Tirk. entomol. derg., 2012, 36 (1): 93-100
ISSN 1010-6960

Orijinal aragtirma (Original article)

Adana (Balcali)’da farkh kultur bitkilerinde Bemisia tabaci (Gennadius
1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) biyotiplerinin iki farkli molekuler
tanilama yontemi ile belirlenmesi

Determination of biotypes of Bemisia tabaci (Gennadius 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae)
on different host plant in Adana (Balcali) by using two different molecular methods
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Summary

The aim of this study was to determine biotypes of Bemisia tabaci (Gennadius 1889) (Hemiptera:Aleyrodidae)
collected from different host plants in 2008 and 2009 growing seasons from Adana (Balcali) by using molecular
identification methods. Samples were collected from cucumber, eggplants, cotton and soybean grown in Balcal at
different dates. RFLP and SCAR-PCR methods were used to determine B. tabaci biotypes. All samples collected
form cotton was determined as Q biotype. B biotype was determined only from four samples of totally collected 18
samples in 2008 while from one sample of totally collected 13 samples in 2009. Q type was determined as dominant
in Balcali.
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Ozet

Bu calismada Balcali (Adana)'da 2008 ve 2009 Uretim sezonlarinda farkl kiltir bitkilerinden toplanan Bemisia
tabaci (Gennadius 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) érneklerinin biyotip yapilarinin molekdler tanilama ile belirlenmesi
amagclanmistir. Bunun igin Balcali (Adana)da ekimi yapilan hiyar, pamuk, patlican ve soya bitkilerinden farkli
tarihlerde ergin Ornekleri toplanmistir. Biyotipler SCAR ve RFLP-PCR molekiler tani teknikleri kullanilarak
belirlenmistir. Calisma sonucunda pamuk bitkisinden alinan &rneklerin tamami Q biyotip olarak belirlenmistir.
Balcalr’da 2008 yilinda toplanan 18 érnegin 4 adedinde, 2009 yilinda ise toplanan 13 6rnegin sadece bir adedinde B
biyotip belirlenmigstir. Balcal’'da B. tabaci Q biyotipin basat oldugu saptanmistir.
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Adana (Balcali)'da farkli kultir bitkilerinde Bemisia tabaci (Gennadius 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) biyotiplerinin iki farkli
molekdler tanilama yontemi ile belirlenmesi

Giris

Genig konukgu dizisine sahip olan Bemisia tabaci (Gennadius 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) tim
dinyada tarimsal alanlarda var olan en 6nemli bitki koruma sorunlari igerisinde ilk siralarda yer
almaktadir. Zararli dogrudan bitki 6zsuyu ile beslenmesi, fumajine neden olmasi ve Onemli virls
hastaliklarini tagimasi nedeniyle tarimsal tUretimde her yil 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Cukurova’da 1974 yilinda yapmis oldugu salgin ile 6nem kazanan B. tabaci, 6zellikle iklim kosullarinin
uygunlugu, konukgularinin bollugu ve yil igindeki dagilimi gibi faktorlerden dolayr Akdeniz Boélgesi tarim
alanlarinda ana zararhlardan biri durumundadir (Sekeroglu et al., 2000).

Dinyada ilk beyazsinek salgini 1889 yilinda Yunanistan'da rapor edilmis (Gennadius 1889) ve
beyazsinek tirt de Aleyrodes tabaci Gennadius 1889 olarak isimlendiriimistir. Ayni dénemde Amerika
Birlesik Devletleri (Florida)'nde B. inconspicua Quaintance 1900 olarak bildirilen beyazsinek, énemli bir
zararll kategorisinde yer almamistir (Mound, 1963; Hamon & Salguero, 1987). Bildirilen bu turler ile daha
once tanisi yapilan 18 tir 1957 yilinda birbirlerinin sinonimleri olarak kabul edilmis ve B. tabaci olarak
adlandirimistir (Gill, 1992). Daha sonra yapilan galismalar, tanida rahatlikla kullanilabilecek belirgin
morfolojik karakterlerinin olmamasi, birgok biyotipi igermesi ve kriptik tlrlerin bir arada olmasi nedeniyle
B. tabaci'nin Bemisia tur kompleksi olarak adlandiriimasina neden olmustur (Perring et al., 1993; Bellows
et al., 1994; Brown et al., 1995; Rosell et al., 1997; Frohlich et al., 1999; Perring, 2001).

Tanida kullanilabilecek belirgin morfolojik farkhliklarinin bulunmamasi ve tanisin zor olmasi
nedeniyle B. tabacinin birgok biyotipi molekiiler yontemler kullanilarak ayirt edilmistir. Esteraz yapisindan
yararlanilarak yapilan biyotip ayirmlarinin yaninda farkli PCR ydntemleri kullanilarak yapilan galismalar
blylk bir hizla devam etmistir (Perring, 2001). Buglne kadar farkli tanilama yontemleri kullanilarak
yapilan calismalarda 41 farkh boélgeden alinan B. tfabaci populasyonlarinin 24’0 biyotip olarak
adlandirilirken 17’sinin tanisi yapilamamistir (Perring, 2001).

iki bin bir yilina kadar Tirkiye’'de var olan B. tabaci biyotipi M olarak bilinmesine karsin (Bedford et
al.,, 1994), Ulusoy et al. (2002) 2001 yilinda yaptiklari ¢caligsmalar sonucunda B biyotipin de Turkiye'de
bulundugunu bildirmiglerdir. Ayni yil Gégmen & Devran (2002) da Antalya yoéresinden farkh kultir
bitkilerinden toplanan B. tabaci populasyonlarinin iki farkli grup olusturdugunu saptamiglardir. Bayhan et
al. (2006) Dogu-Akdeniz Bdlgesi'nden topladiklari tim B. tabaci érneklerinin B biyotip oldugunu, benzer
sekilde Erdogan et al. (2007) da ayni yillarda toplanan Orneklerin tamaminin B biyotip oldugunu
bildirmiglerdir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda, Cukurova’dan pamuk ve sebze alanlarindan toplanip
tanisi yapilan B. tabaci dérneklerinin B biyotip ile birlikte ispanya kdkenli bdlge icin yeni bir biyotip olan Q
biyotip oldugu saptanmistir (Ulusoy et al., 2007). ikten et al. (2007) da Cukurova Bdlgesi’nde Q biyotipin
varligindan s6z etmislerdir.

Bemisia tabacinin genis konukgu dizisine sahip olmasi biyotip olusumunda en énemli etken olarak
bildiriimekte, bunu cografi dagihm, Greme potansiyeli, yayilma davranisi, insektisitlere olan dayanikhlik,
dogal diisman kompleksi ve endosimbiyont yapilar izlemektedir (Mckenzie et al., 2004). Khasdan et al.
(2005), tarlalardan toplanan B. tabaci érneklerinden yaptiklari analizler sonucunda israil’de Q biyotip
populasyonunun B ile karsilastirildiginda her yil daha da arttigini bildirmiglerdir. Arastiricilar bu artigin
nedeninin Q biyotipin neonicotinoid ve pyriproxyfen grubu insektisitlere B biyotipten daha dayanikli
olmasindan kaynaklanabilecegini bildirmiglerdir.

Bu calisma ile 2008 ve 2009 yillarinda Adana (Balcal)'dan farkh kdltir bitkilerinden toplanan B.
tabaci populasyonlarina ait biyotiplerin molekiler tanilama teknikleri kullanilarak belirlenmesi ve buna
bagl olarak biyotipler arasindaki olasi konukgu bitki tercih farkhliginin ortaya ¢ikariimasi amaglanmigtir.
Ayrica, Balcalr’da basat biyotipin ortaya ¢ikariimasi bu ¢alismalarda hedeflenen diger bir amag olmustur.

94



Karut et al.. Turk. entomol. derg., 2012, 36 (1)

Materyal ve Yontem
Bemisia tabaci 6rneklerinin toplanmasi ve saklanmasi

Calismada kullanilacak B. tabaci populasyonlari 2008 ve 2009 yillarinda Cukurova Universitesi,
Ziraat Fakdiltesi, Bitki Koruma Bélumi Arastirma ve Uygulama alaninda ekimi yapilan hiyar (Cucumis
sativus L.), pamuk (Gossypium hirsutum L.), patlican (Solanum melongena L.) ve soya (Glycine max (L.)
Merr.) bitkilerinden toplanmistir. Agiz aspiratori ile toplanan erginler, Cizelge 1°'de belirtilen tarihlerde
DNA analizleri yapilmak uzere, igerisinde % 96’lik etil alkol bulunan 5 ml’lik vida kapakh cam tiiplerde
aklanmigtir.  Ornekler 2008 yilinda bes, 2009 yilinda ise, haziran ayinda B. tabacinin populasyon
olusturmamasi nedeniyle dort farkh tarihte toplanmistir. Calisma suresince kultirel islemler bdlge
kosullarina uygun yapilmig ve drneklerin toplandigi alana sure¢ icerisinde higbir pestisit uygulamasi
yapiimamistir.

Cizelge 1. Bemisia tabaci erginlerinin toplandig tarihler ile konukgu bitkiler

2008 2009
Ornekleme Konukgu bitki Ornekleme Konukgu bitki

tarihleri tarihleri

30 Haziran Hiyar, Pamuk, Soya -

16 Temmuz Hiyar, Pamuk, Soya 30 Temmuz  Hiyar, Patlican, Soya

6 Agustos Hiyar, Pamuk, Patlican, Soya 13 Adustos  Hiyar, Pamuk, Soya

18 Agustos Hiyar, Pamuk, Patlican, Soya 27 Agustos  Hiyar, Pamuk, Patlican, Soya
1 Eylul Hiyar, Pamuk, Patlican, Soya 10 Eylil Hiyar, Patlican, Soya

Bemisia tabaci erginlerinden DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda InvitrogenT'vI firmasinin PureLink™ Genomic DNA Kit'i kullaniimistir. Farkli
kultdr bitkilerinden farkl tarihlerde toplanmis her B. tabaci populasyonundan 5 adet disi birey rastgele
secilmis ve DNA izolasyonu firmanin énerdigi protokol izlenerek yapilmistir.

Bemisia tabaci biyotiplerinin SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) PCR teknigi
kullanilarak belirlenmesi

Bemisia tabaci biyotiplerinin SCAR-PCR teknigi ile belirlenmesinde kullanilan primerler Cizelge
2'de verilmistir. PCR reaksiyonu, 3 pyl DNA, 2.5 yl tampon ¢ozelti, 1 yl 50 mM MgCIz, 0.5 ul 10 mM dNTP
mix, 1l Primer ve 0.125 pl Tag DNA Polymerase (5U/ul) ve destile saf su olacak sekilde toplam
25 mikrolitrede gergeklestiriimistir. SCAR tekniginin uygulandigi PCR kosullari ise otuzbes defa
tekrarlanan 94 °C'de 2 dakika ayrisma, 94 °C’'de 1 dakika ayrigma, 56 °C (Q igin) ve 60 °C (B igin)de
1 dakika birlesme, 72 °C'de 1.5 dakika gogalma asamalarindan sonra son olarak 72 °C’'de 5 dakika
¢ogalma seklinde olmustur. PCR reaksiyonunun gergeklestirimesinde Techne (TC-512) marka
Termocycler kullaniimigtir.

Bemisia tabaci biyotiplerinin RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) PCR
teknigi kullanilarak belirlenmesi

RFLP-PCR teknigi ile B. tabaci biyotiplerinin belirlenmesinde Cizelge 2’de verilen primer dizilimleri
kullaniimigtir. PCR reaksiyonu, 3 yl DNA, 2.5 ul tampon ¢ozelti, 1 pyl 50 mM MgCIz, 0.5 yl 10 mM dNTP
mix, 1l Primer ve 0.125 pl Tag DNA Polymerase (5U/ul) ve destile saf su olacak sekilde toplam
25 mikrolitrede gergeklestiriimigtir. PCR kosullari ise otuz defa tekrarlanan 94 °C’de 2 dakika ayrisma,
94 °C’de 1 dakika ayrisma, 52 °C 1 dakika birlesme, 72 °C’de 1 dakika gogalma asamalarindan sonra son
olarak 72 °C’de 7 dakika gogalma seklinde olmustur. B ve Q biyotiplerinin belirlenmesinde kullanilan
spesifik bantlari elde edebilmek igin, PCR Urinleri Vspl enzimi ile 37 °C’'de 2 saat siiresince kesilmigtir.
PCR reaksiyonunun gergeklestirimesinde Techne (TC-512) marka Termocycler kullaniimistir.
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Cizelge 2. Bemisia tabaci’nin B ve Q biyotiplerin belirlenmesinde kullanilan primerler

Teknik Biyotip Kodu Primer dizilimi 5’-3’ Kaynak
SCAR Q BaQF GAAGCAACGACTACTTACAA

BaQR TTCTCGGCGTTTTTACCAA Ko et al. (2007)
SCAR B BaBF CCACTATAATATTGCTGTCCCACA

L2N3014R  TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA  Koetal. (2007)
RFLP B+Q C1J195 TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT

L2N3014 TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA  Khasdan etal. (2005)

Jel’in hazirlanmasi, elektroforezin yapilmasi ve DNA bantlarinin goriintiilenmesi

SCAR ve RFLP yontemleri kullanilarak elde edilen DNA'lar her kuyuya 7 pl olacak sekilde daha
Onceden hazirlanmig igerisinde 0.5ul ethidium bromid eklenmis olan %1’lik agaroz jel'e yuklenmigtir.
DNA’lar 45 Voltta, 1 saat kosulduktan sonra Vilber Lourmat marka jel gérintileme sistemine aktariimis,
elde edilen goérintiler saklanmak Uzere fotograflanmistir. Calismada Thermo marka elektroforez aleti ve
Fermentas marka, #SM0339 kodlu 100 bp’lik marker kullaniimigtir.

Arastirma Sonuglari ve Tartisma

Farkli tarihlerde hiyar, pamuk, patlican ve soya bitkilerinden toplanan B. tabaci 6rneklerinin
biyotipleri SCAR ve RFLP-PCR molekiiler tanilama ydntemleri kullanilarak basariyla belirlenmistir. SCAR-
PCR sonucunda elde edilen PCR Urinleri kullanilarak yapilan elektoforez sonucunda Ko et al. (2007)'in
belirttigi gibi B biyotip icin 649 bp, Q biyotip icin 892 ve 700 bp molekil agirhiginda spesifik bantlar elde
edilmistir (Sekil 1). Ko et al. (2007) ayrica Q igin gelistirilen spesifik primerin tim beyazsinek biyotipleri
icin 400 bp’de bant verdigini ve bu bandin spesifik olmadigini belirtmistir. Yapilan bu ¢alismada da 400 bp
molekil agirhginda bir bant elde edilmistir (Sekil 1).

RFLP-PCR yontemi sunucunda elde edilen kesilmemis (-) ve Vispl enzimi ile kesilmig (+) PCR urunleri
ile B ve Q biyotipleri icin elde edilen spesifik bantlar Sekil 2’'de verilmistir. Vspl enzimi ile kesilmemis PCR
Uriinlerinden 816bp molekil agirhginda bantlar elde edilmistir. Khasdan et al. (2005)'in da belirttidi gibi elde
edilen bu urinler enzim ile kesildikten sonra, B biyotip icin yaklasik 700bp molekul agiridinda bir bant,
Q biyotip icin 500 ve 300 bp molekul agirliginda iki adet spesifik bant elde edilmigstir (Sekil 2).

iki bin sekiz yilinda hiyar bitkisinden bes farkli tarinte toplanan B. tabaci érneklerinden 3 tanesinde
B biyotip belirlenmigtir. Hiyar disinda 6rnek alinan diger bitkilerden sadece soyada 30 Haziranda toplanan
orneklerde B biyotip belirlenmigtir. Patlican ve pamuk bitkilerinde B biyotip saptanmamis, alinan
orneklerin timu Q biyotip olarak belirlenmigtir (Cizelge 3).

iki bin dokuz yilinda sadece patlican bitkisinden 30 Temmuzda toplanan érneklerde B biyotip
saptanmistir. Hiyar, pamuk ve Soya bitkilerinden farkli tarihlerde toplanan tim orneklerden sadece
Q biyotip igin bant elde edilmistir (Cizelge 3).
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Sekil 1. SCAR-PCR sonucunda Bemisia tabaci B ve Q biyotiplerinin vermis olduklar spesifik bantlarin jel-elektoforezdeki
goriintuleri. Sekilde (M) 100 bp’lik markeri géstermektedir.

816bp—»
500bp -

300bp—>

816bp—>

Sekil 2. RFLP-PCR sonucunda Bemisia tabaci Q ve B biyotiplerinin vermis olduklari spesifik bantlarin jel-elektoforezdeki géruntileri.
Sekilde (M) 100 bp’lik markeri, (-) Vispl ile kesilmeyen, (+) Vspl ile kesilen PCR Urinlerini géstermektedir.

Cizelge 3. 2008 ve 2009 yillarinda Adana (Balcali)'da farkli tarihlerde farkh kultir bitkilerinde belirlenen Bemisia tabaci biyotipleri

Tarihler Konukgu bitkiler

Hiyar Patlican Pamuk Soya
2008
30 Haziran B - Q B+Q
16 Temmuz B+Q - Q Q
6 Adustos Q Q Q
18 Adustos Q Q Q Q
1 Eyliil B Q Q Q
2009
30 Temmuz Q B+Q - Q
13 Adustos Q - Q Q
27 Adustos Q Q Q Q
10 Eylill Q Q - Q
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Her iki yilda elde edilen sonuclar dederlendirildiginde hiyar, patlican ve soya bitkilerinden toplanan
orneklerde B biyotip belirlenirken, pamuk bitkisinden toplanan erginlerin higbirinden B biyotip i¢in bant
elde edilememistir (Cizelge 3). Elde edilen bu bulgu biyotiplerin kultir bitkisi tercihi oldugunu gosterse de
bu konuda uzun sireli ayrintili laboratuvar ve tarla ¢alismalari yapilmasinda yarar vardir. Ulusoy et al.
(1996) biber bitkisini B. tabacinin énemli bir konukgusu olarak bildirmelerine karsin yapmis olduklari
laboratuvar calismasinda B. tabacinin bu bitki Uzerinde c¢odalmadidini bunun da B. tabaci
populasyonundan kaynaklanmis olabilecegini ileri sGrmuslerdir.

Calismanin yuratuldaga Balcalrda 2008 yilinda analizi yapilan toplam 18 adet 6rneg@in 4 adedinde
B biyotip saptanirken, 2009 yilinda toplanan 13 adet 6rnedin sadece bir adedinde B biyotip belirlenmistir.
Bu sonug¢ farkh arastiricilarin belirttigi gibi biyotipler arasinda bir rekabetin oldugu o6zellikle istilaci
biyotipler olarak bilinen B veya Q biyotiplerin ayni habitati paylastiklari diger biyotiplerin kisa sure
icerisinde ortamdan yok olmasina neden olduklari sonucuyla benzerlik géstermektedir. Mckenzie et al.
(2004) yapmis olduklari calismada Florida’dan toplanan érneklerin higbirinde daha énce bdlgede var olan
yerel biyotiplere rastlanmadidini ve tim &rneklerin B biyotip oldugunu bildirmiglerdir. Benzer sekilde
Cukurova Bolgesi'nde 2001 yilina kadar M biyotipin (Bedford et al., 1994) varlijindan s6z edilse de
yapilan bu galismada Q ve B biyotiplerinden farkl bir biyotipe rastlanmamigtir.

Bu calisma sonucunda elde edilen diger énemli bir bulgu ise ¢alismanin ylratildagu Balcali’'da
bagat biyotipin Q biyotip olarak belirlenmesidir. iki bin bir yilina kadar galigmanin yiritildigi alanda
M biyotipin varligindan s6z edilmis ancak 2002 yilinda toplanan tum 6rnekler B biyotip olarak bildirilmistir
(Bayhan et al., 2006; Erdogan et al., 2007). Bolgeye B biyotip’ten sonra giren Q biyotipin basat biyotip
olarak bulunmasi, bir alanda bulunan biyotiplerin sabit kalmayip surekli degisim icerisinde oldugunu
gOstermektedir. Pascual (2006) laboratuvar kosullarinda bir arada tutulan B ve Q biyotiplerinden bir sure
sonra B biyotipin bagat biyotip konumuna geldigini ve Q biyotipin tamamen ortamdan yok oldugunu, tarla
kosullarinda ise tamamen tersi bir durumun s6z konusu oldugu ve iki biyotip bir arada bulundugunda
Q biyotipin baskin hale geldigini bildirmistir. Bu degisimin biyotiplerin kullanilan insektisitlere gostermis
olduklari dayanikhlik, Greme potansiyeli gibi faktorlere bagdh olarak ortaya ciktigi farkh arastiricilar
tarafindan da bildiriimektedir (Khasdan et al., 2005; Shu-Sheng et al., 2007).

Bu calisma ile kultir bitkisi, B. tabaci ve biyotip arasindaki iliskilerin sirekli bir degisim icerisinde
oldugu, B. tabaci biyotiplerinin periyodik araliklarla SCAR veya RFLP-PCR gibi molekdler tani teknikleri
ile mutlaka izlenmesi gerektigi sonucu ortaya c¢ikarilmistir. Ayrica bu calismalar, polikaltir tarimin
yapildigi Cukurova’da daha genis alanlar kapsayacak sekilde yapilmali ve B. tabacinin biyotip haritasi
cikariilmalidir. Bu galismadan elde edilen ve biyotip haritasinin olusturulmasi ile elde edilecek bulgularin,
son yillarda Cukurova'’da B. tabacinin insektisitere karsi gelistirmis oldugu diren¢ sorununun, biyotip
yapisina bagli olarak yénetilmesine katkida bulunacagi disintlmektedir.

Tesekkur

PCR analizleri sirasinda yapmig oldugu éneri ve yardimlarimdan dolayi Ogretim Goérevlisi Asime
Filiz Caliskan’a tesekkiir ederiz. Bu ¢alisma TUBITAK-TOVAG-108-0-286 proje numarasi ile TUBITAK,
ZF2010BAP6 proje numarasi ile Gukurova Universitesi BAP birimi tarafindan desteklenmistir.
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