screened by Trypsin/Proteinase K digestion method to confirm
the activity. Secondly, the filtrates of the two selected bacteria were run on Native-Page gel to determine the
protein band responsible for the activity, and a gel overlay test was performed. As a result, it was determined that

the peptide of P.otitidis M29 with approximately 12 kDa showed antibacterial activity.
2022, 77 pages
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1. GIRIS

1.GIRIS

1.1. Bocekler

Bocekler hexapoda alt subesinde, insecta sinifinin tiyeleridir ve en karakteristik
Ozellikleri alt1 bacaga sahip olmalaridir. Canli ¢esitliligi bakimindan 6karyotlar aleminin
en kalabalik sinifidir (Aktiimsek et al. 2009). Bilinen 950.000 tiirii ile okaryotlar tist
aleminin tiir ¢esitliligi bakimindan yaklasik olarak yarisini olusturur (Chapman 2005).

Cogu bocek tiirleri dogduktan belli bir siire sonra baskalasim gegirerek belirli
fizyolojik degisimlere ugrarlar. Bu baskalasim iki sekilde gergeklesir. Ilki yar
metamorfoz seklinde isimlendirilir. Yar1 metamorfoz geciren bocekler deri degistirerek
ergin hale doniisiirler. Canli yumurtadan ¢iktiginda ergine kismen benzerlik gosterir.
Ikincisi ise tam metamorfoz olarak isimlendirilir. Bu gelisim tiiriinde ise yumurtadan
cikan canli larva olarak isimlendirilir. Belirli bir biiyiikliige ulastiginda pulpa asamasina
gecer. Bu asamada genelde hareketsiz haldedir ve bir koza icerisinde kapalidir. Ardindan

onemli derecede sekil degistirir ve ergin birey ortaya ¢ikar (Gullan and Cranston 2005).

1.1.1. Bocek bagirsaginin yapisi

Boceklerde farkli modifikasyonlar olsa da sindirim sisteminin temel yapisi
benzerdir. Bagirsak ii¢ ana bolgeden olusur: 6n bagirsak, orta bagirsak ve arka bagirsak
(Sekil 1.1). On ve arka bagirsak kitin ve kiitikiiler glikoproteinlerden olusan dis iskelet
ile kaplidir. Bu dis iskelet bagirsak liimenini epidermal hiicrelerden ayirir. On bagirsakta
genelde gida deposu olarak kullanilmak i¢in keseler bulunur. Orta bagirsak bir¢ok
bdcekte sindirim ve emilim bolgesidir. Cogu bocegin orta bagirsaginda peritrofik matriks
bulunur. Bu yap1 epitel hiicreleri tarafindan siirekli olarak yenilenir. Peritrofik matriks,
epitelyumu mekanik asinmadan, gidadaki toksin molekiillerden ve mikrobiyal istiladan
koruyan bir bariyer saglar. Ayrica mikroorganizmalarin epitel dokuyla dogrudan temasini
engeller. Gida ve sindirim enzimlerini konsantre eder. Arka bagirsakta ise malpighian
tiipleri ve diskiy1 tutmak i¢in rektum bulunur. Malpighi tiipleri tirik asit gibi atiklart emen
bir uzantidir. Burada biriken azotlu atiklar ve yiyecek atiklar1 bakteriler i¢in bagirsagin

diger kisimlarindan farkli bir beslenme ortami olustururlar. Besin emilimi genellikle orta

1



1. GIRIS

bagirsakta, su emilimi ise arka bagirsakta gergeklesir. Ama bazen arka bagirsaktan besin

emilimi oldugu da bilinmektedir (Engle and Moran 2013).

Orta bagirsak

v EE Kursak Gekum
emek borusu Rectum

Malphigian tipu

Yutak

(# — : Anus
d —_ lleum

Agiz Karin Pilor

0 :
On Bagirsak Orta Bagirsak ~ Arka Bagirsak

Sekil 1.1. Bocek bagirsaginin yapisi

1.1.2. Bocek mikrobiyotasi

Simbiyotik iliskilerin ¢ogu ¢ok hiicreli bir 6karyotik organizma ile ortak bir yasam
stiren bakteriler, virlisler, 6karyotik mikroorganizmalar veya arkelerin dahil oldugu bir
veya daha fazla mikroorganizmanin birbirleriyle etkilesmesinden ortaya ¢ikar. Genellikle
cok hiicreli organizmaya "konak¢1", mikroorganizmalara ise "simbiyont" denir (Oliver
and Russell 2016). Bu sekilde bocek ve mikroorganizmalar arasinda pozitif bir etkilesim
tespit edildiginde, kommensalizm veya mutualizm olarak isimlendirilir. Komensalizm,
mikroorganizmanin zarar vermeden konak¢idan yararlandigi ancak karsiliginda higbir
avantaj saglamadigi durumlarda ortaya c¢ikar. Mutualizm ise mikroorganizma ve
konak¢inin karsilikli olarak birbirlerine fayda sagladig: bir birlikteliktir (Singh et al.
2020).

Simbiyotik bir iligki tanimlanirken iliskinin zaman aralig1 ve ortam kosullarinin
dikkatli bir sekilde degerlendirilmesinden sonra tanimlanmalidir (Klepzig et al. 2001).
Ornegin bir gekirgenin bagirsagindaki bakterilerle iliskisinde, goriiniirde kommensalist
olan bakteriler aslinda ¢ekirgenin bagirsaginin patojenler tarafindan istila edilmesini
engeller (Dillon and Charnley 2002b). Bu nedenle ¢ekirgenin patojenlerle miicadelesi

stiresince bu bakteriler mutualist olarak degerlendirilebilir. Dogru ¢evresel kosullarin
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1. GIRIS

olustugu baz1 durumlarda mutualist bakteriler firsat¢i patojenlere doniisebilir.
Photorhabdus luminescens bakterisi bir nematodun bagirsaginda veya bir bocegin
dolasim sisteminde yasamasina gore mutualist ya da patojen olabilir (Ffrench-Constant

et al. 2003).

Bir mikrobiyal tiirtin, insanlarin ve evcillestirilmis memelilerin bagirsak
mikrobiyotasinda kalict olarak var oldugunun kabul edilmesi i¢in ¢esitli kriterler
gelistirilmistir (Berg 1996). Bu kriterler, mikroorganizmalarin her zaman saglikli
yetiskinlerde bulunmasini, bagirsak tizerinde belirli alanlar1 kolonize etmesini, geng
hayvanlarda kolonize ettikleri habitatlarda kalabilmesini, yetiskinlerde popiilasyonun
ulasabilecegi doruk noktasinda sayilarini stabil olarak siirdiirmesini ve kolonize edilen
bolgenin epiteliyle yakin iliskili olmay1 igerir. Olduk¢a karmasik bir mikrobiyotanin
oldugu ve bakterilerin nesiller arasinda aktarildigi boceklerde, kalict mikrobiyota igin
tanimlanan kriterlerin birgogu goriiliir. Kalict bir biyota tiiriin tiim bireylerinde bulunur
ve istikrarli bir sekilde popiilasyonlarini korur. Birkag istisna disinda ¢ogu bocek tiiriiniin
mikrobiyal kolonizasyonu ¢alisiimamistir ve kalici bir topluluga sahip olup olmadiklari
bilinmemektedir. Bir¢ok organizma mikrobiyotasini, ¢evresindeki ortamdan elde ettigi
varsayllmaktadir. Ancak alinan mikroorganizmalarin konakg¢idaki kalicilik durumu
bilinmemektedir. Bu mikroorganizmalarin bagirsakta belirli nisleri isgal edip etmedigi ve
bagirsak epitelinde kolonize olup olmadigi veya ayni bocek tiirtintin tiim {iyelerinde
bulunup bulunmadigi bilinmemektedir. Boceklerin aldigi mikroorganizmalardaki en
Onemli ayrim, tiiriin bagirsak habitatin1 kolonize edip edemeyecegidir. Gegici mikroplar
anormal durumlar disinda bagirsagi kolonize edemezler. Kolonilesebilen bakteriler ise
bagirsaktaki belirli bir niste bulunur ve bagirsaktan atilma hizlarina esit veya daha yiiksek

bir oranda ¢ogalir (Singh et al. 2020).

1.1.3. Biceklerin yasam kosullarinin mikrobiyota iizerindeki etkileri

Bocek bagirsagi mikrobiyotasindaki gesitlilik bagirsak morfolojisi, pH ve oksijen
durumu gibi fizikokimyasal kosullarin degisimiyle farkliliklar g6sterebilir. Bu yiizden
bocek bagirsagt mikrobiyomu genellikle bocegin yasamina bagl olarak farkliliklar
gosterir. Metamorfozla degisen bocegin yasam kosullari, bagirsak mikrobiyotasinda da

degisen mikrobiyal gesitlilige sebep olur. Ayni zamanda bagirsaktaki bakteri ¢esitliligi
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bocegin yasadigi habitat ile iligkilidir. Bu iligki ¢ogunlukla oksijen {iizerinden
ylirlimektedir. Buna ek olarak beslenme, bagirsak cesitligini etkileyen faktorlerden bir
tanesidir. Farkli yeme aligskanliklarina sahip boceklerin bagirsak ¢esitliligi de farklilik
gostermektedir. Sonug olarak bocek bagirsagindaki mikrobiyal cesitlilik konakg¢inin
yasadig1 habitattan, beslenmesinden ve gelisiminden etkilenir (Sekil 1.2) (Yun et al.

2014).
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Sekil 1.2. Boceklerin yasayis sekillerinin mikrobiyota tizerindeki etkisi (Yun et al. 2014)

1.1.4. Mikrobiyotanin bocekler i¢cin 6nemi ve faydalar

Bocekler hem kendi iglerinde yiiksek miktarda c¢esitlilik barindiran, hem de ¢ok
cesitli habitatlarda hayatta kalabilen hayvanlardir (Basset et al. 2012). Bu hayvanlarin
bagirsak mikrobiyotasi yasamlari i¢in ¢ok dnemlidir. Boceklerin bagirsaginda bulunan
mikroorganizmalar besin ag¢isindan fakir gidalar1  doniistiirerek  konakg¢inin
faydalanabilecegi besinleri tretir, katabolizmasi zor gida bilesenlerinin sindirilmesine
yardimc1 olur, konakg¢iy1 parazitlerden ve patojenlerden korur, bocegin diger boceklerle
iletisim kurmasinda katkida bulunur, ¢iftlesme ve tireme sistemlerini yonetir (Engle and

Moran 2013). Mikroorganizmalar konakg1 i¢in bir¢ok 6nemli rol oynamasina ragmen
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bunlarin ¢ogu kommensal ve parazit yapidadir. Az bir kism1 konakg¢iya fayda saglayarak

mutualist bir iligki gosterir (Muthukalingan et al. 2014).

Mikroorganizmalarin bdcek bagirsaginda bilinen islevlerine birka¢ 6rnek su
sekilde verilebilir. Bombus terrestris, Schistocerca gregaria ve gesitli sivrisinek
tirlerinde patojenlere veya parazitlere karsi kolonizasyon direnci gosterdigi
tamimlanmistir.  Drosophila melanogaster'de kommensal bagirsak mikrobiyotasinin
bagirsak hiicre yenilenmesinde ve sistemik biiyimenin desteklenmesinde rol oynadigi
gosterilmistir. Besin parcalanmasimma en iyi Orneklerden biri, termitlerin arka
bagirsagindaki 6zel bagirsak mikrobiyotas: tarafindan seliillozun pargalanmasidir.
Bagirsak bakterilerinin besinle alinan toksinleri bozdugu gosterilmistir. Bir pestisit olan
fenitrothionun, Riptortus pedestris boceklerinin bagirsaklarinda yasayan Burkholderia
bakterileri tarafindan 3-metil-4 nitrofenole hidrolize edildigi gosterilmistir. Vitamin ve
esansiyel amino asitlerin sentezi veya nitrojenin alinmasi gibi beslenme i¢in gerekli ham
maddelerin saglandigi, birgok bocek tiirtintin bagirsaginda yasayan bakteriler tarafindan
gergeklestirildigi  gosterilmistir. Terimitlerin  bagirsaklarinda yasayan bakterilerin
bagirsaktaki atiklar1 degerli besinlere geri doniistiirdigli gosterilmis, bu gibi islevler
karincalar ve hamambdceklerinde de belirlenmistir. Yine bazi boceklerde bagirsak
bakterilerinin feromonlar ve kairomonlar gibi tiir i¢i veya tiirler arasi iletisimde kullanilan

molekiilleri tirettikleri gosterilmistir (Sekil 1.3) (Engle and Moran 2013).
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Sekil 1.3. Bocek bagirsaginda bulunan bakterilerin bocek tizerindeki etkileri (Engle and
Moran 2013).
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= Seliiloz sindirimi

Ozellikle odunsu bitkilerle beslenen bocekler, seliiloz bozunmasinda rol oynayan
bagirsak mikrobiyal topluluklarini1 barindirabilir (Anand et al. 2010). Seliiloz zengin bir
karbon kaynagidir. Ancak bitki hiicre duvarlarinda amorf sekilde bulundugundan
bocekler seliiloza kolayca ulasamaz (Watanabe and Tokuda 2010). Oncelikle seliiloz
liflerinin bagirsakta daha basit seker kalintilarina pargalanmasi gerekir, bu siireg
bakterilerin tipik olarak dahil oldugu bir siirectir (Warnecke et al. 2007). Ornegin, dut
yapraklariyla beslenen Bombyx mori, esas olarak pektin, ksilan, seliiloz ve nisasta gibi
karbonhidratlar1 par¢alamak i¢in bagirsak bakterilerinin tirettigi sindirim enzimlerine
ihtiyac duyar (Anand et al. 2010). Normal sartlar altinda bu bagirsak bakterileri sinerjik
bir sekilde sindirim enzimleri saglar ve larva biiylimesine katkida bulunur. Anaerobik
kesikli reaktorlerde yapilan ¢alismalar Ergates faber, Potosia cuprea, Gromphadorrhina
portentosa, Locusta migratoria ve Gryllus bimaculatus boceklerinin  bagirsak

mikrobiyotalarinin lignoseliilozu parcalanma yetenegine sahip oldugunu gostermistir

e Azot fiksasyonu ve geri doniisiimii

Yapilan calismalarda boceklerin azot fiksasyonu igin bakterilerle kurduklari
simbiyotik iliskinin hayati bir metabolik siire¢ oldugu bildirmistir (Wang et al. 2020).
Ciinkti bakterilerin atmosferdeki serbest azotu fikse edebilme yetenegi bulunur ve
bocekler bu azotu sadece bakterilerle kurduklari simbiyotik iliski ile alabilirler
(Muthukalingan et al. 2014). Bununla birlikte boceklerin azotlu atiklar1 bagirsak
mikrobiyotasi tarafindan kullanilir ve yiiksek degerli besinlere doniistiirtilebilir (Thong-
on et al. 2012). Ornegin, termitlerin, bagirsagindaki simbiyotik etkilesimlerle havadaki

azotu alabildigi gosterilmistir (Benemann 1973).

= Protein ve seker metabolizmasi

Bagirsak mikrobiyomunda yasayan bakterilerin protein alimi1 ve katabolizmasi
icin kullandiklart mekanizmalar hem bagirsak mikrobiyotasina hem de konake¢1 boceklere
fayda saglayan onemli bir metabolik siirectir. Bagirsak mikrobiyotasinda yasayan

Clostridium spp., Bacteroides spp., Lactobacillus spp. gibi bircok mikrobiyal tiir
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proteinlerin katabolizmasinda yer alan proteazlari igerir. (Wang et al. 2020) Iyi bir sekilde
karakterize edilmis olan laktik asit bakterilerinin proteolitik sistemlerinde proteinazlar,
peptit tasiyicilar1 ve peptidazlar birlikte ¢alisir. Genel olarak, laktik asit bakterileri protein
hidrolizine, proteini oligopeptitlere parcalayan bir proteaz ile baslar. Bu oligopeptitler
daha sonra hiicreler tarafindan spesifik peptit tastyicilar kullanilarak hiicre igerisine alinir.
Son olarak hiicre i¢i peptidazlar tarafindan daha kisa peptitlere ve amino asitlere
indirgenir (Kunji et al. 1998). Seker fermantasyonu bagirsak mikrobiyotasi tarafindan
katalize edilen 6nemli bir diger metabolik siirectir. Laktik asit bakterilerinin ksiloz,
selobiyoz, glikoz ve friikktoz gibi sekerleri tanima yetenegine sahip oldugu rapor edilmistir

(Carr et al. 2002).

= Amino asit iiretimi

Simbiyotik bagirsak mikroorganizmalari protein hidrolizi ve seker fermantasyonu
yoluyla konak¢1 boceklere esansiyel amino asitler saglayabilir. Yapilan bir ¢alismada,
yaprak bitinin besinlerinde eksik olan amino asitlerin Buchnera bakterisi tarafindan
yaprak bitine saglandigi gosterilmistir (Birkle et al. 2002). Buna ek olarak Anoplophora
glabripennis bdceginin bagirsaginda yapilan transkriptomik calismalarda, bakteri ve
mantarlarin bazi esansiyel amino asitlerin biyosentetik yolaklarina sahip oldugu
gosterilmistir (Scully et al. 2014). Esansiyel amino asitlerin sentezindeki asil mekanizma
azotun NH4" formunda geri doniisiimii ve fiksasyonudur. Daha sonra bu azot amino
asitlerin tretilmesi i¢in kullanilir. Odun zayif bir nitrojen kaynagi oldugundan, odunla
beslenen bocekler i¢in bu ¢ok onemlidir. Ciinkii onlar esansiyel amino asitleri kendileri

sentezleyemezler (Ayayee et al. 2016).

= Lipit metabolizmasi

Bagirsak mikroorganizmalari tarafindan tiretilen lipitler, konake1 bocekler i¢in bir
karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilir. Boceklerin arka bagirsagindaki
polisakkaritlerin mikrobiyal kullanimindan sonra mikroorganizmalar tarafindan biiyiik
miktarlarda kisa zincirli yag asitleri (SCFA) dretilir. Yerlesik bagirsak bakterileri
tarafindan {iretilen ana metabolitler asetat, propiyonat ve biitirat iceren SCFA'lardir

(Zheng et al. 2017). SCFA'larin disinda, polyhydroxyalkanoatlar (PHA) da boceklerde
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bagirsak mikroplar1 tarafindan iiretilen 6nemli bir lipit kaynagidir. Un kurdundaki
bagirsak mikroplar1 PHA'lar1 karbon ve enerji depolamak i¢in kullanirlar ( Ong et al.

2018).

®*  Vitamin iiretimi

Bagirsakta yasayan mikroorganizmalar vitaminler gibi yararli metabolitleri
tireterek konakgilarina iletebilirler. Bagirsak mikrobiyotast konukgu tarafindan tiretilmis
amonyagi alarak igerisindeki azotu diizenler ve bocek gelisimi i¢in nemli bir rol oynayan
vitaminlerin sentezinde kullanir. B vitaminleri suda ¢dziinme 6zelliginden dolay1 baslica
tiretilen vitaminlerdir (Salem et al. 2015). Simbiyont bir iliski igerisinde olmayan
boceklerin B vitamini eksikligi goz ontine alindiginda, B vitamininin tretimi i¢in
boceklerin bakteriler ile simbiyotik iliski igerisinde olmas1 gerekliligi hayati 6nem arz
etmektedir. Glossina  brevipalpis'in  bagirsaginda  simbiyont olarak yasayan
Wigglesworthia glossinidia bakterisinin pantothenate (vitamin B5), biotin (vitaminB7),
thiamin (vitamin Bl1), riboflavin, FAD (vitamin B2), pyridoxine (vitamin B6),
nicotinamide (vitamin B3) ve folate (vitamin B9) gibi bir¢ok vitamini konakg¢inin

metabolizmasina kazandirdigi gosterilmistir (Douglas 2009).

= Patojen direnci

Bagirsagin mikrobiyal topluklar tarafindan kolonize edilmesi konagin parazit
istilasina kars1 direncini artirabilir. Bununla alakali birka¢ calisma, boceklerde farkli
bagirsak  mikroorganizmalar1  arasindaki antagonistik  etkilesimlerin  varligini
bildirmektedir. Bunlar, konake¢1 patojenlere karsi koruyucu islevleri igerir. Ornegin,
Bombus terrestris arilarinin bagirsak mikrobiyomu bu arilar1 Crithidia bombi patojenine
karsi korur. Bu calismada yaban arisi pupalari onlara diren¢ saglayan mikrobiyal
komiinitelerinin disinda yetistirilmistir. Ortaya ¢ikan yetiskinler iki gruba ayrilmustir. Ik
gruba beslenme sirasinda normal bireylerin diskist verilirken ikinci gruba sadece steril
sekerli su verilmistir. Ardindan arilar yiliksek dozda Crithidia bombi patojenine maruz
birakilmistir. Yapilan parazit miktart ve mikrobiyom ¢esitliligi analizlerinden sonra ilk

grubun normal bireylerdeki gibi bir bagirsak mikrobiyomuna sahip oldugu ve ikinci gruba
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gore ¢ok daha diisiik sayida Crithidia bombi bulundurdugu tespit edilmistir (Koch and
Schmid-Hempel 2011).

Bir bagka ¢alismada ¢ol ¢ekirgesi Schistocerca gregaria ile yapilan deneylerde,
bagirsak toplulugunun ¢esitliligi ile bir patojen olan Serratia marcescens'in kolonizasyon
basarisi arasinda ters bir iligki gézlemlenmistir. Bu sonug, tiir agisindan zengin bagirsak
topluluklarina sahip boceklerin patojen istilasina karsi daha direngli oldugu teorisini

desteklemektedir (Dillon et al. 2005).

=  Feromon ve sinyal molekiilleri

Bazi durumlarda bagirsak mikroorganizmalarinin gerceklestirdigi biyosentez
veya katabolizma olaylar1 sonucunda konakg¢ida feromon veya kairomon olarak islev
goren bilesikler meydana gelir. Bunun giizel bir 6rneginde, ¢6l ¢ekirgesi Schistocerca
gregaria’nin bagirsaginda bulunan Pantoea agglomerans ve diger yaygin bakterilerilerin
agregasyon feromonunun bilesenlerini tirettii gosterilmistir (Dillon et al. 2002a). Diger
bir 6rnek ise, D. melanogaster'de bagirsak mikrobiyotasinin ¢esitliligi ¢iftlesme igin
cekiciligi belirleyen bir durumdur. Sinekler ¢iftlesme tercihini benzer mikrobiyotay1
barindiran bireylerden yana kullanir. Yapilan c¢alismada normal sineklerin
bagirsaklarindan izole edilen Lactobacillus plantarum bakterisi steril kosullarda
yetistirilmis sineklere enjekte edildiginde sineklerin ¢iftlesme tercihlerinde degisiklikler
olustugu goriilmustiir. Sineklerin bagirsak mikrobiyomu L. plantarum’un bagirsakta
baskin tiir olmasina sebep olan, yiiksek nisasta iceren besinlerle beslenerek yonetilebilir.
Beslenmenin boceklerin ciftlesme tercihi iizerindeki bu etkisinden dolayr soylarin
farklilasacagi ve tiirlesmenin artiracagi diisiiniilebilir (Sharon et al. 2011). Kimyasal
iletisim i¢in ihtiya¢ duyulan sinyal bilesiklerinin miktar1 disiik oldugu icin tiretilecek
diistik hacimli bilesikler bile onemli etkilere yol agabilir. Bunun bir 6rnegi yaprak bitinin
cikardigi ve kairomonlar: igeren sivi digkidir. Bu kairomonlar yaprak biti aveilarini
kendilerine ¢ekerler. Her yaprak bitinde yaklasik olarak birkag¢ bin Staphylococcus sciuri
yasar. Miktar1 az olmasina karsin disi sineklerin larvalarini kendine ¢eken bu bilesiklerin
kaynag1 Staphylococcus sciuri’dir. Olusan larvalar daha fazla yaprak biti ile
beslendiginden dolay1 bu bakteriyel aktivite konakgi i¢in zararli bir sonug¢ dogurur (Leroy

etal. 2011).
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1.2. Mikrobiyotanin Cahsilabilmesi I¢in Kullamlan Teknikler

1.2.1. Kiiltiire bagimh yontemler

Kiilttire bagimli yontemler bagirsak bilesimini olusturan mikroorganizmalari ayri
ayr1 izole edebilmemizi ve derinlemesine inceleme yapabilmemizi saglar. Bu durum her
parganin ayr1 ayr1 konakc¢iyla olan iligkisini ve islevini anlamamiza yardimci olur. Kiiltiir
bagimli ¢alismalar mikroorganizmalarin geleneksel yontemlerle calisilmasini kapsar.
Geleneksel yontemlerde ilk olarak bagirsaktaki mikroorganizmalar kiiltiire alinir. Sonra
mikroorganizmalarin biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri incelenerek karakterizasyon
gergeklestirilir. Bakterilerin somut olarak kiiltiirlenmesi saf bakteri kiiltiirlerinin var
olmasi, bakterilerin belirli islevler i¢in test edilebilmesi ve spesifik patojenlerin tespiti
gibi bir¢cok acidan avantaj saglar. Buna ek olarak kiiltiir kosullarinin amaca gore

degistirilmesi ¢aligmalarda farkli yaklasimlari ortaya ¢ikarir (Wang et al. 2020).

1.2.2. Kiiltiirden bagimsiz yontemler

Son 20 yildaki molekiiler gelismeler mikroorganizmalarin belirlenmesi ve
karakterizasyonunda bizi Onemli derecede ilerletmistir. Yeni teknolojilerle
mikroorganizmalarin kiiltiire alinmadan ¢alisilabilmesi miimkiin kilinmis ve mikrobiyal
cesitlilige olan bakisimizda biiyiik degisikliklere yol agmistir. Yapilan calismalar
sonucunda ¢evredeki mikroorganizmalarin %99 unun kiiltiire edilemedigi goriisii ortaya
cikmistir. Niikleik asitlere dayali yapilan bu ¢alismalar bize yeni bilgiler saglamis olsa
da eksik yonleri bulunmaktadir. Ornegin; niikleik asitlerin izolasyonu farkli bakteriler
icin degisiklik gosterebilir. Fakat alinan ornekteki tim bakterilerin niikleik asit
izolasyonu tek bir izolasyon yontemi kullanilarak gergeklestirilir. Kiiltiir bagimsiz
yontemlerde bocek mikrobiyomu, ozellikle 16S rRNA genlerinin kullanilmasiyla
tanimlanir. Mikrobiyomun tanilanmasinda PCR tabanli yontemler kullanildigi gibi
denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE) de kullanilir. Buna ek olarak floresan in
situ  hibridizasyon (FISH) tiire 06zgii problarin kullanimiyla mikrobiyotanin

karakterizasyonuna farkli yaklasimlar getirir (Singh et al. 2020).

10



1. GIRIS

1.2.3. Metagenomik stratejiler

Metagenomik ¢alismalar i¢in iki temel yaklasim vardir. Bunlar sekansa dayali ve
fonksiyonel metagenomik yaklagimlardir. Sekansa dayali metagenomik, dizileme ve veri
analizini icerir. Sekanslamada yeni nesil dizileme (NGS) platformlar1 kullanilir. Bu
yaklagim son yillarda genel olarak tercih edilmektedir. Fonksiyonel metagenomik,
genlerin kesfedilmesini DNA ve cDNA kiitiiphanelerinin taranmasiyla gergeklestirir.
Bunlarin haricinde yeni tiirlerin belirlenmesinde hem direkt hem de dolayli olarak farkli
-omik yaklagimlar islevsel olmaktadir. Genel olarak -omik yaklasimlarin ¢alisma semasi

Sekil 1.4°te gosterilmektedir (Govindarajulu et al. 2020).
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Sekil 1.4. Omik ¢alisma yontemleri (Govindarajulu et al. 2020)

1.3. Mikrobiyal Biyoteknoloji

Biyoteknoloji insanlarin canlilar1 veya onlarin {iriinlerini kendi ihtiyaglari
dogrultusunda kullanmasidir. Biyoteknolojide kullanilan temel araclardan biri de
mikroorganizmalardir. Diinyadaki canlilarin yiizde 50°den fazlasin1 mikroorganizmalarin
olusturdugu tahmin edilmektedir. Onlar1 géremesek de yasadigimiz her an ve yasamamiz

icin gerekli olan birgok giinliik aktivitede mikroorganizmalar ile etkilesim icerisinde bir
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hayat siireriz. Yine mikroorganizmalar insanlarin yasayamayacagi bir¢ok ortamda
yasayabilme, yapamayacagi bir¢ok farkli isi yapabilme yeteneklerine sahiptir. Bu durum
onlar1 insanlarin kullanabilecegi, potansiyeli ¢ok yiiksek bir maden haline getirir

(Thieman and Palladino 2013).

1.3.1. Endiistriyel biyoteknoloji

Bakteriler, aktinomisetler ve mantarlar gibi bir¢ok mikroorganizma hiicre icine
ve/veya disina, ¢ok cesitli yapilara ve ticari uygulamalara sahip enzimler salgilar (Cizelge
1.1). Amilazlar, proteazlar, pektinazlar, lipazlar, ksilanazlar, seliilazlar ve lakkazlar gibi
birgok mikrobiyal enzim hiicre dis1 olarak {iretilir. Saccharomyces cerevisiae ve
Aspergillus niger'den elde edilen katalaz gibi baz1 enzimler ise hiicre i¢inde bulunurlar
(Venkateshwaran et al. 1999; Fiedurek and Gromada 2000). Endiistriyel enzimlerin
tiretiminin %50’sini mantarlar, %35’ini bakteriler ve %]15’ini bitkiler gergeklestirir
(Sanchez and Demain 2011). Hayvanlar ve bitkilerden sentezlenen enzimlere gore
mikrobiyal enzimlerin ¢esitli avantajlar1 vardir. Bunlardan birincisi, mikrobiyal enzimler,
bitki ve hayvan enzimlerinden daha aktif ve kararlidir. Fermantasyon siire¢lerinin
gelistirilmesi sayesinde se¢ilmis suslar biiyiik 6lgekte saflastirilmis ve iyi karakterize
edilmis enzimler iiretebilmektedir. Ikincisi ise, mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
enzimler yiiksek verime sahiptir. Biyokimyasal ve gen manipiilasyonlarina da agik
olduklart i¢in tirliniin modifikasyonu ve optimizasyonu kolaydir. Enzimlerin iiretimini
gelistirmek ve ozelliklerini degistirmek icin mikroorganizmalara genetik miihendisligi
teknikleri uygulanir. (Gupta et al. 2004) Uclinciisti, mikroorganizmalar metagenom
taramasi, genom madenciligi ve ekstremofil ¢esitliliginin arastirilmasi gibi konular
tizerinden bir¢ok mikrobiyal enzimin kesfi i¢in zengin bir kaynagi temsil eder (Adrio and

Demain 2014).

Endiistriyel enzim iiretimi i¢cin mikroorganizmalar1 secerken belirli 6zellikler
aranir. Birincisi, mikroorganizma istenilen {iriinii {iretebilme yetenegine sahip olmalidir.
Ikincisi, tiriinii yiiksek verimde iiretebilmelidir. Uciinciisii hizli bir sekilde ¢ogalabilme
yetenegine sahip olmalidir. Son olarak da patojen bir mikroorganizma olmamalidir.

(Martinko 2010). Halihazirda bilinen 4000 ¢esit mikrobiyal enzimden yaklasik olarak 200
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tanesi ticari olarak kullanilmaktadir. Bunun yaninda yaklagik sadece 20 enzim endiistriyel

Olcekte tiretilir (Li et al. 2012).

Cizelge 1.1. Endistride kullanilan bazi mikrobiyal enzimler (Liu and Kokare 2016)

Endiistri

Enzimin adi

Uygulama

Yiyecek, siit
diriinleri ve igecek

Deterjan

Tekstil

Hayvan yemi

Etanol iiretimi

Kagit ve kagit
hamuru

Deri
flag

Molekiiler
biyoloji

Proteaz, lipaz,
laktaz, pektinaz,
amilaz, lakkaz,
amiloglukozidaz,
fosfolipaz

Amilaz, seliilaz,
lipaz, proteaz,
mannanaz

Amilaz, seliilaz,
pektinaz, katalaz,
proteaz, peroksidaz,
keratinaz

Fitaz, ksilanaz

Seliilaz, ligninaz,
mannanaz

Amilaz, lipaz,
proteaz, seliilaz,
hemiseliilaz,
esteraz, ligninaz,
ksilanaz

Proteaz, lipaz

Penisilin agilaz,
peroksidaz

DNA ligaz,
kesim enzimleri,
polimeraz

Nisasta ve proteinlerin sekere yikimi. Diisiik
kalorili bira tiretimi. Meyve suyu igleme. Peynir
iiretimi. Laktozdan glikoz tiretimi. Hamur
sekillendirme.

Boyama sonrasi proteini uzaklastirmak. Temizlik
maddeleri. Nisasta, kati ve sivi yaglari
uzaklagtirmak. Deterjanlarin etkinligini arttirmak.

Kotlarda kumas eskitmesi. Yiin isleme. Ham
ipegin zamkiin giderilmesi, parlatma. Pamuk
yumusatma.

Fosfor igeriginin artirilmasi. Sindirimin
kolaylastirilmast.

Etanol yapimu.

Nisastay1 daha diisiik viskoziteye indirgemek.
Seliilaz ve hemiseliilazdan diizgiin lifler olusturur.
Ligninaz kagidi yumusatmak i¢in lignini
uzaklastirir.

Tiiy dokiimii. Yikama.

Yari sentetik antibiyotiklerin sentezi.
Antimikrobiyaller.

Genetik miihendisliginde DNA’nin
maniipulasyonu. DNA’nin kesilmesi. DNA’nin
cogaltilmast.
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1.3.2. Cevre biyoteknolojisi

Insanoglu yasadig1 ortamdaki iiretim faaliyetlerinden dolay1 cevresine zararlar
verebilmektedir. Bu zararlarin sonuglari olarak enerji, gida ve su temini gibi insanin temel
ihtiyaglarin1 kapsayan alanlarda sorunlarla karsi karsiya gelmektedir. Bu sorunlari1 en aza
indirilebilmek i¢in bir¢ok kaynak ayrilmakta ve teknoloji gelistirilmektedir. Hig sliphesiz
bu teknolojilerin igerisinde ¢evre biyoteknolojisi en etkili araglardan biridir. Cevreye
verilen kirleticilerin azaltilmasinda ve yiiksek fayda ile geri kazanilmasinda biyolojik
stiregler 6nemli bir rol oynamaktadir. Bunu yaparken mikrobiyal topluluklar
kullanilmaktadir. Bu topluluklar kendi kendine organize olabilir ve bir ekosistem
olusturabilir. Mikroorganizmalar dogru sekilde yonetildiginde, su, ¢amur ve toprakta
bulunan Kkirleticilerin giderilmesi, enerji ve su gibi yenilenebilir kaynaklarin geri
kazanimu, tehlikeli patojenlerden korunma gibi siirdiiriilebilir hizmetler almabilir (Oztiirk

2010).

Toksik olan kirleticileri daha az veya hi¢ toksik olmayan forma doniistiirmek i¢in
kullanilan mikrobiyal prosediirlere biyoremediasyon denir. Kirlenmis alanlar biyolojik
araglar kullanarak temizlenebilir. Bakteriler, mantarlar, algler ve bitkiler gibi cesitli
organizmalar bu prosediirlerde gorev alabilir (Vidali 2001). Bitkiler kullanilarak ¢evresel
kirleticilerin temizlemesine ise fitoremediasyon denir ve toksik maddelerin toprak, su ve

havadan uzaklastirilmasi i¢in kullanilan bir teknolojidir (Salt et al. 1998).

Enzimler dogal ¢evreyi verimli ve zarar vermeden restore ettigi i¢in ¢ok ¢esitli
toprak ve su kirleticilerinin temizlenmesinde kullanilmistir (Demnerova et al. 2005).
Biyoremediasyon siirecinde mikroorganizmalar kirleticilere enzimatik olarak saldirir ve

onlar1 zararsiz liriinlere donustiirtir (Singh et al. 2020).
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Cizelge 1.2. Biyoremediasyonda kullanilan baz1 mikrobiyal enzimler

Fenol, klorofenol

Organofosfat

Delor 106 poliklorlu
bifenil

Malathion ve
Parathion

Antrasen ve
benzo(a)piren

Fenol, klorofenol

Organofosfat

Delor 106 poliklorlu
bifenil

Malathion ve
Parathion

Antrasen ve
benzo(a)piren

Yabanturpu
peroksidaz

Fitaz

Lakkaz, manganez
peroksidaz, lignin
peroksidaz

Karboksilesterazlar

Lakkaz

Yabanturpu
peroksidaz

Fitaz

Lakkaz, manganez
peroksidaz, lignin
peroksidaz

Karboksilesterazlar

Lakkaz

Yabanturpu peroksidaz enzimi fenolik bilesikleri
bozar.

Organofosfat iceren bilesiklerin bozunmasiyla
inorganik fosfor ortaya cikarilir.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin, bir
poliklorlu bifenil karisiminin (Delor 106) ve bir
dizi sentetik boyanin bozunmasi.

Karboksilesteraz, malathion'u malathion
monokarboksilik asit ve dikarboksilik aside
doniistiiriir.

Kirleticilerin %90 ila %100'tiniin 24 saat iginde
bozunmasi.

Yabanturpu peroksidaz enzimi fenolik bilesikleri
bozar.

Organofosfat iceren bilesiklerin bozunmasiyla
inorganik fosfor ortaya ¢ikarilir.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin, bir
poliklorlu bifenil karisiminin (Delor 106) ve bir
dizi sentetik boyanin bozunmasi.

Karboksilesteraz, malathion'u malathion
monokarboksilik asit ve dikarboksilik aside
doniistiiriir.

Kirleticilerin %90 ila %100'{iniin 24 saat iginde
bozunmasi.

1.4. Antimikrobiyal Bilesikler ve Bocek Bagirsagiyla Olan Iliskileri

Mikrobiyal topluluklar, sinerjetik veya antagonistik olarak farkli sekillerde

birbirleriyle etkilesime girerler. Bakteriler yasam i¢in gerekli olan maddelerin bol oldugu

ortamlara sahip olmak ve varliklarini devam ettirebilmek ig¢in siirekli olarak besin ve

habitat i¢in savasirlar (Hibbing et al. 2010). Bakteri antagonizmine baktigimizda, tiretici

suslar tarafindan tretilen toksik bilesikler hassas suslar tarafindan tiretilemez ve ayni

zamanda hassas suslarin biiylimelerini engeller (Russel et al. 2017). Antimikrobiyal

tireticilerin, hassas ve direncli tiirlerle ortak bir yasam alaninda birbirleriyle olan

etkilesimlerinin antimikrobiyal biyogesitliligi gelistirdigi one siiriilmektedir. Ornegin
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tireticilerin antimikrobiyalleri iiretmek i¢in harcadig1 enerji, direngliler ve hassas olanlara
gore daha fazladir. Bu durum hassas olanlar1 6ldiiriirken direngli olanlarin yasam alaninda
One gegmesine sebep olur. Aymi sekilde direnglilerin direng saglamak igin tirettigi
metabolitlerde iireticiler kadar olmasa da enerji gerektirir. Bu sebeple hassas olanlar
direnclilere kars1 bir avantaj yakalamis olurlar. Bu sekilde her tiir bir digerine avantaj
saglar. Bu durum {iretici, direngli ve hassas tiir dongiisiinii siirekli olarak hareketli tutar

ve evrimsel agidan canlilarin ve metabolitlerinin gelismesini saglar (Kelsic et al. 2002).

Glinlimiizde antimikrobiyal diren¢ kiiresel saglik sisteminin en biyilik
zorluklarindan biri haline gelmistir ve her y1l yaklagik 700.000 6liime neden olmaktadir.
Buna karsin son 5 yilda yalnizca birkag yeni antibiyotik gelistirilmesine ragmen bunlarin
cogu halihazirda direng gelistirilmis ilaglardan tiiretilmistir (World Health Organization
2019). Tasarlanmis sentetik antimikrobiyallerin artan popiilaritesine ragmen doga, yeni
aktif bilesiklerin kesfi i¢in degerli bir kaynaktir. Halihazirda piyasada bulunan tim
antimikrobiyallerin %69'u dogal bilesiklerden elde edilir ve bunlarin %97'si mikrobiyal
kaynaklidir (Patridge et al. 2016). Yeni etki bigimlerine sahip aktif molekiilleri bulma
sansini artirmak i¢in toprak bakterileri gibi siklikla ¢alisilan dogal kaynaklardan ziyade
daha az ¢alisilmis dogal kaynaklara yonelmek gereklidir (Challinor and Bode 2015). Yeni
antimikrobiyallerin kesfedilebilecegi bu potansiyel kaynalardan biri de bdceklerdir.
Halihazirda bdoceklerden tiiretilen antimikrobiyal bilesikleri kapsayan yayimlanmis

makalelerin miktar1 son on yilda istikrarl bir sekilde artmistir (Xie et al. 2019).

Yeni ilag adaylarim kesfetmek i¢in boceklerle iliskili  simbiyotik
mikroorganizmalarin degerli bir kaynak oldugunu gosteren iki argiiman vardir. Birincisi
yetiskin boceklerin patojenlere karsi fiziksel ve biyolojik bagisiklik elamanlari olsa bile
(Kaltenpoth and Engl 2014) yumurta ve larva evreleri gibi yasam evrelerinde ¢evresel
tehditlere karsi ¢cok savunmasizdirlar (Van Arnam et al. 2018). Cesitli boceklerde
savunmact simbiyontlarin bu gelisim asamalarinda ¢ok Onemli roller oynadigi
gosterilmistir. Ornegin, yalmz yaban arilari, kulugka odalarindaki pupalarmi korumak
i¢in Streptomyces bakterilerini kullanir (Van Arnam et al. 2018).Ikincisi ise su ana kadar
yetiskin bocekler i¢in de bir¢cok simbiyont mikroorganizmanin koruyucu etkileri
tanimlanmustir (Kaltenpoth and Engl 2014). Bocekler, cesitli ekolojik nisleri kolonize

etmede olduk¢a basarilidir ve yasamlar1 boyunca yirtici bocekler, parazitler ve
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entomopatojenler dahil olmak tizere bir¢cok farkli tehdide maruz kalirlar (Van Arnam et
al. 2018). Simbiyotik mikroorganizmalar, boceklerin bu yabanci istilacilara karsi
savunma sistemlerinde énemli roller oynar ve zorlu ortamlarda gelismelerine yardimei

olur (Engle and Moran, 2013; Van Arnam et al. 2018).

Gliniimiize kadar bakteriler tarafindan tretilen farkli antimikrobiyal maddeler

bildirilmistir.

1.4.1. Bakteriyosinler

Genel olarak bakteriyosinler, belirli konsantrasyonlarda belirgin antimikrobiyal
aktiviteye sahip, cok islevli, iligkili oldugu diger bakteri suslarinin biiytimesini engelleyen
ve ribozomal olarak iiretilen protein yapili maddelerdir (Bemena et al. 2014; Chikindas
et al. 2018). Bu molekiiller hedef aldiklar1 bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteye
sahiptir ve bu sebeple biyoteknolojik bir potansiyel tasirlar. Bir bakteri tarafindan tiretilen
bakteriyosinler ayni tiire ait diger bakterileri inhibe ediyorsa genellikle dar spektrumlu
bakteriyosinler, bagka bir cinse ait bakterileri inhibe ediyorsa da genis spektrumlu

bakteriyosinler olarak kabul edilirler (Juturu and Wu, 2018).

[k bakteriyosin {iretimine iliskin raporlar 1925 yilinda Escherichia coli'den
alinmig ve bu peptit mikrobiyal kaynagini yansitmasi i¢in “kolisin” olarak adlandirilmistir
(Gratia 1925). Laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen bakteriyosinler 6zellikle
onemlidir, ciinkii bu bakteriler Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan GRAS
(genellikle giivenli olarak kabul edilen) statiisi almistir (Zacharof and Lovitt 2012).
Boylece, Lactococcus lactis tarafindan {iretilen nisin yaygin ticari uygulamaya sahip olan
ilk bakteriyosin olmustur. Laktik asit bakterilerinin bakteriyosinleri dogal olarak yiiksek
1stya toleranshidir ve genis bir pH araliginda etkinliklige sahiptir. Ayn1 zamanda renksiz,
kokusuz ve tatsizdirlar. Bu o6zellikler onlarin potansiyel kullanilabilirliklerini artirir.
Ayrica proteinli yapilart nedeniyle proteolitik enzimler tarafindan kolayca pargalanirlar.
Bu sebeple bakteriyosinler insan viicudunda veya cevrede cok uzun siire aktivitesini

koruyamazlar (Perez et al. 2014).
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1.4.2. Sideroforlar

Demir, redoks tepkimelerinin ve bir¢ok enzimin ayrilmaz bir bilesenidir ve bu
nedenle metabolizma, enerji transferi ve diger islemler i¢in vazgecilmezdir (Wandersman
and Delepelaire 2004). Aslinda demir, yalnizca ¢ok hiicreli organizmalar i¢in degil, ayni
zamanda ¢ogu mikrooorganizma i¢in de temel bir elementtir. Tipik bir bakteri ortaminda
serbest demir iyonlarinin mevcudiyeti ferrik iyonunun ¢ok sinirlt ¢oziintirliigiinden dolay1
oldukea diistiktiir. Bununla birlikte mevcut olan demirin bazi organizmalar tarafindan siki
bir sekilde diizenlenerek kontrol edilmesi, potansiyel patojenlerin bu temel elemente
erigsimini kisitladig1 i¢in bir antimikrobiyal strateji olarak kullanilabilir. Demiri tedarik
edebilmek i¢in mikroorganizmalar bir strateji olarak sideroforlar1 gelistirmistir (Golonka
et al. 2019). Sideroforlar, demirin sinirli oldugu ortamlarda iiretilen ve ¢evredeki demiri
selatlamak i¢in salgilanan kiigiik molekiillerdir. Sideroforlar yiiksek afinite gosterdikleri
ferrik iyonunu difiizyon yoluyla hiicre i¢ine ¢ekebilir (Aguado-Santacruz et al. 2012).
Sideroforlarin tiretimi, demire ulasamayan mikroorganizmalar1 ekolojik niglerinden
dislayarak, ¢evredeki diger bakterilere gore iiretici bakteriye rekabet avantaji saglar

(Beneduzi et al. 2012).

1.4.3. Diger antimikrobiyal bilesikler

Bakteriler ayrica ugucu bilesikler ve genis spektrumlu antibiyotikler gibi baska
metabolitler de tiretir. Ugucu bilesikler bakteriyel iletisim stire¢lerinde hayati 6neme
sahiptir, ancak arastirmalar bu bilesiklerin bakteriler tarafindan salgilandiginda diger
mikroorganizmalar {izerinde antagonizma gerceklestirebilecegini gostermektedir
(Chaurasia et al. 2005). Pseudomonas cinsi bakteriler tarafindan iretilen ugucu
bilesiklerden biri hidrosiyanik asittir ve cesitli antibiyotik aktivitelerine katildig
gosterilmistir.  Thielaviopsis  basicola'nin biyolojik kontrolii {izerindeki etkileri,

hidrosiyanik asitin antibakteriyel 6zelliklerini kanitlamaktadir (Matilla and Krell 2017).

Genis spektrumlu antibiyotikler gibi bazi metabolitler hem antibakteriyel hemde
antifungal 6zelliklere sahip olabilir. Bunlardan bazilar1 genellikle Bacillus cinsinin suslari
tarafindan tiretilen lipopeptitleri igcerir. Bu molekiiller, hidrofilik bir siklik peptidin 12 ila

14 karbon atomu arasinda degisebilen bir yag asidi zincirine baglanmasindan olusan
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amfipatik bir yapiya sahip olmalari ile karakterize edilmistir (Meena and Kanwar 2015).
Aslinda, mikroorganizmalarin biiylimesini engellemedeki etkinlikleri kanitlanmistir.
Lipopeptitlerin bazilar1 yalnizca mantarlara karsi etkinlige sahip iken (Rojas-Solis et al.
2013) surfaktinler gibi lipopeptitlerin hem bakterilere hem de mantarlara karsi etkinligi
vardir (Meena and Kanwar, 2015). Benzer diger antibiyotikler ise yapilarinda fonksiyonel
gruplar olarak c¢oklu [-hidroksiketon veya p-hidroksialdehit iceren poliketidlerdir.
Andrimid gibi bazilar1 genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye sahip iken (Matilla et
al. 2016), bazilar1 yalnizca mantarlara karsi etkilidir (Matilla and Krell 2017).

Yakin zamanda, lektin benzeri bakteriyosinler olarak tanimlanan yeni bir
antibakteriyel protein ailesi kesfedilmistir. Bu molekiiller monokot mannoz baglayici
lektin ailesinin karbonhidrat baglayic1 iki bolgesini igerir. Bu lektin benzeri
bakteriyosinler birka¢ Pseudomonas tiirlerini 6ldiirebilir ancak bu cins diginda aktif

degildirler (Parret et al. 2005).

1.5. Tez Calismasinin Amaci ve Onemi

Bocekler birgok farkli ekosistem igerisinde yer alan ve tiir ¢esitliligi itibariyle ¢ok
zengin olan canlilardir. Bu sebeple farkli beslenme sekillerine ve fizyolojik yapilara sahip
bir¢ok bdcek tiirii vardir. Ayn1 zamanda mikroorganizmalar ile yakindan iliski i¢erisinde
olan bocekler, farkli mikroorganizmalar ile simbiyotik iligkiler kurarlar. Bu iligkiler de
genelde bahsi gecen durumlarla baglantili oldugu i¢in her bocek tiirii kendine ait olan 6zel

bir mikrobiyom barindirir.

Bagirsak mikrobiyomu canlilarin mikroorganizmalar ile en fazla etkilesime
gectigi ve dis etkenlerle degisebilen bir habitattir. Bu sebeple konake1 canli ile bagirsak
mikrobiyomu karsilikli  olarak birbirini etkiler. Konak¢inin yasam kosullari
mikrobiyomdaki  mikroorganizma  ¢esitliligini  degistirirken,  mikrobiyomdaki
mikroorganizmalar konake1 canli i¢in sindirim, koruma ve beslenme gibi bir¢ok fayda
saglar. Hem bocek bakimindan hem de mikroorganizmalar bakimindan bocek bagirsagi
secici bir yapiya ve cesitlilige sahiptir. Bu secicilik ve ¢esitlilik bocek bagirsagini islevsel

mikroorganizmalarin kazanilmasi i¢in ¢ok degerli bir kaynak haline getirir.
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Bugiine kadar birgok c¢alismada bocek bagirsaklart mikroorganizmalarin
madenciligi i¢in kullanilmistir. Bu mikroorganizmalar cesitli endiistriyel enzimlerin
tiretimi, yeni antimikrobiyal peptitlerin kesfi, c¢evresel kirliliklerin giderilmesi veya
zararli boceklerle miicadele edilmesi gibi bir¢cok biyoteknolojik alanda kullanilmaktadir.
Bu sebeple bocek bagirsaklarindaki mikrobiyom c¢aligsmalari her gegen giin artmaktadir.
Ancak bu calismalar 6zellikle sucul ekosistemde yasayan bocekler acisindan hala
yetersizdir. Batakliklar gibi hem sucul hem de karasal ekosistemlerin bir birlesim noktasi
olan ekosistemler her iki ekosistemin Ozelliklerini tasiyabileceginden tiir gesitliligi
acisindan zengin bolgelerdir. Bu sebeplerle bu alanlarda yasayan bdceklerin
mikrobiyomlarinin arastirilmast  dikkate deger bulgularin ortaya c¢ikarilmasiyla

sonuclanabilir.

Ayni zamanda bu habitatlarda yasayan mikroorganizma bollugu da ¢ok fazladir.
Bu durum bu habitatlarda yasayan boceklerin farkli mikroorganizmalar ile yakindan iligki
icerisinde olmasin1 saglar. Farkli mikroorganizmalarin yasadigt bu habitatlarda
mikroorganizmalar arasinda rekabet kaginilmazdir. Bu rekabette kullanilan silahlardan
birisi de antimikrobiyal aktiviteye sahip bilesiklerin liretilerek diger mikroorganizmalarin
habitattan eliminasyonudur. Bu sebeplerle sucul ekosistemlerde yasayan boceklerin
bagirsak mikrobiyomunun antimikrobiyal aktif bilesiklerin taranmasi i¢in uygun bir

habitat oldugunu diisiinmekteyiz.

Yukarida bahsi gecen nedenlerden dolayi yapmis oldugumuz bu g¢alismada
Erzurum ve c¢evresinde sulak alanlarda yasayan sucul boceklerin  bagirsak
mikrobiyomundaki bakterilerin kiiltiire bagli yontemlerle taranmasi ve antimikrobiyal
bilesikleri iiretme yeteneklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu durum bakteri
kaynaklarinin belirlenmesi veya yeni tiirlerin kesfi icin 6nemlilik arz etmektedir. Bu
tarama calismasi bir 6n calisma niteligine sahip olup, bulunan her bakteri tiiri yeni

calismalarin baslamasi i¢in bir potansiyel tagimaktadir.
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Lui ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada, Giliney Cin’deki Okaliptiis
zararlis1 Leptocybe invasa tiirine ait safra arisinin bagirsak mikrobiyomu kiiltiire bagh
yontemler kullanarak incelenmistir. 27 familya ve 44 cinse ait toplam 88 adet bakteri
tiirtintin tanimlandig1 ¢alismada farkli gelisim asamalarinda mikrobiyal cesitliligin ve
miktarin farkli oldugu ortaya ¢ikarilmis ve Leptocybe invasa ile iliskili bakterilerin olasi

ekolojik rolleri belirlenmistir (Liu et al. 2021).

Dugas ve arkadaslar1 tarafindan amerikan hamambdcegi (Periplaneta americana)
bagirsaklarindan yapilan ¢alismada, sar1 pigmentli bakteri suslari degerlendirilmistir.
Izole ettikleri 54 sar1 pigmentli bakterinin 16S rRNA dizi analizi sonucunda
Flavobacterium grubuna ait Chryseobacterium spp. olduklar1 ortaya konulmustur.
Ardindan bu bakterilerin bagirsak ile simbiyotik iligkileri incelenmistir (Dugas et al.
2001).

Brennan ve arkadaglar1 tarafindan termitler (Isoptera) ve giiveler (Lepidoptera)
tizerinde yapilan calismada, bagirsaklarindaki bakteriler ksilanaz aktivitesi varligi
bakimindan incelenmistir. Bu bakterilerde ksilanaz proteinlerini kodlayan genin varlig:
taranmistir. Proteinlerde alisilmadik birincil dizilere ve yeni fonksiyonel kisimlara
rastlanmistir. Yeni kesfedilen bu enzimlerin bilinen ksilenaz enzimlerinden farkli oldugu

yonler ve islevsel 6zellikleri ortaya ¢ikarilmistir (Brennan et al. 2004).

Broderick ve arkadaglar1 tarafindan Lymantria dispar larvalarinin orta
bagirsaklar tizerinde yapilan ¢alismada, bagirsak bakterileri kiiltiire bagli ve kiiltiirden
bagimsiz yontemler kullanarak tanimlanmistir. Ayni zamanda beslenme sekillerinin
mikrobiyom iizerindeki etkileri de incelenmistir. Yapilan analizlerde Pseudomonas
putida, Pseudomonas sp., Enterobacter sp., Pantoea agglomerans, Serratia marcescens,
Bacillus sp., Staphylococcus lentus, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus xylosus,
Paenibacillus sp., Enterococcus faecalis, Rhodococcus sp. ve Microbacterium sp. suslari
tespit edilmistir. Beslenmede kullanilan bitki tiirline gore bagirsak mikrobiyomunda

degisimlerin oldugu ortaya konulmustur (Broderick et al. 2004).
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Geissinger ve arkadaslar tarafindan Pachnoda ephippiata boceginin
bagirsaklarinda yapilan ¢alismada, bagirsak bakterileri PCR tabanli tarama ve 16S rRNA
dizi analizi teknikleriyle incelenmistir. Yapilan taramalarda gram-negatif, zorunlu
anaerop ve ¢ubuk seklinde olan yeni bir tiir ultramikrobakteri kesfedilmistir (Geissinger

et al. 2009).

Ateyyat ve arkadaslar tarafindan Bemesia tabaci lizerinde yapilan c¢alismada
Erwinia persicinus, Pseudomonas plecoglossicida, Pseudomonas putida, Brevibacterium
casei, Staphylococcus gallinarum, Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis, Bacillus
subtilis, Exiquobacterium acetylicum, Exiguobacterium undue ve Micrococcus
caseolyticus olarak toplam 11 adet bakteri tiirli izole edilmistir. Bu tiirler 16S rRNA dizi
analizi ve floresan in situ hibridizasyon teknikleri kullanilarak tantimlanmistir (Ateyyat et

al. 2010).

Geiger ve arkadaslan tarafindan Glossina palpalis gambiensis orta bagirsagi
tizerinde yapilan c¢alismada, Serratia glossinae tiirtine yakin bir akraba olan zorunlu

anaerob ve ¢ubuk seklinde yeni bir bakteri kesfedilmistir (Geiger et al. 2010).

Patil ve arkadaslar1 tarafindan bal arilarinin bagirsaklar: tizerinde yapilan
calismada, bagirsakta bulunan ve aktinomiset tireten bakterilerin varlig1 incelenmistir. Bu
aktinomisetlerin bal arisinin bagirsak mikrobiyomunda olan ve olmayan bakteriler

tizerindeki etkileri gosterilmistir (Patil et al. 2010).

Feng ve arkadaslar1 tarafindan ipek bocegi Bombyx mori tizerinde yapilan
calismada, farkli yapraklarla beslenen ipek boceklerinin mikrobiyomlarindaki farkliliklar
ve bu farkliliklardan meydana gelen bocegin patojenlere karsi olan direnci incelenmistir.
Ipek bocekleri dut veya Tricuspidata cudrania yapraklariyla beslendiginde, T. cudrania
yapraklartyla beslenen boceklerin patojen enfeksiyonlarina karst daha hassas oldugu
gozlemlenmistir. Yapilan bagirsak mikrobiyom calismalarinda lipaz treten bakteri
cesitliligi tespit edilmis ve karsilastirilmistir. Farkli beslenme sekillerinin bakteri ¢esitligi
tizerindeki etkileri ortaya ¢ikarilmistir. Olusan farkli mikrobiyomlarin hastalik direncine

etkileri olabilecegi bildirilmistir (Fenga et al. 2011).
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Geiger ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada, Giliney Kamerun'da uyku
hastaligi bulunan ti¢ kdydeki g¢ece sineklerinden ornekler alinmis ve kiiltiire bagh
teknikler kullanarak sineklerin bagirsak bakteri kompozisyonu arastirilmistir. Yapilan
16S rRNA gen dizilerine dayanan filogenetik analiz sonucu dort adet Acinetobacter spp.,
dort adet Enterobacter spp., iki adet Enterococcus spp., ve birer adet Providencia sp.
Sphingobacterium sp., Chryseobacterium sp., Lactococcus sp., Staphylococcus sp.,

Pseudomonas sp. bakteri tiirleri bulunmustur (Geiger et al. 2011).

Lu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada, Lissorhoptrus oryzophilus’un orta
bagirsagindaki bakteriler kiiltire bagli yontemlerle izole ve karakterize edilmistir.
Yapilan 16S rRNA dizi analizleri sonucunda bu bitlerin bagirsaklarinda Pantoea
agglomerans, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Enterobacter oryzae,
Lactococcus lactis subsp. lactis ve Enterococcus faecalis olamak lizere alt1 ¢esit bakteri

tiirli izole edilmistir (Lu et al. 2013).

Podgwaite ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢calismada, Anoplophora glabripennis
boceginin deri ve sindirim sisteminde yasayan bakteri cesitliligi incelenmistir.
Staphylococcus sciuri incelenen 19 yetiskin bocegin 13'tinde en yaygin izolat iken,
Enterobacteriaceae tiyeleri larvalardan yapilan izolasyonlarda baskin ¢ikmistir. Genel
olarak yetiskin ve larvalarin bagirsaklarindan Enterobacter nimipressuralis, Pantoea
agglomerans, Serratia proteamaculans, Serratia rubidae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
terrigena, Klebsiella pnuemoniae, Klebsiella sp., Leclercia adecarboxylata, Rahnella
aquatilis, Leuconostoc mesenteroides, Enterococcus casseliflavus, Micrococcus luteus,
Dienococcus  radiodurans,  Staphylococcus  sciuri,  Staphylococcus  xylosus,
Staphylococcus  intermedius, Staphylococcus pasteuri, Staphylococcus warneri,
Macrococcus equipercicus, Staphylococcus sp., Microbacterium sp., Curtobacterum
flaccumfaciens, Curtobacterium citreum ve Tsukamurella inchonensis bakterlileri izole

edilmistir (Podgwaite et al. 2013).

Govindarajan ve arkadaglar1 tarafindan gida atiklariyla beslene Gryllotalpa
krishnani bocek tiiriiyle yapilan ¢alismada, bocek bagirsagindan 40 bakteri susu izole
edilmis ve tannaz aktivitesi bakimindan taranmistir. 16S rRNA dizi analizi sonuglarina

bakilarak tanmimlanan Enterobacter cloacae, Bacillus subtilis, Enteroinbacteriaceae
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bacterium ve Bacillus cereus suslarinin, yiiksek diizeyde tannaz aktivitesi gosterdigi

tespit edilmistir (Govindarajan et al. 2016).

Haloi ve arkadaslar tarafindan ekonomik olarak 6nemli bir ipek bdcegi olan
Antheraea assamensis (Helfer) lizerinde yapilan calismada, hastalikli ve saglikli
boceklerdeki bagirsak mikrobiyomu karsilastirilmistir. 16s rRNA dizi analiziyle
belirlenen Staphylococcus pasteuri, Bacillus pumilus, Achromobacter marplatensis,
Paucisalibacillus globulus, Staphylococcus warneri, Bacillus sp. ve Bacillus subtilis
suslar1 saglikli bireylerde baskin oldugu bulunurken, P. aeruginosa, Ornithinibacillus
bavariensis, Achromobacter xylosoxidans, S. aureus ve B. thuringiensis suslarinin

hastalikl1 bireylerde baskin oldugu belirlenmistir (Haloi et al. 2016).

Malele ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, afrika tripanosomiyazisine
neden olan Glossina pallidipes sineginin bagirsak mikrobiyomu incelenmistir. Yapilan
filogenetik analizler sonucunda ti¢ Bacillus spp., Vagococcus sp., Enterococcus sp.,
otuzdort Staphylococcus spp., Acinetobacter sp., Mesorhizobium sp., Paracoccus sp., iki
Psychrobacter spp., dort Microbacterium spp., i¢ Micrococcus spp., dort Arthrobacter
spp., Corynebacterium sp., Curtobacterium sp., Dietzia sp. ve Flavobacterium sp. suslari
izole edilmistir. Glossina pallidipes’in zengin bir bakteriyal ¢esitlilige sahip oldugu ve
bu c¢esitliligin afrika tripanosomiyazi epiemiyolojisine etkileri ortaya konulmustur

(Malele et al. 2018).

Wiater ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada, Laetiporus sulphureus
mantar1 ile beslenen Diaperis boleti boceginin bagirsaginda alfa-(1 -> 3)-glukani
parcalayabilen bir bakteri susu izole edilmistir. Izole edilen bu bakteri susunun 16S rRNA
dizi analizi sonucunda Paenibacillus sp. olarak tanimlandig1 belirtilmistir (Wiater et al.

2019).

Callegari ve arkadaslar1 tarafindan hayvan beslenmesi i¢in alternatif bir protein
kaynag1 veya biyodizel iiretimi i¢cin hammadde olarak kullanilabilecek yiiksek besin
degerine sahip olan Hermetia illucens bocek larvalar {izerinde yapilan arastirmada, bu
larvalarin bagirsak mikrobiyomu tanimlanmis ve mikrobiyomun bdcegin biyokiitlesi

tizerindeki etkileri arastirilmistir. izole edilen 193 susdan baskin olanlarn %22’si
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Providencia spp., %6°s1 Morganella spp., %21°1 Klebsiella spp., %7’si Escherichia spp.,
%8’1 Acinetobacter spp., %7’si Stenotrophomonas spp., %6’s1 Pseudomonas spp. ve
%6’s1 Enterococcus spp. cinslerine ait oldugu gosterilmistir. Bacillus licheniformis
susunun beslenme agisindan bocegin gelisimine pozitif yonde katkist oldugu tespit

edilmistir (Callegari et al. 2020).

Karthi ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada, 6nemli bir zirai zararli bocek
olan Spodoptera litura bagirsaklarindan mikrobiyom izolasyonu gerceklestirilmistir.
[zole edilen mikroorganizmalarin 16s rRNA dizi analiziyle Clostridium butyricum,
Pseudomonas putida, Clostridium botulinum tlrleri oldugu tanimlanmigtir. C.
botulinum un bocegi sipermetrin toksisitesine karsi korudugu ortaya ¢ikarilmistir (Karthi

et al. 2020).

Msango ve arkadaslar1 tarafidan Samia ricini bagirsaklarindan yapilan
arastirmada, 16S rRNA dizi analizi, metagenomik analiz ve kalitatif enzimatik testler ile
bagirsak mikrobiyomu incelenmistir. Kiiltiire bagli olarak izole edilen 60 aerobik
bakterinin %54°1i Firmicutes ve %46’s1 Proteobacteria subesine ait iken 12 fakiiltatif
anaerobik bakterinin %92’si Proteobacteria ve %8’1 Firmicutes subelerine ait oldugu
gosterilmistir. Metagenomik analizin sonuglarma gore ise hem kiiltiirlenebilir hem
kiiltirlenemeyen bakterilerin %60°1 Proteobacteria ve %20’si Firmicutes subelerine ait
oldugu gosterilmistir. Yapilan enzimatik aktivite testlerinde ise seliilolitik, lipolitik ve
nitrat rediiktaz aktivitelerine sahip enzimlerin bakteriler tarafindan sentezlendigi

gosterilmistir (Msango et al. 2020).

Skowronek ve arkadaslar1 tarafindan Melolontha melolontha larvalarinin orta
bagirsagindan elde edilen 900 bakteri izolatiyla yapilmis olan ¢alismada, bu bakterilerin
Xenorhabdus ve Photorhabdus cinselerine karst antimikrobiyal etki gosterip
gostermedigi test edilmistir. Uygulanan testlerde Xenorhabdus ve Photorhabdus
cinslerine ait bakterilere antibakteriyel etki gosteren 12 sus izole edilmistir. Bu suslarin
16S rRNA, rpoB, rpoD veya recA gen dizi analizlerine gére Pseudomonas chlororaphis,
Citrobacter murliniae, Acinetobacter calcoaceticus, Chryseobacterium lathyri,
Chryseobacterium sp., Serratia liquefaciens ve Serratia sp. tlirleri oldugu ortaya

cikartlmistir (Skowronek et al. 2020).

25



2. KAYNAK OZETLERI

Vilcinskas ve arkadaslar1 tarafindan Tineola bisselliella’nin bagirsaklarindan
yapilan calismada, keratinaz aktivitesine sahip bakteriler arastirilmistir. Keratinaz
aktivitesine sahip Bacillsus sp. cinsi yeni bir bakteri susu tanimlanmistir. Bu bakteriden
keratinin par¢alanmasindan sorumlu birka¢ aday enzim ortaya ¢ikarilmistir (Vilcinskas

et al. 2020).

Shumo ve arkadaslar1 tarafindan Hermetia illucens larvalarinin bagirsaklar
tizerinde yapilmis olan ¢alismada, atiklarla beslenen ve hayvan yemi olarak kullanilan
Hermetia illucens larvalarinin bagirsaklarinda patojenik bakterilerin olup olmadigi
taranmugtir. Kiiltlire bagli yontemlerle izole edilen bakterilerin Providencia rettgeri,
Morganella morganii, Brevibacterium luteolum, Staphylococcus sp. ve Bordetella spp.
suslar1 oldugu molekiiler yontemlerle ortaya konulmustur. Bagirsak iizerinde yapilan
metagenomik calismada ise bagirsak mikrobiyomunda patojenik suslarin varligi tespit

edilmistir (Shumo et al. 2021).

Bitkilerle beslenen termitler (Cryptotermes spp.), yesil kurtlar (Helicoverpa
armigera) ve ipek bocekleri (Samia ricini) gibi birgok bocek tiirli yasamak i¢in seliiloz
gibi sindirimi zor olan karbon kaynagini kullanabilmek zorundadir. Bu bocekler bitkilerle
beslendikleri i¢in bagirsak mikrobiyomlarinda seliilaz aktivitesine sahip bakterilerin
bulunmasi olasidir. Bu sebeple bu boéceklerin mikrobiyomlarinda yapilan bir¢ok
calismada lignoseliiloz veya seliilozu parcalayabilen simbiyont bakterilerin varlig
taranir. Seliilaz, hemiseliilaz ve ligninaz gibi enzimlerin izolasyonu i¢in bir¢ok ¢alismada
bu bdceklerin mikrobiyomu incelenmis ve bu enzimler izole edilmistir (Rehman et al.
2009; Shil et al. 2014; Bajya et al. 2015; Dantur et al. 2015; Dar et al. 2018; Peristiwati
et al. 2018; Dar et al. 2021a, 2021b ; Msango et al. 2021a; Msango et al. 2021Db).

Kim ve arkadaslar1 tarafindan akuatik bir bocek olan Cincticostella
levanidovae’nin bagirsagindan yapilan c¢alismada, yeni bir tiir bakteri kesfedilmistir.
Yapilan analizler sonucu Ephemeroptericola cinsine ait olan yeni sus Ephemeroptericola

cinctiostellae olarak isimlendirilmistir (Kim et al. 2019).

Receveur ve arkadaslar: tarafindan yapilan calismada, Italya’da bulunan bir Alp

nehri boyunca sucul bdoceklerin bagirsak mikrobiyomu metagonemik ydntemler
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kullanarak incelenmistir. Degisken beslenme kosullar1 ve farkli habitatlarin bagirsak
mikrobiyomundaki etkileri belirlenmigtir. Ayni zamanda bocek mikrobiyomunun

nehirdeki ekosisteme olan etkileri gosterilmistir (Receveur et al. 2020).

Bektas ve arkadaslari tarafindan Zokiin goliindeki Hydrochara caraboides
aquatik bocek tiirlinlin bagirsaklarindan yapilan c¢alismada, metagenomik yontemlerle
bagirsak mikrobiyomu tanimlanmigstir. Toplamda 803 bakteri tiirliniin tanimlandigi
calismada ayni zamanda agir metallerin mikrobiota itizerindeki etkileri gosterilmistir

(Bektas et al. 2021a).

Bektas ve arkadaglari tarafindan yenilebilir bir akuatik bocek olan Cybister
laterimarginalis torquatus tiirti tizerinde yapilan ¢alismada, bocek bagirsak mikrobiyotasi
kiiltire baghh metotlar kullanilarak izole edilmistir. Yapilan molekiiler tanida Lelliottia

amnigena ve Citrobacter freundii bakterileri tanimlanmistir (Bektas et al. 2021b).

Chellaram ve arkadaslar1 tarafindan kisa antenli ¢ekirge bagirsaklari tizerinde
yapilan ¢alismada, insan patojen bakteri tiirti olan Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumonia, Escherichia coli, Vibrio parahameolyticus ve bir mantar tiirli olan Candida
albicans tizerinde antagonistik etki gosteren bakteriler taranmistir. Pseudomonas
otitidis‘in, E. coli ve C. albicans lizerinde antagonistik etkiye sahip oldugu belirlenmistir

(Chellaram and Praveen, 2015).

Poulsen ve arkadaslari tarafindan Sceliphron caementarium ve Chalybion
californicum tirti yaban arilarinin {izerinde yapilan ¢alismada, zenginlestirme kiiltiirti
kullanilarak 200'den fazla Streptomyces Actinobacteria izolati elde edildi. Bu izolatlardan
scelifrolaktam ad1 verilen ve yeni bir antimikrobiyal bilesik olan makrosiklik laktam da

dahil olmak tizere 11 adet ikincil metabolit izole edildi (Poulsen et al. 2011).

Wu ve arkadaslar1 tarafindan koleopteran (Holotrichia parallela) larvasinin
bagirsaginda bulunan Pseudallescheria boydii mantari lizerinde yapilan ¢aligsmada, iki
yeni seskiterpen boydine A ve B izole edildi. Boydine B'nin Bifidobacterium sp.,
Veillonella  parvula,  Anaerostreptococcus  sp., Bacteroides  vulgatus  ve

Peptostreptococcus  sp. klinik suslarma karst antimikrobiyal aktivitesi oldugu
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gosterilmistir. Boydine A’nin ise benzeri goriilmemis bir karbon iskeletine sahip oldugu
ve mantarlarda molekiil i¢i aldol ilavesine izin veren bir biyokimyasal bilesik oldugu

tespit edilmistir (Wu et al. 2014).

Akbar ve arkadaslar1 tarafindan iki hamambdcegi tiirti olan Gromphadorhina
portentosa ve Blaptica dubia bagirsaklar iizerinde yapilan ¢alismada, bu tiirlerden
bagirsak bakterileri izole edilmis fakat karakterize edilmemistir. [zole edilen bakteriler,
gram pozitif olan Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Bacillus cereus ve
gram negatif negatif olan Escherichia coli, Salmonella enterica, Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae bakterilerine karsi antibakteriyel
aktivite bakimindan incelenmistir. Hamambdceklerinin bagirsak bakterilerinin giiglii

antibakteriyel 6zelliklere sahip aktif molekiiller tirettigi belirlenmistir (Akbar et al. 2018).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cihazlar

Bu tez calismas1 Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek Teknoloji ve Arastirma
Merkezi Laboratuvarlarinda (YUTAM) yapilmustir. Kullanilan cihazlarin listesi Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar ve Modelleri

Cihaz Adi Modeli

+4 Sogutucu Edesa SESC-17

-20 Sogutucu J.P. Selecta

Calkalamali Inkiibator Zhicheng-ZHWY-2102C

Elektroforez Sistemi BioRad Mini ReadySub-Cell™ ve Mini
Protean Tetra Cell

Hassas Terazi Weightlab Instruments WL-3002L

Homojenizator Qiagen TissueLyser LT

Isitic1 Blok Bioer CHB-202

Jel Gortintiileme Sistemi BioRad ChemiDocTM MP

Magnetik Isitict WiseStir MSH-20D

Mikrobiyolojik Steril Kabin ESCO NordicSafe™

Otoklav Hirayama HV 50-L, Tomy SX-500E

PZR Cihaz1 SensoQuest Thermocycler

pH Metre OHAUS ST 3100F

Santrifiij Wise Spin CF-10

Spektrofotometre ThermoScientific Multiskan GO

Sogutmali Santrifijj Hettich Zentrifugen Universal 320R

Statik Inkiibator Memmert IN110

Ultra Saf Su Cihazi Millipore, Q-3W

Vorteks Wisd Wisemix VM-10
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3.1.2. Sarf malzemeler

Tez g¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler Merck, Sigma, BiolLab ve
Honeywell firmalarindan temin edilmistir. Besiyerleri Merck firmasindan temin
edilmistir. Genomik DNA izolasyon ve PCR Purifikasyon kiti ile 2x PCR master mix

EcoTech Biyoteknoloji firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Tripsin/ Proteinaz K parcalama tekniginde kullanilan cozeltiler

= Tripsin/ Proteinaz K ¢oziicii tamponu

Son konsantrasyonlar1 I mM HCl ve 1 mM CacCl; olacak sekilde 5 ml son hacimde

ve distile su i¢erisinde soliisyon hazirlanir.

=  Tripsin/ Proteinaz K soliisyonu

3ml tripsin/ proteinaz K ¢oziicli tamponu igerisine 3 mg tripsin ve 22,5 mg

proteinaz K eklenerek ¢oziiliir. -20°C’de saklanir.

3.1.4. Native ve SDS PAGE tekniginde kullanilan ¢ézeltiler

=  Native PAGE Yiiriitme tamponu

3 gr Tris Base ve 14,4 gr Glisin, 1 L distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

= 2Xyiikleme boyasi

0,5 M, pH 6,8 olan 2,5 ml Tris-Base, 2 ml Gliserol, 0,01 gr Bromofenol Mavisi

ve 5,5 ml distile su ile karistirilarak hazirlanmistir.

30



3. MATERYAL ve YONTEM

" %30 akrilamid karisimi

29 gr akrilamid ve 1 gr N,N' metilbisakrilamidi 60 ml distile su i¢inde ¢oziildiikten
sonra son hacim distile suyla ile 100 ml’ye ayarlanmistir. Cozelti filtrelenerek (0,45 pm)

karanlik ortamda +4 °C’de saklanmuistir.

= %10'luk Amonyum Persiilfat

1 gr Amonyum Persiilfat distile suda ¢oziildiikten sonra son hacim 10 ml’ ye

tamamlanmuistir.

= 1,5M Tris tamponu (pH:8.8)

11,82 gr Tris-Base 30 mL distile suda ¢oziildiikten sonra 1M NaOH ile pH 8,8’e

getirilerek distile su ile 50 ml'ye tamamlanmistir.

= (0,5M Tris tamponu (pH:6.8)

3,94 gr Tris-Base 30 ml distile suda ¢oziildikkten sonra 2M HCI ile pH 6.8’e
ayarlanarak distile su ile 50 ml'ye tamamlanmistir (Shukolyukol 2011).

= SDS PAGE yiiriitme tamponu

3 gr Tris, 14 gr Glisin, 1 gr SDS tartilarak 900 ml distile suda ile ¢oziindiiriilmiis

ve pH 8,8’e ayarlandiktan sonra 1 L’ye tamamlanmuistir.

= %10 SDS

10 gr SDS 100 ml distile suda ¢oziindiiriildiikten sonra steril filtreden (0,45um)

gecirilerek hazir hale getirilmistir.
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3.1.5. Giimiis boyama soliisyonlar1

= Jel fiksasyon c¢ozeltisi

40 ml etanol ve 10 ml asetik asit karistirilmig, son hacim 100 ml oluncaya kadar

distile su ile tamamlanmustir.

= Hassaslastirici/sensitizer cozelti

0,04 gr sodyum tiyostilfat 200 ml distile su ile ¢oziilm{istir.

= Giimiis boyama cozeltisi

0,2 gr glimiis nitrat ve 40 pl formaldehit son hacim 200 ml oluncaya kadar distile

su ile tamamlanmistir.

= Gelistirici/developer ¢ozeltisi

7,5 gr sodyum karbonat ve 125 ul formaldehit son hacim 250 ml oluncaya kadar

distile su ile tamamlanmustir.

®*  Durdurucu cozelti

0,5 ml asetik asit son hacimi 100 ml oluncaya kadar distile suyla tamamlanmustir.

3.1.6. Diger soliisyonlar

= PBS

Son konsantrasyonlart 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4 ve 2 mM

K>HPOs olacak sekilde, istenilen hacimde steril distile su ile hazirlanir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Arazi calismalari

Tez ¢alismasinda sucul bocek olarak bolgemizde yaygin olmasi, toplanmasinin
kolay olmasi ve bu tiirlerin bir¢ogu {izerinde literatiirde mikrobiyota g¢alismasinin

olmamasi nedenleriyle Hydrophilidae ve Dytiscidae familyasina ait tiirler secilmistir.

Bocek numuneleri, Erzurum ve ¢evresindeki bataklik ve sulak alanlardan g6zenek
capt 2 mm olan elek kullanilarak toplanmistir. Biiyiik olan tiirler cimbiz yardimiyla;
kiigiik olan tiirler ise aspiratér yardimiyla daha onceden otoklavda steril edilmis cam
siselere konularak laboratuvara getirilmis ve izolasyon islemlerinde kullanilmstir.
Hydrophilidae familyasina ait bocekler Prof. Dr. Umit INCEKARA tarafindan;
Dytiscidae familyasina ait bocekler ise Prof. Dr. Mustafa Cemal DARILMAZ tarafindan
teshis edilmistir.

3.2.2. Bakteri izolasyonu

Laboratuvara getirilen bocekler ilk olarak %70’lik alkol igerisinde 15-20 saniye
stireyle bekletilerek yiizey sterilizasyonu gergeklestirildi. Boyutlar1 nedeniyle diseksiyon
islemine yatkin olan Agabus bipustulatus, Cybister lateralimarginalis, Dytiscus
marginalis, Enochrus fuscipennis, Hydrochara dichroma ve Ilybius fuliginosus tirlerinin
bagirsaklar: steril sartlar altinda ¢ikarildi ve icerisinde PBS bulunan bir mikrosantrifiij
tiipiine aktarildi. Bagirsak florasindaki mikroorganizmalarin steril fizyolojik su icerisine
gecmesi i¢in her bir tiipe lmm cam boncuk konuldu. Mikrosantrifuj tiipleri
homojenizatére konularak 50 vurus/saniyeye ayarlandi ve 10 dakika boyunca dokular

pargalandi. Diger tiirler ise biitiin olarak homojenizasyon islemine tabi tutuldu.

Homojenizasyon sonucu elde edilen siispansiyonlardan seri diliisyonlar
hazirlanarak; 0,1 ml izolasyon amagli kullanilan TSA besiyeri {lizerine yayma plak
yontemiyle yayildi. Besiyerleri 37°C°de inkiibe edildi. Inkiibatérde biiyiitiilen bakteri

kolonilerinden farkli olanlar arka arkaya yapilan pasajlar sonucu saflastirildi.
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3.2.3. Molekiiler tanilama

= Genomik DNA izolasyonu

Izole edilerek saflastirilan bakterilerin molekiiler karakterizasyonu igin bakteriler
15ml’lik santrifiij tiipleri igerisindeki 3 ml sivi TSB besiyerine aktarilarak 37°C’de 16
saat boyunca calkalamali inkiibatorde biiyiitiildii. gDNA izolasyonu i¢in kiiltiirlerden 1,5
ml aliarak 6000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Ardindan peletlerden EcoTech firmasinin
EcoSpin Bacterial Genomic DNA Kiti kullanilarak firmanin 6nerdigi protokole gore
gDNA izolasyonu gegeklestirildi. Elde edilen gDNA’larin miktar ve safliklari
ThermoScientific Multiskan GO cihaziyla belirlendi. Ayrica gDNA’lar %1°lik agaroz jel

elektroforezinde 20 dk ytiriitiilerek izolasyonlar1 dogrulandi.

= 16S rRNA bdélgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi

Saf olarak elde edilen gDNA’dan 16S rRNA bélgesinin ¢ogaltilmasi i¢in 27F 5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3" ve 1392R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’
primerleri kullanildi. PZR reaksiyonu karisimi Cizelge 3.2°deki oranlarda ve Cizelge

3.3’teki kosullarda gerceklestirildi.

Cizelge 3.2. PZR reaksiyonunda kullanilan maddeler ve miktarlari

PZR Reaksiyonu Miktar
dH>O 19 ul
PCR Master Mix (2X) 25 ul
Forward Primer 2ul
Reverse Primer 2ul
gDNA 2ul

34



3. MATERYAL ve YONTEM

Cizelge 3.3. PZR reaksiyon kosullari

Sicaklik Stire Dongii
98°C 30 sn 1

94°C 10 sn

53°C 20 sn 30
72°C 30 sn

72°C 60 sn 1

4°C o0

= Agaroz jel elektroforezi

PZR reaksiyonu sonucu ¢ogaltilan 16S rRNA bdlgelerinin goriintiilenmesi igin
PZR tirtinlerinden Sul alindi ve 1 pl 6x yiikleme boyasiyla karistirildi. 100 ml 1x TAE
icerisine 1 gr agaroz eklenerek mikrodalga firininda kaynayana kadar isitildi. Agar
coziildiikten sonra igerisine 3 pl etidyum bromiir eklendi. Sivi haldeki jel dnceden
taraklar1 takilarak hazirlanmis kiivet igerisine dokiilerek jelin donmasi i¢in beklendi.
Hazirlanan jel yiirlitme tankinin igerisine alinarak PZR f{irlinleri kuyulara yiiklendi.
90V’da 50 dk boyunca yiritiildi. Ardindan BioRad ChemiDocTM MP cihazi

kullanilarak jel goriintiilendi.

= PZR iiriinlerinin saflastirilmasi ve DNA dizi analizi

PZR firtinleri DNA dizi analizi i¢in EcoTech firmasinin temin edilen EcoPure
PCR/Gel Purification Kit kullanilarak saflastirildi. Saflastirilan triinler Ankara’da
bulunan BM Labosis firmasi araciligiyla her iki primer kullanilarak ¢ift yonlu sekilde
okutuldu. Elde edilen sekans verileri Bioedit software programi kullanilarak birlestirildi
ve BLASTN+ (www.ncbi.nlm.nih.gov) veritabani kullanilarak analiz edildi (Zhang et al.
2000).
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3.2.4. AMP iiretici bakterilerin 6n seleksiyonu

Tez ¢alismasinda ilk olarak araziden toplanan sucul boceklerin bagirsak floralar
ortaya ¢ikarildi. Daha sonra bu flora iiyeleri AMP iiretme yetenekleri bakimindan
degerlendirildi. Bu amagla kiiltiirler 15ml’lik santrifiyj tiipleri icerisindeki 3ml sivi TSB
besiyerine aktarilarak 37°C’de 16-18 saat boyunca calkalamali inkiibatérde biiytittildii.
Ardindan kiilttirler 9000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant alinarak

0,22 um’lik PES filtreden gegirildi.

3.2.4.1. Well difiizyon testi

Elde edilen kiiltiir filtratlarinin antibakteriyel aktivitesi well difiizyon teknigi ile
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve Pseudomonas aeruginosa‘ya (ATCC 27853)
karsi test edildi. Bu amacgla %0,8 agar iceren MHA besiyeri hazirlanarak test
organizmalar1 swap ile besiyeri yiizeyine yayildi. Ardindan, 6 mm mantar delici igne ile
besiyerine kuyular ag¢ilarak, bu kuyulara kiiltiir filtratlar1 eklendi. Sonra petriler diiz bir
sekilde 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Siirenin sonunda inhibisyon zon ¢aplar1
mm cinsinden 6l¢tildii (Wiegand et al. 2008). Bu deney sonucunda test organizmalarinin

en az birine kars1 etkili olan izolatlar bir sonraki ¢alisma i¢in se¢ildi.

3.2.5. Tripsin/ Proteinaz K parcalama yontemi

Bir 6nceki 6n seleksiyon calismasinda segilen bakteriler, antibakteriyel etkinin
peptit kaynakli olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla bu yonteme tabi tutuldu. Bu
amagla oncelikle kiiltiir filtratlarinin proteazlarin ¢caligmasina uygun hale getirilmesi i¢in
pH’lar1 7’ye ayarlandi. Ardindan her bir tiir i¢in kiiltiir filtratlar1 3°e ayrildi. Kontrol
grubunda bulunan 2 kiiltiir filtratina enzimsiz tampon ilave edilirken; deney grubuna
100ul/ml olacak sekilde tripsin/proteinaz K karisimi eklendi ve 37 °C’de 6 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiinasyondan sonra deney grubu ve kontrol grubunun biri
100°C’de 5 dakika bekletilerek, proteazlar inaktivasyonu saglandi. Elde edilen kiiltiir
filtratlar1 yayma plak yontemiyle hazirlanan MHA besiyerine agilan kuyulara ilave

edilerek well difiizyon testi gergeklestirildi (Dusane et al. 2013; Yazic1 2018).
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3.2.6. SDS PAGE

Bir 6nceki basamakta secilen ve antibakteriyel etkinin peptitlerden kaynaklandigi
dogrulanan izolatlara ait kiiltlir filtratlarindan SDS PAGE yapilarak protein bantlari
goriintiilendi. Bu amagla kiiltiir filtratlari, 4X yilikleme boyasi ile karistirilarak 95 °C’de
10 dakika kaynatildi. Siire sonunda yeniden olusabilecek sekonder yapilarin olusmasini
engellemek icin buza alindi. Ornekler hazirlanmis olan %15°lik jele aralarinda bosluk
olacak sekilde iki kez yiiklendikten sonra 80 V’da 2 saat ylriitiildi. Ydriitme
tamamlandiginda jel kasetten alinarak, proteinleri gortintir hale getirmek icin 1 saat
boyunca fiksasyon ¢ozeltisinde bekletildi. Ardindan 30 dakika boyunca distile suyla
yikandi ve hassaslastirict ¢ozelti ile 1 dk muamele edildi. Jel 3 kez distile suyla
yikanmasinin ardindan giimiis boyama ¢ozeltisiyle 20 dakika boyandi. Jel tekrar distile
suyla 3 kez yikandiktan sonra {izerine gelistirici ¢ozelti eklenip yeni kasete alindi ve
goriintii ¢ikana kadar gozlemlendi. Proteinler goriiniir duruma gelince durdurma
sollisyonuyla muamele edilip Bio-Rad jel goriintiileme sistemi ile fotografi gekildi

(Grimaud et al. 2008).

3.2.7. Native PAGE ve jel kapatma testi

Native PAGE, proteinlerin dogal yapisini bozan ajanlarin (merkaptoetanol ve
SDS) kullanilmadigi PAGE yo6ntemidir. Native PAGE’de proteinler, dogal yapilarinin
net yiikiine, boyutuna ve sekline gore ayrilir (Shukolyukol 2011). Bu yontem kullanilarak,
proteinleri goriiniir hale getirmek icin %15°lik poliakrilamid jel hazirlandi (Sekil 3.4).
Protein o6rnekleri, 2X yiikleme boyasi ile pipetaj yapilarak karistirildi. Hazirlanan jele
yiiklenen 6rnekler, 150 V’da 1 saat yiiriitiildii. Native-PAGE i¢in 2 jel hazirlanmis olup
bunlardan birincisi bir 6nceki basamakta verilen yontemle giimiis boyama islemine tabi
tutulurken; ikincisi jel kapatma testi i¢in kullanildi. Jel kapatma testi yapilacak olan jele
boyama yapilmamis olup distile suyla 20 dakika boyunca yikandi. Ardindan Native
PAGE jeli kesilerek, soft MHB besiyeri (bakteri ekimi yapilmis) iceren petriye
yerlestirildi. Bir gecelik inkiibasyon sonucu gelismenin olmadigi zon bdlgesine denk

gelen proteinin antibakteriyel aktiviteden sorumlu oldugu bulundu (Liu et al. 2012).
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Cizelge 3.4. %15’lik Native PAGE jeli

Native PAGE (%15) Ayirma jeli (%5) Yikleme jeli
dH20 2,2 ml 2,93 ml

1,5 M Tris (pH:8.8) 2,6 ml -

0,5 M Tris (pH:6.8) - 1,3 ml

% 30 Akrilamid Karisimi 5 ml 0,67 ml

% 10 APS 100 pl 50 pl

TEMED 10 pl 5ul
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arazi Calismalari ve Toplanan Bocekler

Projede 5 farkli araz1 ¢alismasi gergeklestirilmistir. Bu kapsamda 1. arazide Cat-
Bingdl yolu 1. km.; 2. arazide Yesildere kdyt yaylasi (Erzurum) (Sekil 4.1); 3. arazide
Erzurum-Tortum yolu 5. km; 4. arazide Erzurum- Ilica yolu ve 5. arazide ise Erzurum-

Askale yolu 35. km’den 6rneklemeler yapilmistir.

Sekil 4.1. Yesildere koytine ait yaylada sulak alanlardan yapilan 6rnekleme

Arazi ¢alismalarinda gézenek ¢ap1 2 mm olan elek kullanilarak bécek numuneleri
toplanmis ve daha onceden otoklavda steril edilmis kaplara cimbiz ya da aspirator
yardimiyla konarak laboratuvara getirilmistir. Numuneler tanilama ve izolasyon amacl
olarak kullanilmak tizere ikiye ayrilmistir. Tanilama amaci ile her bir tiirden (varsa disisi
ile beraber) birer 6rnek %70’lik EtOH igerisine alinarak konvensiyonel tekniklerle
tanilanmak {izere uzmana gonderilmistir. Diger Ornekler ise izolasyon islemlerinde

kullanilincaya kadar +4°C’de saklanmustir.
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A

Sekil 4.2. Toplanan sucul boceklerden bazilart A. Dytiscus marginalis B. Dytiscus
marginalis larva C. Cybister lateralimarginalis D. Ilybius fuliginosus
E. Ilybius fuliginosus larva F. Hydrochara dichroma.

Yapilan arazi calismalari sonrasinda laboratuvarda incelenen orneklerden
Hydrophilidae familyasina ait Berosus [uridus, Enochrus fuscipennis, Hydrobius
fuscipes, Hydrochara dichroma, Laccobius syriacus; Dytiscidae familyasina ait Agabus
biguttatus, Agabus bipustulatus, Agabus labiatus, Colymbetes fuscus, Cybister
lateralimarginalis, Dytiscus marginalis, Hygrotus saginatus, Laccophilus minutus,
Graphoderus cinereus ve Ilybius fuliginosus olmak tizere 13 cinse ait 15 farkl tiir teshis

edildi (Sekil 4.2).

4.2. Bakterilerin Izolasyonu

Bu floranin ortaya konulabilmesi i¢in kiiltiir bagimli ve kiiltlir bagimsiz yontemler
kullanilmaktadir. Ancak kiiltir bagimli yontemlerde ilk olarak bagirsaktaki
mikroorganizmalar kiiltiire alinir. Sonra mikroorganizmalarin biyokimyasal ve
morfolojik 6zellikleri incelenerek karakterizasyon gergeklestirilir. Bakterilerin somut
olarak kiiltiirlenmesi saf bakteri kiiltiirlerinin var olmasi, bakterilerin belirli islevler i¢in
test edilebilmesi gibi bir¢ok agidan avantaj saglar (Wang et al. 2020). Tez c¢alismasinda
AMP retici tiirlerin seleksiyonu hedeflendigi i¢in kiiltiir bagimli yontem tercih

edilmistir.
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Dis yiizeyleri etil alkol icerisinde sterilize edilmis ve diseksiyon islemine miisait

olan bocekler Sekil 4.3"de gosterildigi gibi diseksiyon islemine tabi tutuldu.

Sekil 4.3. Diseksiyon islemine bir 6rnek

Daha kii¢iik boyutlu olan tiirler ise ytiizey sterilizasyon isleminden sonra biitiin

olarak homojenizasyon islemine tabi tutuldu.

Sekil 4.4. Cam boncuk kullanilarak yapilan homojenizasyon sonrasi mikrosantrifuj
tupleri.

Elde edilen siispansiyonlardan (Sekil 4.4) 0,1 ml alinarak izolasyon amagli
kullanilan TSA besiyerinin tizerine yayma ekim yapild1 ve besiyerleri 37°C’de aerobik

sartlarda inkiibasyona birakild1.
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Sekil 4.5. Saf olarak biiyiitiilen koloniler

24-48 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda petrilerde gelisen koloniler
mikroskopta incelenerek farkli oldugu diistiniilen koloniler alt kiiltiire alinmak suretiyle
saflastirildi (Sekil 4.5). Izolasyon ¢alismalar1 sirasinda toplamda 106 adet bakteri kolonisi
secilerek saflastirildi.

4.3. Molekiiler Tan1

Saflastirilan bakteriler TSB besiyerinde bir gece inkiibasyona birakildiktan sonra
“EcoSpin Bacterial DNA” kit ile {iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda genomik
DNA izolasyonu gerceklestirildi. Ardinda elde edilen genomik DNA’lar %1°lik agaroz
jelde yiirtitiilerek DNA’nin kontrolii saglandi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Agaroz jelde ytiriitiilen genomik DNA’lar

Elde edilen gDNA’lardan 16S rRNA bolgelerinin ¢ogaltilmasi ig¢in 27F ve 1392R
evrensel primerleri kullanilarak PZR islemi gerceklestirildi. Cogaltilan 16S rRNA bolgesi

kalite kontrolii i¢in agaroz jel elektroforezinde yiirtitiildii ve ardindan goriintiilendi (Sekil

4.7).

Sekil 4.7. PZR sonucu ¢ogaltilan yaklasik 1365 baz cifti uzunlugundaki 16S rRNA
bolgelerinin jel goriintiisii

Elde edilen PZR f{iriinlerinden tuzlarin, primerlerin ve polimeraz enziminin
uzaklastirilmasi i¢in EcoPure PCR/Gel Purification Kit kullanilarak PZR iiriinleri
saflagtirildi ve dizi analizine hazir hale getirildi. Elde edilen PZR iirtinleri BM Labosis
firmasi araciligiyla her iki primer ile ¢ift yonlii olarak okutuldu. Okuma sonras1 diziler
BioEdit programinda birlestirilerek tek bir dizi haline getirildi. Ardindan BLASTN+

programi araciliiyla veri tabaninda bulunan diger tiirlerle karsilastirildi ve tanilamalari
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gerceklestirildi. Sekanslar GenBank’a yiiklenerek erisim numaralari alindi (OM617793-
OM617839).

Tanilanan tiirlere ait sekans verileri MEGA11 Versiyon 11.0.10 programi
kullanilarak hizalandiktan sonra komsuluk analizi yapilarak tiirlerin evrimsel iligkilerini
ortaya cikarmak i¢in filogenetik aga¢ olusturuldu. Bu bakterilerin birbirleri ile olan
filogenetik iligkileri Sekil 4.8’de; familya ve tiirlere gore dagilimi Tablo 4.1°de

verilmistir.
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Serratia fonticofa strain T3 (Acc. No. OMGB17822)

Serratia fonticola strain T18 (Acc. No. ONM6E17837)
100 | Serratia fonticofa strain M13 (Acc. No. OM6E17802)
Serratia fonticofa strain T11 (Acc. No. OMG17830)
0|\ Serratia fonticola strain T1 (Acc. No. OM617821)
Serratia fonticola strain T17 (Acc. No. ONMG17836)
— Serralia liquefaciens strain T4 (Acc. No. OMG17823)
Hafnia paralvei strain T10 (Acc. No. OM617829)

b Hafnia alver strain T14 (Acc. No. OMG17833)
190 1| Hafnia paralvei strain T8 (Acc. No. OM617827)
o' Hafnia paralvei strain T20 (Ace. No. OM617839)

r Proteus hauseri strain T15 (Acc. No. OM617834)
Ls2r Providencia retigeri strain M4 (Acc. No. OMG17736)
100 | | Providencia rettgeri strain M10 (Acc. No. OMG17801)
100 ) o5 |- Providencia rettgeri strain M18 (Acc. No. OME17806)
j00 [ Providencia rettgeri strain M9 (Acc. No. OM617800)

78" Providencia rettgeri strain M21 (Acc. No. OMG17809)

Aeromonas sp. strain T12 (Acc. No. OM617831)

0, Aeromonas allosaccharophila strain M19 (Acc. No. OM6G17807)
Aeromonas allosaccharophila strain M23 (Acc. No. OMG17811)
Aeromonas veronii strain M27 (Acc. No. OM617815)
100 | fj Aeromonas veronil strain M1 (Acc. No. OMG17733)

99

I

=

100

10861 Aeromonas veronil strain M24 (Acc. No. OM6E17812)

Aeromonas sp. strain M7 (Acc. No. OM617799)

Aeromonas veronii strain M6 (Acc. No. OMG617798)

( Aeromonas veronil strain M2 (Acc. No. OME17794)

45t Aeromonas veromi strain M3 (Acc. No. OMBE17795)

100 | Acinetobacter radioresistens strain T5 (Acc. No. OMG17824)

Acinetobacter radioresistens strain T19 (Acc. No. OM617838)

a8 Pseudomonas sp. strain T13 (Acc. No. OM6E17832)
Pseudomonas ofitidis strain M29 (Acc. No. OM6E17817)
Pseudomonas ofitidis strain M33 (Acc. No. OM617820)

" Pseudomonas otitidis strain M14 (Acc. No. OM617803)
Pseudomonas ofitidis strain M15 (Acc. No. OMG617804)
Paenibacifius amylolyticus strain T7 (Acc. No. OMG617826)
Lactococcus garvieae strain M5 (Acc. No. OM6B177597)
Lactococcus garvieae strain M32 (Acc. No. OMG17819)
100 | Carnobacterium divergens strain M28 (Acc. No. OMG17816)
Carnobacterium divergens strain T6 (Acc. No. OMGE17825)
Exiguobacierium mexicanum strain T16 {(Acc. No. OM617835)
Bacillus pumilus strain T9 (Acc. No. OMG17828)

Kurthia gibsonii strain M25 (Acc. No. OM617813)
Kurthia gibsonit strain M26 (Acc. No. OM6E178714)
Kurthia gibsonif strain M16 (Acc. No. OME77805)
Kurthia gibsonii strain M31 (Acc. No. Oh617818)
Kurthia gibsonii strain M20 (Acc. No. OM617808)
Kurthia gibsoni M22 (Acc. No. OMG17810)

37

100

0.050

Sekil 4.8. Tiirlerin evrimsel iligkileri (Boostrap 1000)
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Cizelge 4.1: Tanumlanan bakteri tiirlerinin bocek tiirlerine gore dagilimi

Hydrophilidae Bacteria
Dytiscus | Serratia liquefaciens
marginalis | Bacillus pumilus
Aeromonas veronii
Providencia rettgeri
Lactococcus garvieae
Kurthia gibsonii
Graphoderus | Serratia fonticola
cinereus | Serratia liquefaciens
Colymbetes | Serratia fonticola
fuscus | Aeromonas veronii
Providencia rettgeri
Kurthia gibsonii
Hygrotus | Carnobacterium divergens
saginatus | Serratia fonticola
Ilybius | Serratia fonticola
fuliginosus | Hafnia paralvei
Aeromonas rivuli
Proteus hauseri
Aeromonas veronii
Kurthia gibsonii
Pseudomonas otitidis
Laccophilus | Klebsiella pneumoniae
minutus | Serratia fonticola
Agabus labiatus | Serratia fonticola
Bacillus pumilus
Proteus hauseri
Agabus | Serratia fonticola
bipustulatus | Hafnia paralvei
Kurthia gibsonii
Aeromonas veronii
Pseudomonas sp.
Agabus | Lactococcus garvieae
biguttatus | Kurthia gibsonii
Pseudomonas otitidis
Cybister | Aeromonas veronii
lateralimarginalis | Kurthia gibsonii

Pseudomonas otitidis
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Cizelge 4.1: Tanumlanan bakteri tiirlerinin bocek tiirlerine gére dagilimi (devam)

Dytiscidae Bacteria
Berosus | Klebsiella pneumoniae
luridus | Serratia fonticola
Bacillus pumilus
Acinetobacter radioresistens
Carnobacterium divergens
Paenibacillus amylolyticus
Pseudomonas helmanticensis
Aeromonas veronii
Kurthia gibsonii
Hydrochara | Serratia fonticola
dichroma | Carnobacterium divergens
Hafnia paralvei
Providencia rettgeri
Lactococcus garvieae
Kurthia gibsonii
Laccobius | Serratia fonticola
syriacus | Exiguobacterium mexicanum
Aeromonas rivuli
Hafnia paralvei
Aeromonas veronii
Aeromonas sp.
Pseudomonas otitidis
Enochrus | Serratia fonticola
fuscipennis | Bacillus pumilus
Hafnia paralvei
Providencia rettgeri
Aeromonas allosaccharophila
Hydrobius | Serratia fonticola
fuscipes | Bacillus pumilus
Aeromonas allosaccharophila

4.4. Tiirlerin Analizi

Dytiscidler genis bir boyut araligina sahiptir ve hem yetigkinler hem de larvalar
suda yasadigi i¢in “ger¢ek su bocekleri” olarak kabul edilirler. Akarsu ortamlarindan ¢ok
durgun su ortamlarinda daha yaygin olmalarina ragmen hemen hemen tiim sucul habitat
tirlerinde bulunurlar. Akarsularda genellikle kenarlara yakin yavas akan alanlarda
bulunurlar. Bu bocekler g6l kiyilarinda, goletlerde, havuzlarda, barajlarda, sulak
alanlarda, geg¢ici akarsularda ve lagiinlerde bol miktarda bulunur. Birkag tiiriin larva ve
yetiskinleri yeralti sularinda, sizintilarda bulunabilir ve aymi zamanda birkag tiirii
karasaldir. Dytiscidler pupa hari¢ tiim evrelerde suda yasar. Pupa donemi genellikle suya
yakin yerlerde, 1slak topraklarda veya yeraltinda larvalarin olusturdugu hiicrelerde geger.

Yumurtadan yeni ¢ikan erginler suya donerler ancak u¢ma yetenegine de sahiptirler. Bu
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da tiremek icin veya olumsuz kosullar altinda kaldiklarinda bir su kiitlesinden digerine
gitmelerine izin verir. Hem larvalar hem de yetiskinler aver yirticidir. Bocekler,
kabuklular, stiliikkler, yumusakgalar, iribaslar ve kiiclik baliklarla beslenebilirler (Benetti

et al. 2018).

Hydrophilidae familyas1 (su ¢op¢ii bocekleri) yaklagik 2500 bilinen tiirden olusan
Hydrophiloidea stiper ailesinin en biiylik grubudur. Genellikle durgun sularda yasadigi
bilinir ancak ayni zamanda akarsularda, nehirlerde ve sizinti habitatlarinda da
yasayabilirler. Sularda yasayan tiirlerinin yani sira, hydrophilidac familyasinda
cogunlukla yaprak dokiintiileri ve diger ¢lirliyen organik madde tiirlerinde yasayan
karasal tiirleri de igerir. Palaearktik bolge icinde ¢ogu karasal tiirii, ¢esitli otcul veya
hepgil memelilerin digkilarinda yasar. Sudaki tiirlerin ¢ogu Hydrophilinae alt
familyasinda bulunurken, karasal olanlarin ¢ogu ise Sphaeridiinae alt familyasinda
siniflandirilir. Ancak her iki alt familyada da bircok istisna vardir. Yetigskin bocekler
cogunlukla ¢iirtik¢til olup, farkl tiirde ¢lirliyen organik maddelerle beslenirken, larvalar

yirticidir ve ¢esitli omurgasizlari avlar (Fikacek et al. 2010).

Tez c¢alismast sonucunda Hydrophilidae'ye ait toplam bes (Berosus luridus,
Hydrochara dichroma, Laccobius syriacus, Enochrus fuscipennis ve Hydrobius
fuscipes); Dytiscidae familyasina ait ise toplam on farkli tiir (Dytiscus marginalis,
Graphoderus cinereus, Colymbetes fuscus, Hygrotus saginatus, Ilybius fuliginosus,
Laccophilus minutus, Cybister lateralimarginalis, Agabus labiatus, A. biguttatus ve A.

bipustulatus) elde edildi.

Yapilan 16S rRNA analizlerine goére Hydrophilidae iiyelerinden Aeromonas
veronii, Bacillus pumilus, Carnobacterium divergens, Hafnia paralvei, Kurthia gibsonii,
Lactococcus garvieae, Proteus hauseri, Providencia rettgeri, Pseudomonas otitidis,
Serratia fonticola ve S. liquefaciens olmak iizere 10 cinse ait toplam 11 farkli bakteri
tirtine; Dytiscidae {iyelerinden ise Acinetobacter radioresistens, Aeromonas
allosaccharophila, A. veronii, Aeromonas sp., Bacillus pumilus, Carnobacterium
divergens, Exiguobacterium mexicanum, Hafnia paralvei, Kurthia gibsonii, Lactococcus
garvieae, Paenibacillus amylolyticus, Providencia rettgeri ve Pseudomonas otitidis

olmak tizere 11 cinse ait 13 farkl: tiire rastlandi.
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Canli diinyasinin tiir ¢esitliligi yoniinden en genis gruplarinin basinda gelen
boceklerin; beslenme, metabolizma ve yasam alani yoniinden biiylik bir gesitlilik
gostermis olmasi, bu organizmalarin viicut florasindan yeni tiir ve yeni suslarin izolasyon
sansini yiikseltmektedir. Ayrica bécek mikroflorasinin biliniyor olmasi onlarin bagirsak
ekosistemleri, diren¢ mekanizmalari, ¢esitli mikrobiyal saldirilardan etkilenme, beslenme
fizyolojisi vb. konularin aydinlatilmasi konusunda 6nemli ipuglar1 vermektedir. Bu
nedenlerle bocek bagirsagi ve diger viicut boliimlerinin mikroflorast hakkindaki

calismalar yogunluk kazanmaktadir (Husseneder et al. 2007; Behar et al. 2008).

Sucul bocekler diinyanin her yerinde gollerde, kiiclik birikintilerde ve hizli akan
sularin s1g kesimlerinde bulunurlar. Su bitkileri, yosunlar ve bitkisel dokiintiiler ile
beslenirler. Bulunduklar1 ortamlar genelde mikrobiyal floranin ¢ok zengin oldugu
bataklik kesimler oldugundan, siirekli patojen mikroorganizmalarla temas ederler. Ancak,
gelistirdikleri cesitli yontemlerle bu sorunlarin iistesinden gelerek hayatta kalmayi
basarirlar (Hansen 1991). Karasal bdocekler ile yapilan ¢alismalarda bdoceklerin
bagirsaklarinda  birgok bakteri tlirlinlin  yasadigi tespit edilmis olup, bu
mikroorganizmalarin boceklerin tireme, gelisme ve diger birgok hayati dneme sahip
olaylariin devam ettirilmesinde gorev aldiklar1 belirtilmigtir. Hatta karasal boceklerde
patojenlere karst diren¢ mekanizmasinda sadece boceklerin kendi iiretmis oldugu
antimikrobiyal peptitlerin degil ayni1 zamanda bagirsak florasinda bulunan bakterilerin
tiretmis oldugu antimikrobiyal peptitlerinin de etkili olabilecegi gosterilmistir (Lehrer and
Ganz, 1999). Bu calismalar sucul bocek bagirsak mikrobiyomlarinin antimikrobiyal

bilesikler agisindan taranmasi gerekliligini agik¢a vurgulamaktadir.

Bocek bagirsagindan izole edilen bakteriler, yukarida bahsedildigi {izere
bdceklerin habitatindaki basarisi ve adaptasyon becerileri ve beslenme davranislart gibi
konularin agikliga kavusturulmasin yaninda biyoteknolojik uygulamalar agisindan da
biiyiik 6nem arz etmektedir. Ozellikle bagirsak habitatina adapte olmus bu suslar bircok
endiistriyel uygulamada avantaj saglayabilir. Bu nedenlerle tez ¢calismasinda izole edilen
tiirlerin bocekler ile iliskilerinin yaninda biyoteknolojide kullanim alanlarindan da
literatiirde bulunan bilgiler 1s18inda bahsedilmis ve bu 6zelliklerinin bdceklerin

bagirsaklarinda bulunmalari ile iliskileri tartisiimaya ¢alisilmistir.
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Yapilan caligmalarda karasal bdoceklerin  bagirsaklarinda  Aeromonas,
Chrysobacterium, Asaia, Enterobacter, Pseudomonas, Pantoea, Proteus, Bacillus,
Acinetobacter, Streptomyces, Microbacterium, Micrococcus ve Serratia gibi bir¢ok
degisik bakterinin yasadigi belirtilmistir (Dillon and Dillon 2004; Minard et al. 2013).
Aragtirmacilar tarafindan bu mikroorganizmalarin boceklerin gelisiminde, tiremesinde,
sindirim (lignoseliiloz ve nigsasta yikiminda) siirecinde, metanogenez ve azot fiksasyonu
olaylarinda ve diisiik redoks potansiyelinin devam ettirilmesinde goérev aldiklar
belirtilmistir. Bunun yaninda sucul bdceklerin bagirsak mikrobiyomunun ortaya
cikarilmasina ve bu mikrobiyom tiiyelerinin boceklerin yasamsal faaliyetlerine etkisi

tizerine olan ¢aligma say1st sinirhidir.

Enterobacteriaceae (Serratia, Hafnia ve Klebsiella gibi) tiyelerinin, boceklerin
bagirsak mikroflorasinda baskin bir grup oldugu daha 6nceki ¢calismalarda gosterilmistir.
Serratia cinsi, boceklerden siklikla izole edilmistir ve boceklerin farkli evrelerinde demir
alimma onemli katkilar yaptig1 gosterilmistir (Indiragandhi et al. 2007); bagka bir
calismada ise Melolontha melolontha larvalarinin orta bagirsagindan izole edilmis olup;
antibakteriyel o6zellikleri bakimindan incelenmistir (Skowronek et al. 2020). S.
fonticola’nin quorum algilama i¢in kullandig1 sinyal molekiillerinin etkisiyle bitki
biiylimesine tesvik edici ozelligi olup; biyogiibrelerin {iiretiminde kullanilabilecegi
belirtilmistir (Jung et al. 2020). S. liguefaciens’in kitinaz, lignin peroksidaz, lipaz ve
proteaz {lreticisi oldugu ve enzimlerinin yiiksek sicakliklara dayanikli oldugu
belirtilmektedir (Joshi et al.1989; Bagliniere et al. 2017; Salgado et al. 2020). Ayrica S.
liquefaciens'in  Salmonella  typhimurium, Listeria monocytogene ve Yersinia
enterocolitica gibi gida kaynakli bakteriyel patojenlerin inhibitorii olarak kullanilan
heliotropini yiiksek verimde iirettigi bildirilmistir (Zhao et al. 2017; Haq et al. 2016).
Bunun yaninda Serratia {iyeleri patojende olabilir, ¢61 ¢ekirgesi Schistocerca gregaria ile
yapilan deneylerde, bagirsak toplulugunun c¢esitliligi ile Serratia marcescens'in
kolonizasyon basarisi arasinda ters bir iliski gdzlemlenmistir. Bu sonug, tiir agisindan
zengin bagirsak topluluklarina sahip bdceklerin patojen istilasina karsi daha direncli
oldugu teorisini desteklemektedir (Dillon et al. 2005). Bu bilgiler 1s18inda bagirsak
florasindan siklikla izole edilen Serratia tiirlerinin demir aliminin yani sira sahip oldugu
enzim aktiviteleri ile de sucul boceklerin beslenme davranislariyla iliskili oldugu ve

sindirime yardimec1 oldugu soylenebilir.
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Bocek bagirsagindan izole edilen Acinetobacter ve Pseudomonas tiirlerinin de
farkli enzim aktivitelerinde rol oynadig1 gosterilmistir. A. radioresistens dnemli bir lipaz
tireticisi olup (Wang and Chen 1998; Li et al. 2001); fenolik bilesiklerin yikimini
gergeklestirdigi ortaya konulmustur (Liu et al. 2020). Ayrica yiiksek molekiiler agirliga
sahip bir polisakkarit ve protein kompleksi olan biyoemiilgatér iiretiminde de
kullanilmaktadir. Biyoemdiilgatorlerin potansiyel ticari uygulamalari arasinda petrolle
kirlenmis toprak ve sularin biyolojik olarak iyilestirilmesi, deterjan endiistrisi, herbisit ve
pestisit formiilasyonlari, gida ve kozmetik endiistrileri i¢in stabil yag-su emiilsiyonlarinin
yapimi yer almaktadir (Toren et al. 2001). P. otitidis 'in tirik asidi daha ¢dziintir bir forma
oksitleyen tirikaz aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir (Lee et al. 2015). P. ofitidis
sentetik asitlerin ve asidojenik atiklarin substrat olarak kullanildig: {iretim kosullarinda
yenilenebilir kaynaklardan tiretilen, biyolojik olarak parcalanabilir, saf, toksik olmayan,
biyolojik olarak uyumlu ve ticari degere sahip plastikler olarak bilinen
polihidroksialkanoatlar1 {iretme yetenegi gostermektedir (Reddy et al. 2012). Yapilan
baska bir calismada P. ofitidis'den glutaminaz aktivitesi olmayan bir asparaginaz
karakterize edilmis ve saflastirilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda saflastirilmig
asparaginazin antikanser aktivitesinin, ticari olarak satilan ve E. coli’de {iretilen
asparaginaz ile ayni veya daha yiiksek diizeyde oldugu gostermistir (Husain et al. 2016).
Ayni zamanda bu bakterinin tek karbon ve enerji kaynagi olarak zearalenone kullanma
kabiliyetine sahip oldugu gosterilmis olup, zearalenone tarafindan kontamine edilmis
gida ve yemleri detoksifiye etmek amaciyla kullanilabilecegi vurgulanmistir. (Tan et al.
2015). Benzer bir sekilde boyama endiistrisinin atik su aritma tesisinden elde edilen aktif
camurdan izole edilen bir P. otitidis yliksek boya konsantrasyonlarinda hem ¢alkalamali
biyoreaktorlerde hem de statik kosullar altinda birkag trifenilmetan boyasina kars1 dikkate
deger bir renk giderme aktivitesi gostermistir (Wu et al. 2009). K. gibsonii’de trettigi
lipopeptit yapili biyosurfaktan sayesinde biyoremediasyon amaciyla tekstil boyalarinin
gideriminde kullanilmistir (Nor et al. 2021). P. hauseri’nin tekstil atik sularindaki
boyalarin giderimi ve agir metallerin biyoremediasyonunda kullanilabilecegi

gosterilmistir (Ng et al. 2017).

Yukarida bahsedilen ve c¢ogunlukla biyoremediasyon uygulamarini igeren
orneklerin yani sira P. ofitidis'in antimikrobiyal 6zelliklerine dair literatiirde yalnizca bir

calismaya rastlanmistir. 2015 yilinda yapilan bu ¢alismada ¢ekirge bagirsagindan izole
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edilen P. otitidis'in kiiltiir filtratlarinin Candida albicans ve Escherichia coli'ye karsi
antagonistik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Ancak kiiltiir filtratindaki bu aktif

bilesen agikliga kavusturulmamistir (Chellaram and Praveen 2015).

A. veronii, insan ve baliklarda patojen olup; tetrasiklin ve siprofloksasin
antibiyotiklerine kars1 direncli oldugu gosterilmistir (Skwor et al. 2014). Ayrica bu
organizma biyoteknolojik uygulamalarda kitinaz ve alfa amilaz enzimlerinin iireticisi

olarak degerlendirilmektedir (Samie et al. 2012; Zhang et al. 2014).

B. pumilus tizerindeki biyoteknolojik uygulamalar ¢ok fazla olup bir¢ok enzimin
tiretiminde kullanilmigtir. Meyve suyu tiretiminde kullanimi i¢in yeni bir pektin liyaz
tiretimi (Nadaroglu et al. 2010), bitki bliytime faktorii olarak glikolipit yapidaki bir
biyositirfaktan tiretimi (Marchut-Mikolajczyk et al. 2021) ve genis bir pH ve sicaklik
araliginda stabil bir sekilde ¢alisan ksilanaz ve poligalakturonaz iiretimi (Geetha and
Gunasekaran 2010) bu uygulamalara 6rnek gosterilebilir. Ayrica B. pumilus’da bir¢cok
patojene karsi antimikrobiyal etkiye sahip ti¢ adet bilesik bulundugu 2019 yilinda yapilan
bir arastirmayla ortaya konulmustur (Chu et al. 2019). Antimikrobiyal aktivitesi ile
taninan ve bu ¢alismada izole edilen diger bir bakteri ise C. divergens’dir. Bu bakteri
antimikrobiyal peptit olan divercin {reticisi olup; gidalarin korunmasinda diger

bakterilerin tiremesini engelleme amaciyla kullanilmaktadir (Rihakova et al. 2009).

E. mexicanum trettigi kromat rediiktaz enzimiyle toksik kromun azaltilmasinda
rol oynadig1 gosterilmistir (Das et al. 2021). Bir diger calismada ise atik tuzlu sularda
yasayan E. mexicanum’un halofilik bir susunun sudaki nitrojen kaynakli kirliliklerin
uzaklastirilmasinda 6nemli bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir (Cui et al. 2021).
Yapilan bir baska ¢alismada ise E. mexicanum’un trettigi dort bilesigin antimikrobiyal
aktivitesi degerlendirilmis ve ikisinin Escherichia coli, Shigella flexneri, Klebsiella
pneumonia ve Salmonella enterica gibi mikrobiyal patojenlere karsi etkili oldugu

gosterilmistir (Shanthakumar et al. 2015).

L. garvieae, baliklarda patojen olan bir bakteri tiirii olup (Meyburgh et al. 2017);

bir bakteriyosin olan garvicin A’nin {reticisidir (Maldonado-Barragan et al. 2013).
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Bununla birlikte L. garvieae’nin ferrik demir, nitrat ve fumarati indirgedigi gosterilmistir

(Yun et al. 2007).

P. amylolyticus’un iyi bir amilaz {reticisi oldugu iki arastirma {izerinde
gosterilmistir. Bunlardan biri tarimsal yan {irlinlerin 1siya dayanikli alfa amilaz tiretimi
icin kullanildig1 bir ¢alismadir. P. amylolyticus 'un kati hal fermantasyonunda maksimum
alfa amilaz iiretimi i¢in optimum kosullar belirlenmis ve tiretim miktarlar1 gosterilmistir
(Ikram-ul-haq et al. 2012). Diger bir calismada ise fermant6r kosullari altinda P.
amylolyticus 'dan hiicre digina salgilanabilen bir glukoamilaz tretilmistir. Bu enzimin
biyoyakit tiretimi i¢in gerekli 6zelliklere sahip oldugu belirtilmistir (Lincoln et al. 2019).
Baska bir calismada ise P. amylolyticus’un pektinaz iiretimi i¢in endiistriyel acidan
degerli bir kaynak oldugu belirtilmistir (Keggi and Doran-Peterson 2020). Ayrica P.
amylolyticus’tan elde edilen dipikolinik asit, hem gram pozitif hem de gram negatif
patojenlere kars: ticari dipikolinik asitler ile karsilagtirildiginda dikkate deger aktivite
gostermistir (Anandan and Vittal 2019).

Providencia rettgeri atiklarla beslenen ve hayvan yemi olarak kullanilan Hermetia
illucens larvalarinin bagirsaklarindan kiiltiire bagli yontemlerle izole edilmistir (Shumo
et al. 2021). P. rettgeri'nin bir herbisit olan glifosati yaklasik %71,4 oraninda
bozundurabildigi ve aminometilfosfonik aside doniistiirdugii gosterilmistir (Xu et al.
2019). Bunun yaninda tekstilde kullanilan azo boyalari tek basina kismen
pargalayabilmektedir (Shi et al. 2021). P. rettgeri bazi nematodlarin bagirsaginda
simbiyotik olarak yasayabilen bir bakteridir. Bu bakteri-nematod iliskisi zararli bocekler
icin oldiirticti olabilir. Bu sebeple zirai zararli boceklerle miicadelede kullanilabilecegi

gosterilmistir (Jackson et al. 1995).

Bu calismada izole edilen tiim bakteriler su, toprak ve havada genis ¢apta
yayilmistir. Bagirsak florast ¢evredeki ortamdan etkilendigi i¢in bdceklerin bagirsak
florasinda da bulunabilirler. Kaldi ki 6zellikle intestinal sistemin bas ve son kisimlarinin
acik istemler olmasi dis ortamin flora lizerine etkisini agikliga kavusturmaktadir (Engel
and Moran 2013). Buna paralel olarak, ¢ogu bocek bagirsaginin, memeli bagirsaklarina
kiyasla nispeten az sayida ancak Ozellesmis bakterilerden olusan biiyiik bagirsak

topluluklarini barindirdigi daha onceki ¢alismalarda rapor edilmistir. Baskin olmayan
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diger tiirler ise, ortamlarinda yaygin olan bakteriler tarafindan yalnizca firsatg1 ve seyrek
olarak kolonize edilebilir (Engel and Moran 2013). Ayrica bazilar1 bagirsak florasinda
boceklerle simbiyotik ya da parazitik iliski igerisinde olabilir. Bunun yaninda gelisim
asamasi, diyet tiirli, konak taksonomisi, cevre ve sosyal etkilesimler, bdcek
bagirsagindaki mikrobiyal topluluklarin bilesimini ve g¢esitliligini etkileyen Onemli
faktorlerdir  (Suarez-Moo et al. 2020). Boceklerin  bagirsaginda  bulunan
mikroorganizmalar besin ag¢isindan fakir gidalar1  dontstiirerek  konakg¢inin
faydalanabilecegi besinleri tretir, katabolizmasi zor gida bilesenlerinin sindirilmesine
yardimc1 olur, konakg¢iy1 parazitlerden ve patojenlerden korur, bécegin diger boceklerle
iletisim kurmasinda katkida bulunur, ¢iftlesme ve tireme sistemlerini yonetir (Engel and
Moran 2013). Yukarida bahsi gecen bilgilerin ¢ogunlugu karasal boceklerden elde edilen
verilerdir. Sucul boéceklerde degisken beslenme kosullarinin ve farkli habitatlarin
bagirsak mikrobiyomunu etkiledigi (Receveur et al. 2020) bilinmesine ragmen; birkag
istisna disinda ¢ogu sucul bocek tiirliniin mikrobiyal kolonizasyonu calisilmamistir ve
kalic1 bir topluluga sahip olup olmadiklar1 bilinmemektedir. Bu ve benzeri ¢alismalardan
elde edilen izolasyon verileri daha fazla sucul bocek tiiriinii, gelisim evresini ve farkli
mevsimsel sonuglar1 kapsadik¢a kalici floranin {iyeleri daha dogru bir sekilde ortaya

konulabilecektir.

4.5. Antibakteriyel Aktivite Gosteren izolatlarin On Seleksiyonu

[zolatlara ait kiiltiir filtratlar1, patojen tiirler kullanilarak yayma plak yéntemi ile
hazirlanan soft MHA besiyeri igeren petrilerde 6 mm’lik agilan kuyulara 200 pl olacak
sekilde eklenmistir. Petriler 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda inhibisyon zonlar1 Olgiiliip, ardindan zon olusturan kiiltir filtratlar
belirlenmistir. Sonucta denemeye alinan tiirlerden hi¢biri Pseudomonas aeruginosa’ya

kars1 zon vermemistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. On seleksiyon denemelerinde kiiltiir filtratlar1 kullamlarak Pseudomonas
aeruginosa’ya kars1 yapilan well diflizyon deneyi.

Diger taraftan Staphylococcus aureus’a karst yalnizca 5 adet izolat (5-1.2, 5-2.2,
5-4L3, 5-4L.4b,5-2.3) pozitif sonug vermis olup (Sekil 4.10); elde edilen zonun protein
kaynakli olup olmadiginin anlasilmasi icin pozitif zon veren filtratlar proteazla muamele
edilerek zonun varligin siirdiiriip stirdiirmediginin belirlenmesi i¢in bir sonraki deneye

alinmustir.
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Sekil 4.10. On seleksiyon denemelerinde kiiltiir filtratlar1 kullanilarak Staphylococcus
aureus’a karsi yapilan well diflizyon deneyi.

Izole edilerek saflastirilan bakteriler arasinda S. liquefaciens (Haq et al. 2016), B.
pumilus (Chu et al. 2019), C. divergens (Rihakova et al. 2009), E. mexicanum
(Shanthakumar et al. 2015) ve L. garvieae (Maldonado-Barragan et al. 2013) olmak {izere
5 bakterinin daha o6nceden farkli organizmalara karsi antibakteriyel etki gosterdigi
bilinmektedir. Ilging bir sekilde bu bakteri tiirlerine ait izolatlarin higbiri 6n seleksiyon

calismalarinda zon olusumuna neden olmamaistir.
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4.6. Tripsin/ Proteinaz K Parcalama Yontemi

Bir onceki basamakta olusan zonlarin protein kaynakli olup olmadiklarini
anlamak i¢in 5 izolata ait kiiltiir filtratlar1 37°C’de 6 saat tripsin/proteinaz K enzimleri ile
inkiibasyona maruz birakilmistir. Inkiibasyon sonunda bu kiiltiir filtratlarinin olusturdugu
zonlar agar difiizyon testi ile belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda, kiiltiir filtratinin
pozitif zon vermesi, proteazlarla muamele edilen kiiltiir filtratlarinin ise zon vermemesi,

aktivitenin protein kaynakli oldugu sonucunu dogrulamaktadir (Dusane et al. 2013).

Sekil 4.11. Tripsin/ Proteinaz K uygulamasi sonucu elde edilen zonlar. A. 5-1.2=M14
kodlu 6rnek. B. 5-2.2=M29 kodlu 6rnek.

Sekil 4.11 incelendiginde M29 kodlu P. otitidis bakterisine ait kiiltiir filtratinin
enzim muamelesi sonucunda zon vermedigi goriilmektedir. Bunun yaninda kiiltiir
filtratinin enzimsiz 100°C’de muamelesi ile azda olsa zon verdigi goriilmekte olup
aktivitenin peptit kaynakli oldugunu gostermektedir. Diger yandan M 14 kodlu P.otitidis
bakterisine ait kiltiir filtratinin ise enzim muamelesi sonucunda zon vermedigi
gorililmektedir. Ancak kiiltiir filtratinin enzimsiz 100°C’de muamelesi ile de zon olusumu
gozlenmemistir. Kiltiir filtratlarinin  enzimsiz  100°C’de  muamelesine, proteaz
uygulamasinda da proteazlarin inhibisyonu i¢in 100°C’de muamele edilmesinden dolay1
gerek duyulmustur. Sonug olarak bu durum aktivitenin peptit kaynakli olmadigini ya da

aktif peptidin 1siya duyarli olmasindan dolay1 bu metot ile ayrim yapilamayacagini
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gostermektedir. Bu nedenle ikinci bir dogrulamaya ihtiya¢ oldugundan bu iki bakteri bir

sonraki deney i¢in se¢ilmistir.

4.7. SDS PAGE

Bir 6nceki basamakta secilen ve antibakteriyel etkinin peptitlerden kaynaklandigi
distintilen M14 ve M29 kodlu P. otitidis izolatlarina ait kiiltiir filtratlar1 proteinin
varligimi ve boyutunu ortaya c¢ikarmak amaciyla %15°lik jelde yuriitiildi. Yiriitme
tamamlandiginda jel kasetten alinarak, giimiis boyama ile boyandi ve fotografland1 (Sekil

4.12).

Ma M14 M29

15 kDa

10 kDa

Sekil 4.12. Kiiltiir filtratlarinin SDS PAGE sonucu ve glimiis boyama goriintiileri

SDS PAGE goriintiisii incelendiginde her iki izolatta yaklasitk 12 kDa
boyutlarinda bant vermistir. Jelde goriintiilenen bantlarin antibakteriyel aktiviteden

sorumlu olup olmadiklarini arastirmak i¢in bir sonraki asamaya gegilmistir.
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4.8. NATIVE PAGE ve Jel Kapatma Testi

Bir onceki basamakta molekiiler kiitleleri belirlenen proteinlerin aktivitelerinin
arastirilmasi i¢in denatiire olmadan yiriitiildiikleri ve aktivite kaybina ugramadiklar
Native PAGE yontemi kullanilmistir. Bu amagla her iki izolata ait kiiltiir filtratlari jele iki
tekrarl olarak yiiklenmis ve 150 V’ta 1 saat ytiriitiildiikten sonra jel kasetten alinarak iki
pargaya ayrilmig ve jelin bir yarist glimiis boyama ile boyanarak goriintiilenmistir (Sekil
4.13).

Ma M14 M29

Sekil 4.13. Kiiltiir filtratlarinin Native PAGE sonucu ve giimiis boyama goriintiileri

Jelin diger yarist ise hangi protein bandinin antimikrobiyal etkiden sorumlu
oldugunu belirlemek i¢in yayma ekim yontemi ile hazirlanmig soft MHA besiyeri {izerine
alinmustir. 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakildiktan sonra yalnizca M29 kodlu izolata

ait protein bandinin oldugu bélgede zon olusumu gozlemlenmistir (Sekil 4.14).
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Ma M29 M29 M14 M14

Sekil 4.14: Kiiltiir filtratlarinin Native PAGE goriintiisii ve jel kapatma test sonucu

Ancak hem SDS PAGE hem de Native PAGE jellerinde M29 kodlu izolat ile ayn1
boyutlarda ve yaklasik ayni bant kalinliginda gériilmesine ragmen; M 14 kodlu izolata ait
protein zon olusumuna neden olmadi. 4.5 numarali baslikta bahsedildigi lizere tez
calismasinda izole edilerek saflastirilan tiirlerden 5 tanesinin daha 6nceden antibakteriyel
bilesenler salgiladigi bilinmektedir. Hatta bunlardan Divercin ve Garvicin peptit
yapisinda oldugu bilinen bakteriosinlerdir. Bu ¢alismada bahsi gegen tiirlere ya da
peptitlere ait pozitif bir sonu¢ alinmamistir. Bu negatit sonuglarin nedeni, bahsi gecen
calismalar ile sunulan tez ¢alismasi arasinda test organizmalarinin farkliligi olabilir.
Diger taraftan tez ¢alismasinin 6n seleksiyon asamasinda pozitif sonug veren drneklerin
tamaminin P. otitidis oldugu anlasilmistir. Bu tiirler tripsin/proteinaz K yontemi ile
elenmis ve iki tlir peptit kaynakli antibakteriyel aktivite a¢isindan 6n plana ¢ikarilmistir.
Ardindan yapilan Native-PAGE analizi ile yalnizca tek bir izolattan (M29) pozitif sonug
alinmustir. Bu izolat Agabus bipustulatus’tan elde edilmis olup; jel elektroforezinde ayni
protein bandlarina sahip ayni tiiriin diger izolatlarindan aktivite agisindan onemli bir
sekilde ayrilmistir. Bu sonu¢ aynm1 zamanda farkli habitatlardan ve/veya kaynaklardan
izolasyon ¢alismalarinin siirdiiriilmesi gerekliligini vurgular niteliktedir. Literatiirde P.
otitidis e ait yalnizca bir adet antibakteriyel etkinlik calismasi bulunmaktadir. Bu

calismada P. otitidis’in E. coli ve C. albicans lizerinde antagonistik etkiye sahip oldugu
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belirlenmistir (Chellaram and Praveen 2015). Ancak etken maddenin protein olup
olmadig1 acikliga kavusturulmamistir. Bu nedenle P. ofitidis e ait antibakteriyel peptit ilk
defa bu tez ¢alismasinda Agabus bipustulatus’tan izole edilmis M29 kodlu (GenBank
Erisim Numarasit OM617817) izolat ile ortaya konulmustur.
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5. SONUC ve ONERILER

Karasal boceklerle yapilan ¢alismalar bagirsak floralarinda bulunan bakterilerin
zengin AMP kaynaklar1 oldugunu goéstermektedir. Hatta boceklerin patojenlere karsi
savunma mekanizmalarinda, bagirsak florasinda bulunan bakterilerin {iretmis oldugu
antimikrobiyal peptitlerinin de etkili olabilecegi gosterilmistir. Yeni AMP’lerin kesfi
amaciyla yukarida bahsedilen nedenlerden 6tiirli 6zellikle karasal boceklerin bagirsak
florasina ait bir¢ok c¢alisma yapilmis olmasina ragmen; sucul bdcekler ile yapilan
calismalar izolasyon ve karakterizasyonla sinirli kalmis (Sazama et al. 2017); bu
bakterilerin antimikrobiyal peptit liretme yetenekleri hi¢cbir calismada gosterilmemistir.
Bu nedenlerle tez calismasinda yeni AMP'lerin kesfi i¢in, daha 6nce degerlendirilmemis
ve 6nemli bir kaynak olarak goriilen sucul boceklerin bagirsak florasinin arastirilmasi ve

antibakteriyel peptit {iretici izolatlarin belirlenmesi gerceklestirilmistir.

Sonug olarak, Hydrophilidae'ye ait toplam bes farkli tiirden (Berosus luridus,
Hydrochara dichroma, Laccobius syriacus, Enochrus fuscipennis ve Hydrobius fuscipes)
Aeromonas veronii, Bacillus pumilus, Carnobacterium divergens, Hafnia paralvei,
Kurthia gibsonii, Lactococcus garvieae, Proteus hauseri, Providencia rettgeri,
Pseudomonas otitidis, Serratia fonticola ve S. liquefaciens’e ait 11 farkli bakteri tiiri;
Dytiscidae familyasina ait toplam on farkl tiirden (Dytiscus marginalis, Graphoderus
cinereus, Colymbetes fuscus, Hygrotus saginatus, Ilybius fuliginosus, Laccophilus
minutus, Cybister lateralimarginalis, Agabus labiatus, A. biguttatus ve A. bipustulatus)
Acinetobacter radioresistens, Aeromonas sp., A.allosaccharophila, A.veronii, B.pumilus,
Carnobacterium divergens, Exiguobacterium mexicanum, Hafnia paralvei, Kurthia
gibsonii, Lactococcus garvieae, Paenibacillus amylolyticus, Providencia rettgeri ve

P.otitidis olmak tizere 13 farkli bakteri tiirti elde edildi.

Bu bakterilerin kiiltiir filtratlari, antibakteriyel protein tiretme kabiliyeti agisindan
tarand1 ve P. otitidis M29 kodlu izolatinin well diflizyon, tripsin/proteinaz K parg¢alama
ve Native-PAGE yontemleri ile Staphylococcus aureus'a (ATCC 25923) karsi yaklasik
12kDa boyutlarinda bir AMP’nin iireticisi oldugu bulundu.
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Agabus bipustulatus’tan lokal olarak izole edilen P. otitidis 'in, S. aureus'a (ATCC
25923) karst AMP iireticisi oldugu bu tez calismasinda ilk defa gosterildi. Bu AMP,
enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde 6zellikle S.aureus’a karsi miicadelede kullanim
potansiyeli tasimakta olup; sentetik peptitlerin iiretiminde de kalip olarak kullanilma
potansiyeline sahip olabilir. Ileride yapilacak ¢alismalarla bu proteinin kiitle parmak izi
analizleri ya da Edman yikimi1 yontemi ile amino asit dizisi ¢ikarilarak literattirde bulunan
diziler ile karsilastirilmalidir. Ayrica bu ¢alismada izole edilerek tanimlanan flora tiyeleri
biyoteknolojik proseslerde ¢esitli enzim, organik asit ve/veya karbonhidratlarin

tiretiminde kaynak olarak degerlendirilebilir.

63



KAYNAKLAR

Adrio, J. L. ve Demain, A. L. 2014. Microbial enzymes: tools for biotechnological
processes. Biomolecules, 4, 117-139.

Aguado-Santacruz, G., Moreno-Gomez, B., Jiménez-Francisco, B., Garcia-Moya, E.,
Preciado-Ortiz, R. 2012. Impact of the microbial siderophores and
phytosiderophores on the iron assimilation by plants: a synthesis. Revista
fitotecnia mexicana, 35, 9-21.

Akbar, N., Siddiqui, R., Igbal, M., Sagathevan, K., Khan, N. A. 2018. Gut bacteria of
cockroaches are a potential source of antibacterial compound(s). Letters in
Applied Microbiology, 66(5), 416-426.

Aktiimsek, A., Unsal, S., Kalyoncu, L. 2009. Genel Zooloji Ders Kitab1. Nobel Yayin
Dagitim, 336, Istanbul.

Anand, A. P., Vennison, J. S., Sankar, G. S., Prabhu, I. G., Vasan, T. P., Raghuraman, T.,
Vendan, E. S. 2010. Isolation and characterization of bacteria from the gut of
Bombyx mori that degrade cellulose, xylan, pectin and starch and their impact on
digestion. Journal of Insect Science, 10, 107.

Anandan, K., ve Vittal, R. R. 2019. Endophytic Paenibacillus amylolyticus KMCLEO06
extracted dipicolinic acid as antibacterial agent derived via dipicolinic acid
synthetase gene. Current Microbiology, 76, 178—186.

Ateyyat, M. A., Shatnawi, M., Al-mazra'awi, M. 2010. Isolation and identification of
culturable forms of bacteria from the sweet potato whitefly Bemesia tabaci Genn.
(Homoptera: Aleyrodidae) in Jordan. Turkish Journal of Agriculture and Forestry,
34, 225-234.

Ayayee, P. A., Larsen, T., Rosa, C., Felton, G. W, Ferry, J. G., Hoover, K. 2016. Essential
amino acid supplementation by gut microbes of a wood-feeding cerambycid.
Environmental Entomology, 45, 66-73.

Bagliniere, F., Salgado, R. L., Salgado, C. A., Vanetti, M. C. 2017. Biochemical
characterization of an extracellular heat-stable protease from Serratia liquefaciens
isolated from raw milk. Journal of Food Science, 82(4), 952-959.

Bajya, D. R., Arya, D., Ranjith, M., Lakharan, M. C., Raza, S. K. 2015. Isolation and
identification of cellulose demoting symbionts from gut of subterranean termite,
Odontotermes obesus. Indian Journal of Agricultural Sciences, 85(7), 970-972.

Behar, A., Yuval, B., Jurkevitch, E. 2008. Gut bacterial communities in the

Mediterranean fruit fly (Ceratitis capitata) and their impact on host longevity.
Journal of Insect Physiology, 54(9), 1377-1383.

64



Bektas, M., Orhan, F., Baris, O. 2021a. A new approach and a model study in floating
island microbial biodiversity and endosymbionts on digestive structure of an
aquatic insect. Fresenius Environmental Bulletin, 30, 13250-13263.

Bektas, M., Orhan, F., Erman, O. K., Baris, O. 2021b. Bacterial microbiota on digestive
structure of Cybister lateralimarginalis torquatus (Fischer von Waldheim, 1829)
(Dytiscidae: Coleoptera). Archives of Microbiology, 203, 635—641.

Bemena, L. D., Mohamed, L. A., Fernandes, A. M., Lee, B. H. 2014. Applications of
bacteriocins in food, livestock health and medicine. International Journal of
Current Microbiology and Applied Sciences, 3(12), 924-949.

Beneduzi, A., Ambrosini, A., Passaglia, L. M. 2012. Plant growth promoting
rhizobacteria (PGPR): Their potential as antagonists and biocontrol agents.
Genetic and Molecular Biology, 35(4), 1044—1051.

Benemann, J. R. 1973. Nitrogen Fixation in Termites. Science, 181, 164-165.

Benetti, C. J., Michat, M. C., Ferreira, N., Braga, R. B., Megna, Y. S., Toledo, M. 2018.
Keys to Neotropical Hexapoda. In: Thorp and Covich's Freshwater Invertebrates.
Hamada, N., Thorp, J. H., Rogers, C. D. (eds). Academic Press, 539-560, United
States of America.

Berg, R. D. 1996. The indigenous gastrointestinal microflora. Trends in Microbiology, 4,
430-435.

Basset Y., C. L. 2012. Arthtopod diversity in a tropical forest. Science, 338, 1481-1484.

Birkle, L. M., Minto, L. B., Douglas, A. E. 2002. Relating genotype and phenotype for
tryptophan synthesis in an aphid—bacterial symbiosis. Physiological Entomology,
27, 302-306.

Brennan, Y., Callen, W. N., Christoffersen, L., Dupree, P., Goubet, F., Healey, S., Steer,
B. A. 2004. Unusual Microbial Xylanases from Insect Guts. Applied and
Environmental Microbiology, 609-3617.

Broderick, N. A., Raffa, K. F., Goodman, R. M., Handelsman, J. 2004. Census of the
bacterial community of the gypsy moth larval midgut by using culturing and

culture-independent methods. Applied and Environmental Microbiology, 293—
300.

Callegari, M., Jucke, C., Fusi, M., Leonardi, M. G., Daffonchio, D., Borin, S., Crotti, E.
2020. Hydrolytic profile of the culturable gut bacterial community associated with

Hermetia illucens. Frontiers in Microbiology, 11, 1965.

Carr, F. J., Chill, D., Maida, N. 2002. The lactic acid bacteria: a literature survey. Critical
Reviews in Microbiology, 28, 281-370.

Challinor, V. L., Bode, H. B. 2015. Bioactive natural products from novel microbial
sources. Annals of the New York Academy of Science, 1354, 82-97.

65



Chapman, A. 2005. Numbers of living species in Australia and the world 1 st edn.
Australian Biolical Resources Study, Canberra, Australia.

Chaurasia, B., Pandey, A., Palni, L. M., Trivedi, P., Kumar, B., Colvin, N. 2005.
Diffusible and volatile compounds produced by an antagonistic Bacillus subtilis
strain cause structural deformations in pathogenic fungi in vitro. Microbiological
Research, 160, 75-81.

Chellaram, C. ve Praveen, M. M. 2015. Molecular characterization of antagonistic
bacteria, Pseudomonas otitidis from insect gut, short horned grasshopper. Journal
of Pure and Applied Microbiology, 9(3), 2391-2395.

Chikindas, M. L., Weeks, R., Drider, D., Chistyakov, V. A., Dicks, L. M. 2018. Functions
and emerging applications of bacteriocins. Current Opinion in Biotechnology, 49,
23-28.

Chu, J., Wang, Y., Zhao, B., Zhang, X.-M., Liu, K., Mao, L., Kalamiyets, E. 2019.
Isolation and identification of new antibacterial compounds from Bacillus
pumilus. Applied Microbiology and Biotechnology, 103, 8375-8381.

Cui, Y., Cui, Y.-W., Huang, J.-L. 2021. A novel halophilic Exiguobacterium mexicanum
strain removes nitrogen from saline wastewater via heterotrophic nitrification and
aerobic denitrification. Bioresource Technology, 333, 125189.

Dantur, K. 1., Enrique, R., Welin, B., Castagnar, A. P. 2015. Isolation of cellulolytic
bacteria from the intestine of Diatraea saccharalis larvae and evaluation of their
capacity to degrade sugarcane biomass. AMB Express, 5, 15.

Dar, M. A., Dhole, N. P., Xie, R., Pawar, K. D., Ullah, K., Rahi, P., Sun, J. 2021a.
Valorization potential of a novel bacterial strain, Bacillus altitudinis RSP75,
towards lignocellulose bioconversion: An assessment of symbiotic bacteria from
the stored hrain pest, Tribolium castaneum. Microorganisms, 9, 1952.

Dar, M. A., Shaikh, A. F., Pawar, K. D., Xie, R., Sun, J., Kandasamy, S., Pandit, R. S.
2021b. Evaluation of cellulose degrading bacteria isolated from the gut-system of
cotton bollworm, Helicoverpa armigera and their potential values in biomass
conversion. Peer], 9, el11254.

Dar, M. A., Shaikh, A. A., Pawar, K. D., Pandita, R. S. 2018. Exploring the gut of
Helicoverpa armigera for cellulose degrading bacteria and evaluation of a

potential strain for lignocellulosic biomass deconstruction. Process Biochemistry,
73, 142-153.

Das, S., Behera, B. C., Mohapatra, R. K., Pradhan, B., Sudarshan, M., Chakraborty, A.,
Thatoi, H. 2021. Reduction of hexavalent chromium by Exiguobacterium

mexicanum isolated from chromite mines soil. Chemosphere, 282, 131135.

Demnerova, K., Mackova, M., Spevakova, V., Beranova, K., Kochankova, L., Lovecka,
P., Macek, T. 2005. Two approaches to biological decontamination of

66



groundwater and soil polluted by aromatics-characterization of microbial
populations. International Microbiology, 8, 205-211.

Dillon, R. J., Vennard, C. T., Charnley, A. K. 2002a. A Note: Gut bacteria produce
components of a locust cohesion pheromone. Journal of Applied Microbiology,
92, 759-763.

Dillon, R. J., Vennard, C. T., Buckling, A., Charnley, A. K. 2005. Diversity of locust gut
bacteria protects against pathogen invasion. Ecology Letters, 8, 1291-1298.

Dillon, R. ve Charnley, K. 2002b. Mutualism between the desert locust Schistocerca
gregaria and its gut microbiota. Research in Microbiology, 153, 503-509.

Dillon, R. ve Dillon, V. 2004. The gut bacteria of insects: nonpathogenic interactions.
Annual Reviews, 49, 71-92.

Douglas, A. E. 2009. The microbial dimension in insect nutritional ecology. Functional
Ecology, 23, 38-47.

Dugas, J. E., Zurek, L., Paster, B. J., Keddie, B. A., Leadbetter, E. R. 2001. Isolation and
characterization of a Chryseobacterium strain from the gut of the american
cockroach, Periplaneta americana. Archives Microbiology, 175, 259-262.

Dusane, D. H., Damare, S. R., Nancharaiah, Y. V., Ramaiah, N., Venugopalan, V. P.,
Kumar, A. R., Zinjarde, S. S. 2013. Disruption of microbial biofilms by an
extracellular protein isolated from epibiotic tropical marine strain of Bacillus
licheniformis. PLOS One, &(5), €64501.

Engle, P., Moran, N. A. 2013. The gut microbiota of insects — diversity in structure and
funtion. Federation of European Microbiological Societies, 37, 699-733.

Fenga, W., Wangb, X.-Q., Zhouc, W., Liud, G.-Y., Wan, Y.-J. 2011. Isolation and
characterization of lipase-producing bacteria in the intestine of the silkworm,
Bombyx mori, reared on different forage. Journal of Insect Science, 11, 135.

Ffrench-Constant, R., Waterfield, N., Daborn, P., Joyce, S., Bennett, H., Au, C., Clarke,
D. 2003. Photorhabdus: towards a functional genomic analysis of a symbiont and
pathogen. FEMS Microbiology Reviews, 26, 433-456.

Fiedurek, J., Gromada, A. 2000. Production of catalase and glucose oxidase by
Aspergillus niger using unconventional oxygenation of culture. Journal of
Applied Microbiology, 89, 85-89.

Fikacek, M., Gentili, E., Short, A. E. 2010. Order Coleoptera, family Hydrophilidae. In:
Arthropod fauna of the UAE. Harten. A. Dar Al Ummah (ed), 135-165, United
Arab Emirates.

Gales, A., Chatellard , L., Abadie, M. 2008. Screening of phytophagous and xylophagous

insects guts microbiota abilities to degrade lignocellulose in bioreactor. Frontiers
in Microbiology, 9, 2222.

67



Geetha, K. ve Gunasekaran, P. 2010. Optimization of nutrient medium containing
agricultural waste for xylanase production by Bacillus pumilus B20.
Biotechnology and Bioprocess Engineering, 15, 882-889.

Geiger, A., Fardeau, M. L., Falsen, E., Ollivier, B., Cuny, G. 2010. Serratia glossinae sp
nov., isolated from the midgut of the tsetse fly Glossina palpalis gambiensis.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 60, 1261—
1265.

Geiger, A., Fardeau, M.-L., Njiokou, F., Joseph, M., Asonganyi, T., Ollivier, B., Cuny,
G. 2011. Bacterial diversity associated with populations of Glossina spp. from
Cameroon and distribution within the campo sleeping sickness focus. Microbial
Ecology, 62, 632—643.

Geissinger, O., Herlemann, D. P., Morschel, E., Maier, U. G., Brune, A. 2009. The
ultramicrobacterium "Elusimicrobium minutum" gen. nov., sp nov., the first
cultivated representative of the termite group 1 phylum. Applied and
Environmental Microbiology, 2831-2840.

Golonka, R., Yeoh, B. S., Vijay-Kumar, M. 2019. The iron tug-of-war between bacterial
siderophores and innate immunity. Journal of Innate Immunity, 11(3), 249-262.

Govindarajan, R. K., Seemaisamy, R., Neelamegam, R., Muthukalingan, K., Nagarajan,
K. 2016. Isolation and characterization of tannase producing bacteria from the gut
of Gryllotalpa krishnani. Journal of Microbiology Biotechnology and Food
Science, 6(2), 813-817.

Govindarajulu, S. N., Varier, K. M., Jayamurali, D., Liu, W., Chen , J., Manoharan, N.,
Gajendran, B. 2020. Insect gut microbiome and its applications. Recent
Advancements in Microbial Diversity, 379-395.

Gratia, A. 1925. On a remarkable example of antagonism between two strains of
hummingbird. Comptes Rendus Biologies, 93, 1040—1042.

Grimaud, F., Rogniaux, H., James, M. G., Myers, A. M., Planchot, V. 2008. Proteome
and phosphoproteome analysis of starch granule-associated proteins from normal
maize and mutants affected in starch biosynthesis. Journal of Experimental
Botany, 59(12), 3395-3406.

Gullan, P. J. ve Cranston, P. S. 2005. The insects. An outline of entomology (3 ed.).
Blackwell Publishing, California.

Gupta, R., Gupta, N., Rathi, P. 2004. Bacterial lipases an overview of production,
purification and biochemical properties. Applied Microbiology and
Biotechnology, 64, 763—781.

Haloi, K., Kalita, M. K., Nath, R., Devi, D. 2016. Characterization and pathogenicity

assessment of gut-associated microbes of muga silkworm Antheraea assamensis
Helfer (Lepidoptera: Saturniidae). Journal of Invertebrate Pathology, 138, 73—-85.

68



Hansen, P. J. 1991. Quantitative importance and trophic role of heterotrophic
dinoflagellates in a coastal pelagial food web. Marine Ecology Progress Series,
73, 253-261.

Hagq, 1., Kumar, S., Kumari, V., Singh, S. K., Raj, A. 2016. Evaluation of bioremediation
potentiality of ligninolytic Serratia liquefaciens for detoxification of pulp and
paper mill effluent. Journal of Hazardous Materials, 305, 190—199.

Hibbing, M. E., Fuqua, C., Parsek, M. R., Peterson, B. S. 2010. Bacterial competition:
surviving and thriving in the microbial jungle. Nature Reviews Microbiology, 8,
15-25.

Husain, I., Sharma, A., Kumar, S., Malik, F. 2016. Purification and characterization of
glutaminase free asparaginase from Pseudomonas otitidis: Induce apoptosis in
human leukemia MOLT-4 cells. Biochimie, 121, 38-51.

Husseneder, C., Simms, D., Riegel, C. 2007. Evaluation of treatment success and patterns
of reinfestation of the formosan subterranean termite (Isoptera: Rhinotermitidae).
Journal of Economic Entomology, 100(4), 1370-1380.

Ikram-ul-haq , Hameed, U., Mahmood, Z., Javed, M. M. 2012. Solid state fermentation
for the production of A-amylase by Paenibacillus amylolyticus. Pakistan Journal
of Botany, 44, 341-346.

Indiragandhi, P., Anandham, R., Madhaiyan, M., Poonguzhali, S., Kim, G. H., Saravanan,
V. S., Sa, T. 2007. Cultivable bacteria associated with larval gut of prothiofos-
resistant, prothiofos-susceptible and field-caught populations of diamondback
moth, Plutella xylostella and their potential for, antagonism towards
entomopathogenic fungi and host insect nutriti. Journal of Applied Microbiology,
103(6), 2664-2675.

Jackson, T. J., Wang, H., Nugen, M. J., Griffin, C. T., Burnell, A. M., Dowds, B. C. 1995.
Isolation of insect pathogenic bacteria, Providencia rettgeri, from
Heterorhabditis spp. Journal of Applied Bacteriology, 78, 237-244.

Joshi, S., Kozlowski, M., Richens, S., Comberbach, D. M. 1989. Chitinase and chitobiase
production during fermentation of genetically improved Serratia liquefaciens.
Enzyme and Microbial Technology, 11(5), 289-296.

Jung, B. K, Ibal, J. C., Pham, H. Q., Kim, M.-C., Park, G.-S., Hong, S.-J., Shin, J. H.
2020. Quorum sensing system affects the plant growth promotion traits of Serratia

fonticola GS2. Frontiers in Microbiology, 11, 536865.

Juturu, V. ve Wu, J. C. 2018. Microbial production of bacteriocins: latest research
development and applications. Biotechnology Advances, 36(8), 2187-2200.

Kaltenpoth, M. ve Engl, T. 2014. Defensive microbial symbionts in Hymenoptera.
Functional Ecology, 28(2), 315-327.

69



Karthi, S., Panneerselvam, B., Senthil-Nathan, S., Vasantha-Srinivasan, P., Shivakumar,
M. S., Krutmuang, P. 2020. Functional identification and characterization of
midgut microbial flora derived from lepidopteran larvae Spodoptera litura Fab.
Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 28, 101758.

Keggi, C. ve Doran-Peterson, J. 2020. The homogalacturonan deconstruction system of
Paenibacillus amylolyticus 27C64 requires no extracellular pectin methylesterase
and has significant industrial potential. Applied and Environmental Microbiology,
86(12), €02275-19.

Kelsic, E. D., Zhao, J., Vetsigian, K., Kishony, R. 2015. Counteraction of antibiotic
production and degradation stabilizes microbial communities. Nature, 521, 516—
519.

Kim, H., Bae, M.-j., Yu, S. M., Oh, J., Lee, C. S., Jo, B. Y., Kim, J.-H. 2019.
Ephemeroptericola cinctiostellae gen. nov., sp. nov., isolated from gut of an
aquatic insect. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, 69, 1546—1550.

Klepzig, K. D., Moser, J. C., Lombardero, F. J., Hofstetter, R. W., Ayres, M. P. 2001.
Symbiosis and competition complex interactions among beetles, fungi and mites.
Symbiosis, 30, 83-96.

Koch, H. ve Schmid-Hempel, P. 2011. Socially transmitted gut microbiota protect bumble
bees against an intestinal parasite. Proceedings of the Nationa Academy of
Science, 108(48), 19288—-19292.

Kunji, E. R., Fang, G., Jeronimus-Stratingh, M. C., Bruins, A. P., Poolman, B., Konings,
W. N. 1998. Reconstruction of the proteolytic pathway for use of B-casein by
Lactococcus lactis. Molecular Microbiology, 27, 1107-1118.

Lee, N. S., Khosravi, H. M., Ibrahim, N., Shahir, S. 2015. Isolation, partial purification
and characterization of thermophilic uricase from Pseudomonas otitidis strain
SN4. Malaysian Journal of Microbiology, 11(4), 352-357.

Lehrer, R. 1., Ganz, T. 1999. Antimicrobial peptides in mammalian and insect host
defence. Current Opinion in Immunology, 11, 23-27.

Leroy, P. D., Sabri, A., Heuskin, S., Thonart, P., Lognay, G., Verheggen, F. J., Haubruge,
E. 2011. Microorganisms from aphid honeydew attract and enhance the efficacy
of natural enemies. Nature Communications, 2, 348.

Li, C.-Y., Chenb, S.-J., Chenga, C.-Y., Chena, T.-L. 2005. Production of Acinetobacter
radioresistens lipase with repeated fed-batch culture. Biochemical Engineering
Journal, 25, 195-199.

Li, C.-Y., Cheng, C.-Y., Chen, T.-L. 2001. Production of Acinetobacter radioresistens

lipase using Tween 80 as the carbon source. Enzyme and Microbial Technology,
29, 258-263.

70



Li, S., Yang, X., Yang, S., Zhu, M., Wang, X. 2012. Technology prospecting on enzymes:
Application, marketing and engineering. Computational and Structural
Biotechnology Journal, 2, €201209017.

Li, T., Raza, S. H., Yang, B., Sun, Y., Wang, G., Sun, W., Shan, X. 2020. 4deromonas
veronii infection in commercial freshwater fish: A potential threat to public health.
Animals, 10, 608.

Lincoln, L., More, V. S., More, S. S. 2019. Purification and biochemical characterization
of extracellular glucoamylase from Paenibacillus amylolyticus strain. Journal of
Basic Microbiology, 59, 375-384.

Liu, S., Wilkinson, B. J., Bischoff, K. M., Hughes, S. R., Rich, J. O., Cotta, M. A. 2012.
Novel antibacterial polypeptide laparaxin produced by Lactobacillus paracasei

strain NRRL B-50314 via fermentation. Journal of Petroleum & Environmental
Biotechnology, 3(3), 1-5.

Liu, X. ve Kokare, C. 2016. Microbial enzymes of use in industry. In: Biotechnology of
Microbial Enzymes Brahmachari, G., Demain, A., Adrio, J. (eds). Academic
Press, 267-298, West Bengal.

Liu, Y., Wang, W., Shah, S. B., Zanaroli, G., Xu, P., Tang, H. 2020. Phenol
biodegradation by Acinetobacter radioresistens APHI1 and its application in soil
bioremediation. Applied Microbiology and Biotechnology, 104, 427—437.

Liu, Y., Xu, L., Zhang, Z., Huang, Z., Fang, D., Zheng, X., Lu, M. 2021. Isolation,
identification, and analysis of potential functions of culturable bacteria associated
with an invasive gall wasp, Leptocybe invasa. Microbial Ecology, Baski dncesi.

Lu, F., Kang, X., Jiang, C., Lou, B., Jiang, M., Way, M. L. 2013. Isolation and
characterization of bacteria from midgut of the rice water weevil (Coleoptera:
Curculionidae). Environmental Entomology, 42, 874—881.

Maldonado-Barragan, A., Cardenas, N., Martinez, B., Ruiz-Barba, J. L., Fernandez-
Garayzabal, J. F., Rodriguez, J. M., Gibello, A. 2013. Garvicin A, a novel Ccass
IId bacteriocin from Lactococcus garvieae that inhibits septum formation in L.
garvieae strains. Applied and Environmental Microbiology, 79(14), 4336—4346.

Malele, 1., Nyingilili, H., Lyaruu, E., Tauzin, M., Ollivier, B. B., Cayol, J.-L., Geiger, A.
2018. Bacterial diversity obtained by culturable approaches in the gut of Glossina
pallidipes population from a non sleeping sickness focus in Tanzania: preliminary
results. BMC Microbiology, 18, 164.

Marchut-Mikotajezyk, O., Drozdzynski, P., Polewczyk, A., Smutek, W., Antczak, T.
2021. Biosurfactant from endophytic Bacillus pumilus 2A: physicochemical

characterization,. Microbial Cell Factories, 20, 40.

Martinko, J. M. 2010. Brock Mikroorganizmalarin Biyolojisi. Palme Yayincilik,1002,
Ankara.

71



Matilla, M. A. ve Krell, T. 2017. Bacterias rizosféricas como fuente de antibidticos.
Alianzas y Tendencias BUAP, 2, 14-21.

Matilla, M. A., Nogellova, V., Morel, B., Krell, T., Salmond, G. P. 2016. Biosynthesis of
the acetyl-CoA carboxylase-inhibiting antibiotic, andrimid in Serratia is regulated
by Hfq and the LysR-type transcriptional regulator, AdmX. Environmental
Microbiolgy, 18(11), 3635-3650.

Meena, K. R. ve Kanwar, S. S. 2015. Lipopeptides as the antifungal and antibacterial
agents: Applications in food safety and therapeutics. BioMed Research
International, 473050.

Meyburgh, C. M., Bragg, R. R., Boucher, C. E. 2017. Lactococcus garvieae: an emerging
bacterial pathogen of fish. Disases of Aquatic Organisms, 123, 67-79.

Minard, G., Mavingui, P., Moro, C. V. 2013. Diversity and function of bacterial
microbiota in the mosquito holobiont. Parasites & Vectors, 6, 146.

Msango, S. K., Bhattacharya, R., Ramakrishnan , B., Sharma , K., Subramanian, S. 2021a.
Isolation and comparative analysis of culturable cellulose degrading gut bacteria

from a Coleopteran and Lepidopteran insect. Research journal of Biotechnology,
10-19.

Msango, S. K., Bhattacharya, R., Ramakrishnan, B., Sharma, K., Subramanian, S. 2021b.
Cellulolytic activity of gut bacteria isolated from the eri silkworm larvae, Samia
ricini, (Lepidoptera: Saturniidae). International Journal of Tropical Insect
Science, 41, 2785-2794.

Msango, S. K., Gandotra, S., Chandel, R. K., Sharma, K., Ramakrishinan, B.,
Subramanian, S. 2020. Composition and diversity of gut bacteria associated with
the eri silk moth, Samia ricini, (Lepidoptera: Saturniidae) as revealed by culture-
dependent and metagenomics analysis. Journal of Microbiolgy and
Biotechnology, 30(9), 1367-1378.

Muthukalingan, K., Chinnapandi , B., Jeyaraj , P., Vimalanathan, A., Jeyaprakash, R.,
Paramasamy , G. 2014. Insect gut microbiome — An unexploited reserve for
biotechnological aplication. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, 4(1),
16-21.

Nadaroglu, H., Taskin, E., Adigiizel, A., Giillice, M., Demir, N. 2010. Production of a
novel pectin lyase from Bacillus pumilus (P9), Purification and characterisation
and fruit juice application. Romanian Biotechnological Letters, 15(2), 5167-5176.

Ng, [.-S., Hsueh, C.-C., Chen, B.-Y. 2017. Electron transport phenomena of electroactive
bacteria in microbial fuel cells: a review of Proteus hauseri. Bioresources and

Bioprocessing, 4, 53.

Nor, F. H., Abdullah, S., Yuniarto, A., Ibrahim, Z., Nor, M. H., Hadibarata, T. 2021.
Production of lipopeptide biosurfactant by Kurthia gibsonii KH2 and their

72



synergistic action in biodecolourisation of textile wastewater. Environmental
Technology & Innovation, 22, 101533.

Oliver, K. M. ve Russell, J. A. 2016. Symbiosis, introduction to, In: Encyclopedia of
evolutionary biology. Kliman, R. M. (ed), Academic Press, 4,282—290 Oxford.

Ong, S. Y., Kho, H. P, Riedel, S. L., Kim, S. W., Gan, C. Y., Taylor, T. D., Sudesh, K.
2018. An integrative study on biologically recovered polyhydroxyalkanoates
(PHASs) and simultaneous assessment of gut microbiome in yellow mealworm.
Journal of Biotechnology, 265, 31-39.

Oztiirk, 1. 2010. Cevre Biyoteknolojisi, In: Modern Biyoteknoloji ve Uygulamalari.
Diindar, M. ve Bagis, H. (eds), Erciyes Universitesi Yayinlari, 647-694, Kayseri.

Parret, A. H. A., Temmerman, K., Mot, R. 2005 Lectin-like bacteriocins of biocontrol
strain Pseudomonas fluorescens Pf-5. Applied and Environmental Microbiology,
71(9), 5197-5207.

Patil, P. B., Zeng, Y., Coursey, T., Houston, P., Miller, 1., Chen, S. 2010. Isolation and
characterization of a Nocardiopsis sp. from honeybee guts. FEMS Microbiology
Letters, 312, 110-118.

Patridge, E., Gareiss, P., Kinch, M. S., Hoyer, D. 2016. An analysis of FDA-approved
drugs: natural products and their derivatives. Drug Discovery Today, 21(2), 204-
207.

Perez, R. H., Zendo, T., Sonomoto, K. 2014. Novel bacteriocins from lactic acid bacteria
(LAB): various structures and applications. Microbial Cell Factories, 13, S3.

Peristiwati, Natamihardja, Y. S., Herlini, H. 2018. Isolation and identification of
cellulolytic bacteria from termites gut (Cryptotermes sp.). Journal of Physics:
Conference Series, 1013, 012173.

Podgwaite, J. D., D'Amico, V., Zerillo, R. T., Schoenfeldt, H. 2013. Bacteria associated
with larvae and adults of the asian longhorned beetle (Coleoptera: Cerambycidae).
Journal of Entomological Science, 48(2), 128-138.

Poulsen, M., Oh, D.-C., Clardy, J., Currie, C. R. 2011. Chemical analyses of wasp-
associated Streptomyces bacteria reveal a prolific potential for natural products
discovery. PLOS One, 6(2), e16763.

Receveur, J. P., Fenoglio, S., Benbow, E. M. 2020. Insect-associated bacterial
communities in an alpine stream. Hydrobiologia, 847, 331-344.

Reddy, V. M., Nikhil, G. N., Mohan, V. S., Swamy, Y. V., Sarma, P. N. 2012.
Pseudomonas otitidis as a potential biocatalyst for polyhydroxyalkanoates (PHA)
synthesis using synthetic wastewater and acidogenic effluents. Bioresource
Technology, 123, 471-479.

73



Rehman, F. U., Aslam, M., Tariq, [. M., Shaheen, A., Sami, A. J., Naveed, N. H., Batool,
A. 1. 2009. Isolation of cellulolytic activities from 7ribolium castaneum (red flour
beetle). African Journal of Biotechnology, 8(23), 6710-6715.

Rihakova, J., Belguesmia, Y., Petit, V. W., Pilet, M. F., Prévost, H., Dousset, X., Drider,
D. 2009. Divercin V41 from gene characterization to food applications: 1998—
2008, a decade of solved and unsolved questions. Letters in Applied
Microbiology, 48, 1-7.

Rojas-Solis, D., Contreras-Pérez, M., Santoyo, G. 2013. Mecanismos de estimulacion del
crecimiento vegetal en bacterias del género Bacillus. Bioldgicas. 2013;15(2):,
15(2), 36-41.

Russel, J., Rader, H. L., Madsen, J. S., Burmelle, M., Seren, S. J. 2017. Antagonism
correlates with metabolic similarity in diverse bacteria. PNAS, 114(45), 10684-
10688.

Salem, H., Florez, L., Gerardo , N., Kaltenpoth, M. 2015. An out-of-body experience: the
extracellular dimension for the transmission of mutualistic bacteria in insects. The
Royal Society Publishing, 282, 20142957.

Salgado, C. A., Bagliniére, F., Vanetti, M. C. 2020. Spoilage potential of a heat-stable
lipase produced by Serratia liquefaciens isolated from cold raw milk. Food
Science and Technology, 126, 109289.

Salt, D. E., Smith, R. D., Raskin, I. 1998. Phytoremediation. Annual Reviews, 49, 643-
668.

Samie, N., Noghabi, K. A., Gharegozloo, Z., Zahiri, H. S., Ahmadian, G., Sharafi, H.,
Vali, H. 2012. Psychrophilic alfa-amylase from Aeromonas veronii NS07 isolated
from farm soils. Process Biochemistry, 47, 1381-1387.

Sanchez, S. ve Demain, A. L. 2011. Enzymes and bioconversions of industrial,
pharmaceutical, and biotechnological significance. Organic Process Research and
Development, 15, 224-230.

Sazama, E. J., Bosch, M. J., Shouldis, C. S., Ouellette, S. P., Wesner, J. S. 2017.
Incidence of Wolbachia in aquatic insects. Ecology and evolution, 7(4), 1165-
1169.

Scully, E. D., Geib, S. M., Carlson, J. E., Tien, M., McKenna, D., Hoover, K. 2014.
Functional genomics and microbiome profiling of the Asian longhorned beetle
(Anoplophora glabripennis) reveal insights into the digestive physiology and
nutritional ecology of wood feeding beetles. BMC Genomics, 15, 1096.

Shanthakumar, S. P., Duraisamy, P., Vishwanath, G., Selvanesan, B. C., Ramaraj, V.,

David, V. B. 2015. Broad spectrum antimicrobial compounds from the bacterium
Exiguobacterium mexicanum. Microbiological Research, 178, 59—65.

74



Sharon, G., Segal, D., Zilber-Rosenberg, 1., Rosenberg, E. 2011. Symbiotic bacteria are
responsible for diet-induced mating preference in Drosophila melanogaster,
providing support for the hologenome concept. Gut Microbes, 2, 190-192.

Shi, Y., Yang, Z., Xing, L., Zhou, J., Ren, J., Ming, L., Zhang, D. 2021. Ethanol as an
efficient cosubstrate for the biodegradation of azo dyes by Providencia rettgeri:

Mechanistic analysis based on kinetics, pathways and genomics. Bioresource
Technology, 319, 124117.

Shil, R. K., Mojumder, S., Sadida, F. F., Uddin, M., Sikdar, D. 2014. Isolation and
identification of cellulolytic bacteria from the gut of three phytophagus insect
species. Brazilian Archives of Biology and Technology, 57(6), 927-932.

Shukolyukol, S. A. 2011. NATIVE Electrophoresis in Cell Proteomic: BN-PAGE an CN-
PAGE. Cell and Tissue Biolog, 5(3), 311-318.

Shumo, M., Khamis, F. M., Ombura, F. L., Tanga, C. M., Fiaboe, K. K., Subramanian,
S., Borgemeister, C. 2021. A molecular survey of bacterial species in the guts of
black soldier fly larvae (Hermetia illucens) reared on two urban organic waste
streams in Kenya. Frontiers in Microbiology, 12, 687103.

Singh, S. K., Singh, M. K., Singh, V. K., Modi, A., Jaiswal, P., Rashmi, K., Kumar, A.
2020. Microbial enzymes and their exploitation in remediation of environmental
contaminants. In: Microbe Mediated Remediation of Environmental
Contaminants. Kumar, A., Singh, V. K., Singh, P., Mishra, V. K. (eds), Woodhead
Publishing, 59-71, Duxford.

Skowronek, M., Sajnaga, E., Pleszczynska, M., Kazimierczak, W., Lis, M., Wiater, A.
2020. Bacteria from the midgut of common cockchafer (Melolontha melolontha
L.) larvae exhibiting antagonistic activity against bacterial symbionts of
entomopathogenic nematodes: isolation and molecular identification.
International Journal of Molecular Science, 21(2), 580.

Skwor, T., Shinko, J., Augustyniak, A., Gee, C., Andraso, G. 2014. Aeromonas
hydrophila and Aeromonas veronii predominate among potentially pathogenic
ciprofloxacin- and tetracycline-resistant Aeromonas isolates from lake erie.
Applied and Environmental Microbiology, 80(3), 841-848.

Suarez-Moo, P., Cruz-Rosales, M., Ibarra-Laclette, E., Desgarennes, D., Huerta, C.,
Lamelas , A. 2020. Diversity and composition of the gut microbiota in the
developmental stages of the dung beetle Copris incertus say (Coleoptera,
Scarabaeidae). Frontiers in Microbiology, 11, 1698.

Tan, H., Zhang, Z., Hu, Y., Wu, L., Liao, F., He, J., Deng, J. 2015. Isolation and
characterization of Pseudomonas otitidis TH-N1 capable of degrading
Zearalenone. Food Control, 47, 285-290.

Thieman, W. J. ve Palladino, M. P. 2013. Biyoteknolojiye Giris (3 ed.). Palme Yayincilik,
340, Ankara.

75



Thong-on, A., Suzuki, K., Noda, S., Inoue, J.-1., Kajiwara, S., Ohkuma, M. 2012. Isolation
and characterization of anaerobic bacteria for symbiotic recycling of uric acid
nitrogen in the gut of various termites. Microbes and Environments, 27, 186-192.

Toren, A., Navon-Venezia, S., Ron, E. Z., Rosenberg, E. 2001. Emulsifying activities of
purified alasan proteins from Acinetobacter radioresistens KAS3. Applied and
Environmental Microbiology, 67(3), 1102-1106.

Van Arnam, E. B., Currie, C. R., Clardy, J. 2018. Defense contracts: molecular protection
in insect-microbe symbioses. Chemical Society Reviews, 47, 1638-1651.

Venkateshwaran, G., Somashekar, D., Prakash, M. H., Agrawal, R., Basappa, S. C.,
Joseph, R. 1999. Production and utilization of catalase using Saccharomyces
cerevisiae. Process Biochemistry, 34, 187-191.

Vidali, M. 2001. Bioremediation: An overview. Pure and Applied Chemistry, 73, 1163—
1172.

Vilcinskas, A., Schwabe, M., Brinkrolf, K., Plarre, R., Wielsch, N., Vogel, H. 2020.
Larvae of the clothing moth Tineola bisselliella maintain gut bacteria that secrete
enzyme cocktails to facilitate the digestion of keratin. Microorganisms, 8, 1415.

Wandersman, C. ve Delepelaire, P. 2004. Bacterial iron sources: from siderophores to
hemophores. Annual Review of Microbiology, 58, 611-647.

Wang, S., Wang , L., Fan, X., Yu, C., Feng, L., Y1, L. 2020. An insight into diversity and
functionalities of gut microbiota. Current Microbiology, 77, 1976-1986.

Wang, T.-J. ve Chen, T.-L. 1998. Lipase production by Acinetobacter radioresistens in a
batch fill- and-draw culture. Applied Biochemistry and Biotechnology, 73, 185—
194.

Warnecke, F., Luginbiihl, P., Ivano, N. 2007. Metagenomic and functional analysis of
hindgut microbiota of a wood-deeding higher termite. Nature, 450, 560-565.

Watanabe, H. ve Tokuda, G. 2010. Cellulolytic systems in insects. Annual Review of
Entomology, 55, 609-632.

Wiater, A., PleszczyNska, M., Pietrykowska-Tudruj, E., Janczarek, M., Staniec, B.,
Szczodrak, J. 2019. Isolation and characterization of a-(1—3)-glucan-degrading
bacteria from the gut of Diaperis boleti feeding on Laetiporus sulphureus.
Entomological Science, 22, 36-41.

Wiegand, I., Hilpert, K., Hancock, R. E. 2008. Agar and broth dilution methods to
determine the minimal inhibitory concentration (MIC) of antimicrobial
substances. Nature Protocols, 3, 163—175.

World Health Organization 2019. Antibacterial agents in clinical development: an

analysis of the antibacterial clinical development pipeline. 48. Geneva: World
Health Organization.

76



Wu, J., Jung, B.-G., Kim, K.-S., Lee, Y.-C., Sung, N.-C. 2009. Isolation and
characterization of Pseudomonas otitidis WL-13 and its capacity to decolorize
triphenylmethane dyes. Journal of Environmental Sciences, 21, 960—964.

Wu, Q., Jiang, N., Han, W. B., Mei, Y. N., Ge, H. M., Guo, Z. K., Tan, R. X. 2014.
Antibacterial epipolythiodioxopiperazine and unprecedented sesquiterpene from
Pseudallescheria boydii, a beetle (coleoptera)-associated fungus. Organic &
Biomolecular Chemistry, 12(46), 9405-9412.

Xie, S., Lan, Y., Sun, C., Shao, Y. 2019. Insect microbial symbionts as a novel source for
biotechnology. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 35(2), 25.

Xu, B., Sun, Q.-J., Lan, J. C.-W., Chen, W.-M., Hsueh, C.-C., Chen, B.-Y. 2019.
Exploring the glyphosate-degrading characteristics of a newly isolated, highly
adapted indigenous bacterial strain, Providencia rettgeri GDB 1. Journal of
Bioscience and Bioengineering, 128, 80-87.

Yazic1 A. 2018. Filament6z funguslardan antibiyofilm aktivitesine sahip ekstraselliiler
polipeptitlerin izolasyonu. Doktora tezi, Erzurum Teknik Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisti, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1, 90, Erzurum.

Yun, J.-H., Roh, S. W., Whon, T. W., Jung, M.-J., Kim, M.-S., Park, D.-S., Bae, J.-W.
2014. Insect gut bacterial diversity determined by environmental habitat, diet,
developmental stage and phylogeny of host. Applied and Environmental
Microbiology, 80(17), 5254-5264.

Yun, S. H., Hwang, T. S., Park, D. H. 2007. Metabolic characterization of lactic acid
bacterium Lactococcus garvieae sk11, capable of reducing ferric iron, nitrate, and
fumarate. Journal of Microbiology and Biotechnology, 17(2), 218-225.

Zacharof, M. P. ve Lovitt, R. W. 2012. Bacteriocins produced by lactic acid bacteria a
review article. APCBEE Procedia, 2, 50-56.

Zhang, Y., Zhou, Z., Liu, Y., Cao, Y., He, S., Huo, F., Ringe, E. 2014. High-yield
production of a chitinase from Aeromonas veronii B565 as a potential feed
supplement for warm-water aquaculture. Applied Microbiology and
Biotechnology, 98, 1651-1662.

Zhang, Z., Schwartz, S., Wagner, L., Miller, W. 2000. A greedy algorithm for aligning
DNA sequences. Journal of Computational Biology, 7, 203-214.

Zhao, M., Zheng, P., Chen, P., Liu, S. 2017. Biosynthesis of heliotropin by a novel strain
of Serratia liquefaciens. Applied Biochemistry and Biotechnology, 183, 1282—
1294.

Zheng, H., Powella, E. J., Steele, M. 1., Dietrichb, C., Moran, N. A. 2017. Honeybee gut

microbiota promotes host weight gain via bacterial metabolism and hormonal
signaling. Proceedings of the Nationa Academy of Science, 114, 4775-478

77



