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Nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) mediate fast cholinergic synaptic
transmission in the insect nervous system. Neonicotinoid group insecticides
target these receptors, causing mortality at the insects. Phylogenetic relationship
was revealed comparing nAChR a1, a3, and a4 genes for the some Bemisia
tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) populations belonging to East
Mediterranean Region. Five B. tabaci populations collected from Karatas-
Gossypium hirsutum (Adana), Aydincik-Solanum lycopersicum, Erdemli-S.
lycopersicum, (Mersin), Samandag-Cucumis sativus (Hatay), and Kumluca-
Capsicum annum (Antalya) were used for the experiment. When nAChR a1, 3,
and 4 genes were compared for all populations, no differences were determined
for the a1 gene. However, V1471, A227T, and T534I unique amino acid changes
in all populations according to the reference gene (full a3) in the a3 gene,
S401G in Aydincik, and G198E in all populations according to a reference gene
(full a4) were determined. Phylogenetic tree results indicate that each novel
isolates were clustered its own gene group of represensative isolates deposited
from NCBI. The obtained results could shed light on the projects that can be
carried out in the future regarding the point mutation-based resistance to the
neonicotinoid group insecticides.

GIRIS

Pamuk beyazsinegi, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: B. tabaci micadelesinde en sik kullanilan insektisit

Aleyrodidae) tarla ve sera iriinlerinde zarar yapan en
6nemli zararlilardan biridir (Bayhan et al. 2006, Karut 2007,
Van Lenteren and Noldus 1990). Zararli, bitkilere emgi
yaparak ve fumajine neden olarak zarar verirken, viriislere
vektorlitk ederek de onemli zararlara neden olur (Brown et
al. 1995, Byrne and Bellows 1991).
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gruplarindan biri neonikotinoidlerdir. Bu yogun kullanim
2018 yilinda Avrupada imidacloprid, clothianidin ve
thiamethoxamin bal arilarina ve ¢evreye olumsuz etkilerinden
dolayr sera digindaki alanlarda yasaklanmasina neden
olmustur (Jactel et al. 2019). Tiirkiyede de acetamiprid hari¢
bu grup insektisitlere ayni yil sinirlama getirilmistir (TAB



Bitki Koruma Biilteni / Plant Protection Bulletin, 2020, 60 (3) : 73-81

2018). Yogun insektisit kullaniminin ¢evresel bir¢ok olumsuz
etkilerinin yaninda, zararliya karsi kullanilan etken maddeye
karsi olusan diren¢ da 6nemli bir sorundur. B. tabacide Israil,
Cin, Ispanya ve Tiirkiyede neonikotinoid grubu insektisitlere
yliksek diizeylerde direng belirlenmistir (Satar et al. 2018,
Wang et al. 2018). Neonikotinoid grubu insektisitlerin direng
mekanizmasimnin monooksigenaz enzimi ile ilgili oldugu
belirlenmistir (Karunker et al. 2008, Nauen et al. 2013,
Roditakis et al. 2011). Bu enzimin yani sira farkli zararhilarda
nikotinik asetil kolin reseptér (nAChR) genlerindeki nokta
mutasyonlardan dolay: da neonikotinoid grubu insektisitlere
direng olabilecegi ortaya ¢ikarilmistir (Bass et al. 2011, Tan et
al. 2003, Zewen et al. 2003).

Tim neonikotinoidler, postsinaptik nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin agonisti olarak bocek sinir sistemi tizerinde
etkili olurlar (Nauen and Denholm 2005). Nikotinik asetil
kolin reseptérleri farkli kombinasyonlarda 5 alt tiniteden
olugsmaktadir (Bass et al. 2011). Bu kombinasyonlar
igerisinde reseptorlerde bes alt tinite sadece ayn1 alpha alt
tinitesinden olusabilecegi gibi (homomerik), beta ve alpha
tniteleri karisik olarak da (heteromerik) bulunabilir (Boffi
et al. 2007). Bu alt tniteler sistein (C) ile baglayp C ile
biten 15 aminoasitlik bir bolge, benzer alt iinite dizilimi,
6 adet reseptor baglanmasinda etkin loop (loop A-F),
aminoasit dizilerinde benzerlik, dort transmembran bolge
(TM1-TM4), fosforilasyon bolgeleri gibi yapisal 6zelliklere
sahiptirler (Jones and Satelle 2010).

Boceklerde nAChR merkezi sinir sisteminin neuropil
bolgelerinde genis bir sekilde ve yogun olarak dagilmislardir
(Tomizawa and Casida 2003). bu

reseptorlere baglanarak, sinir sisteminin uyarict sinir

Neonikotinoidler

tastyicisi asetil kolininin bu reseptorlere baglanmasini 6nler,
sinirsel iletim kesilir ve boceklerin 6lmesine neden olurlar
(Abbink 1991, Stenersen 2004). Bu giine kadar al, a2, a3, a4,
a7 ve B1 nAChR alt tiniteleri B. tabaci’de de tespit edilmistir
(NCBI 2020). Ayrica tiim alt tniteler rna-seq yontemiyle
protein diizeyinde ortaya konmustur (llias et al. 2015).

Boceklerde insektisitlere diren¢ mekanizmalarinin ortaya
¢ikarilmasi hedef etken maddenin yonetimi i¢in 6nemlidir. Bu
calisma da fakli B. tabaci popiilasyonlarinda nAChR al, a3 ve
a4 genleri arasindaki iliskiler ve farkliliklar ortaya konmaya
calistlmustir. Boylece daha sonra yapilacak gen ekspresyonu
ya da bu alt tinitelerde neonikotinoid dayaniklilig: ile ilgili
nokta mutasyon taramalarina 11k tutmak amaglanmugtir.

MATERYAL VE METOT
Bemisia tabaci popiilasyonlarimin toplanmasi

B. tabaci popiilasyonlarini toplamak igin iilkemizde en
yogun ilaclamanin gergeklestigi alanlardan biri olan

Akdeniz Bélgesi secilmistir. Ornekler Solanum lycopersicum

74

L. (Solanaceae) iizerinden Aydincik ve Erdemli (Mersin),
Gossypium hirsutum L. (Malvaceae) iizerinden Karatas
(Adana), Capsicum annum L. (Solanaceae) tiizerinden
Kumluca (Antalya) ve Cucumis sativus L. (Cucurbitaceae)
tizerinden Samandag (Hatay) ilgelerinden toplanmugtir (Sekil
1). Bitkiler tizerinden toplanan B. tabaci popiilasyonlarina
ait ergin bireyler emgi siseleriyle toplanarak Ependorf
tiiplere alindiktan sonra buz kutulari igerisinde laboratuvara
getirilmis ve -80 °Cde molekiiler ¢alismalarda kullanilana
kadar muhafaza edilmislerdir. Alinan orneklerin yerleri,
alim tarihleri, Ornegin alindigi bitki kaydedilmistir.
Molekiiler ¢alismalarla bu popiilasyonlarin hepsinin B

biyotip oldugu ortaya konmustur (Satar and Ulusoy 2016).

Sekil 1. Bemisia tabaci popiilasyonlarinin toplandigi
lokasyonlar

Molekiiler ¢alismalar
Total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

B. tabaci erginlerinden (20 mg) Trizol reagent (Invitrogen,
USA)’in prosediirii kullanilarak total RNA izole edilmistir.
Konsantrasyonlar spektrofotometrede (Multiscan GO_
Thermo, USA) olgiilerek diger asamalarda kullanilana kadar
kiigiik miktarlarda Ependorf tiiplerde -80 °Cde muhafaza

edilmistir.

Reverse transcriptaz agamasinda  Oligo
(dT)12-18 Primer (Invitrogen, USA) cDNA sentezi igin
kullanilmigtir. Bu amagla PtotoScript M-MuLV first Strand
cDNA synthesis Kiti (NEB, USA) c¢DNA sentezi i¢in

kullanilmig ve cDNAlar kullanilacaklari zamana kadar -20

reaksiyonu

°Cde muhafaza edilmislerdir.

Farkli popiilasyonlardan nAChR al, a3 ve a4 genlerinin elde
edilmesi

Denemelerde nikotinik asetil kolin reseptor (nAChR) al,
a3 ve a4 genlerini elde etmek igin Dr. Martin Williamson
tarafindan saglanan primerler kullanilarak (Cizelge 1)
PCR ve Nested PCR reaksiyonlar1 OneTaq HF (NEB, USA)
enzimi kullanilarak kurulmus, thermal cyclerda (Applied
Veriti,
protokoliine gore yuritilmistir. Bu amagla 5 pl buffer,
0.5 ul ANTP, 0.5 pl primer, 0.125 pl enzim, 1 ul cDNA

karistirilmis ve reaksiyon saf suyla 25 pl'ye tamamlanmuistir.

biosystem, Singapore) reaksiyon bu enzimin

Thermal cycler cihazinda reaksiyon; ayrilma 94 °Cde 0.30
dk, baglanma 50 °Cde 0.45 dk, uzama 68 °Cde 2 dk 35
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doéngii ve son uzama 68 °Cde 5 dk olarak yiiriitilmiistiir.
Elde edilen PCR iirtinlerini goriintiilemek igin %1’lik agaroz
jel kullanilmigtir. Ornekler gen dizilemesi igin ilgili ticari
firmaya gonderilmistir. Elde edilen diziler birbirleriyle ve
Dr. Martin Williamsondan saglanan referans genlere ait tiim

sekanslarla karsilastirilmistir.

Cizelge 1. Bemisia tabacinin farkli popiilasyonlardan nAChR
al, a3 ve a4 genlerinin elde edilmesi i¢in kullanilan primerler

Primerler Baz dizileri (5'- 3")

Bt alFla ATGCTGGGCGTGGTTAGAATGG

Bt alF2a GGTCGCTGTGGTAGCTGGAAATCC
Bt alRla GCCTAGGAGAGGGACGTTGAGGG
Bt alR2a TACGATGATAGTCACGACGACGG
Bt a3Fla ATGAGGATAATTTACTGGATAATCG
Bt a3F2a GACTGCGTATGCAATCCAGACGC
Bt a3R1a TTATAGAGTCGTGGTAGTAAC

Bt a3R2a GGACGTTGTCGAGGCGATATCGG
Bt a4Fla ATGATCTTCGTTTTTGCTTAATCC
Bt a4F2a CAAATAGAACTAACCCAGATGCA
Bt a4R1a TTAAAGTGCATCTAAAATCTTGTC
Bt a4R2a GTTGATAGCTGTCTATCGATTGG

Molekiiler analizler

Denemeler sonucunda elde edilen niikleotid dizilimleri
DNASTAR Lasergene 7 (DNASTAR Lasergene software,
Madison, WI, USA) programmin Edit alt programinda
aminoasite ¢evrilmis ve baslangi¢ kodonlari tespit edilmis,
daha
uygulamalarda kullanilmiglardir. Transmembran bolgeleri
TMHMM Server v.2.0 (Center for Biological Sequence
Analysis, The Technica University of Denmark) programi
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) ile
belirlenmistir (Krogh et al. 2001, Sonnhammer et al. 1998).
N-glikosizasyon boélgeleri N linked Glycosylation Analyse

sonra FASTA formatina donistiiriilerek diger

programinda  (http://www.hivlanl.gov/contentsequence/
GLYCOSITE/glycosite.html)  (Zhang et al.  2004),
fosforilasyon bélgeleri NetPhos 2.0 Server programinda
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos) (Blom et
al. 1999) analiz edilmistir. Calismada kullanilan tiim
karsilagtirma genleri National Center for Biotechnology
Information (NCBI) Genebankdan elde edilmigtir. Dizilerin
hizalamas: Clustal X (Thompson et al. 1997) ve homoloji
golgelemesi GeneDoc programi (Nicholas et al. 1997) ile
yuritilmistir. Filogenetik iligkiler MEGA 6 programinda
¢oklu hizalandirmali niikleotid ve aminoasit sekanslarina
gore belirlenmistir (Tamura et al. 2013). Maximum
Likelihood metodu ile Bootstrap analizi (1000) kullanilarak
filogenetik aga¢ olusturulmustur (Felsenstein 1985, Saitou
and Nei 1987). MEGA 6'da niikleotid ve aminoasit dizilerine
en uygun modeller sirasiyla Kimura 2 parametre ve Jones-
Taylor-Thornton (JTT) filogenetik aga¢ olugturulmasinda
kullanilmigtir (Jones et al. 1992, Kimura 1980).
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SONUCLAR VE TARTISMA

Aydincik, Erdemli,
popiilasyonlarinda yaklasik 1000 bplik nAChR al gen
bolgesi, 1500 bplik nAChR a3 ve a4 gen bolgeleri elde

edilmis (Sekil 2) ve dizileme analizinden sonra baz

Karatas, Kumluca ve Samandag

dizilimleri amino aside cevrilerek karsilagtirilmistir. Elde
edilen genler NCBI gen bankasina MT137065 (Kumluca_
al), MT137066 (Aydincik_a3), MT137067 (Erdemli_a3),
MT137068 (Karatas_a3), MTI137069 (Kumluca_a3),
MT137070 (Aydincik_a4), MT137071 (Erdemli_a4),
MT137072 (Karatag_a4), MT137073 (Kumluca_a4) ve
MT137074 (Samandag_a4) kodlari ile kaydedilmistir.

a1 a3 4

Sa Ku Kr Er Ay Sa Ku Kr Er Ay Sa Ku Kr 1kb Er Ay

Sekil 2. Bemisia tabaci farkli popiilasyonlarinda nAChR al,
3 ve 4 genlerinin jel gortintiisii (Sa: Samandag, Ku: Kumluca,
Kr: Karatag, Er: Erdemli, Ay: Aydincik)

Aydincik popiilasyonunda 251 aa (aminoasit), Erdemlide
265 aa, Karatag'ta 272 aa, Kumlucada 275 aa ve Samandagda
266 aalik nAChR al gen bolgesi, Aydincik ve Karatag
popilasyonlarindan 525 aa, Erdemli ve Samandagdan
523 aa ve Kumlucada 514 aalik nAChR a3 gen bdlgesi,
Aydincik'ta 466 aa, Erdemlide 465 aa, Karatagta 463 aa,
Kumlucada 463 aa ve Samandagda 461 aa nAChR a4 gen
bolgesi elde edilmistir. Popiilasyonlar kendi iglerinde
karsilastirildiginda nAChR al ve a3 genleri bakimidan
farkliik belirlenmemigtir. Ancak, referans gene gore
toplanan tiim popiilasyonlarda a3 genleri i¢in 147. aa’te valin
amino asidi izoldsine (V1471), 227 aa’te alanin amino asidi
Treonine (A227T) ve 534. ad’te treonin amino asidi izolosine
(T534I) amino asidine doniistiigl tespit edilmistir (Cizelge
2). nAChR o4 geninde ise referans gene gore toplanan tiim

popiilasyonlarda 198. aa’te glisin, glutamic aside (G198E)

Cizelge 2. Bemisia tabacide nikotinik asetilkolin reseptor
a3 ve o4 alt tnitesinde popiilasyonlar arasindaki aminoasit
degisimleri

nAChR_a3 (.aa*) nAChR_o4 (.aa*)

Popiilasyonlar /7030 198 401
Aydmck I T I E G
Erdemli I T I E S
Karatas I T I E S
Kumluca I T 1 E S
Samandag I T I E S
Referans VA T G S S

*valin (V), izolosine (I), alanin (A), treonine (T), glisin (G
(E), serin (S) 370

, glutamic aside
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dontigmiistiir. Ayrica, Aydincik popiilasyonunda 401. aa’te
serinden glisine (S401G) bir degisim olmustur (Sekil 3,
Cizelge 2).

Bugiine kadar ekonomik olarak 6nemli bir¢ok zararlinin
nikotinik asetil kolin reseptor genleri Ornegin Myzus
persicae  (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) (Tomizawa

and Casida 2001), Nilaparvata lugens (Stal) (Hemiptera:

Delphacidae) (Liu et al. 2005), Ctenocephalides felis
(Bouché) (Siphonaptera: Pulicidae) (Bass et al. 2006),
Musca domestica L. (Diptera: Muscidae) (Gao et al. 2007),
Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) (Zhao et
al. 2009), B. tabaci (Satar et al. 2014, Yao et al. 2008a),
Cydia pomonella L. (Lepidoptera: Tortricidae) (Guo et
al. 2018)da belirlenmistir. Molekiiler ¢aligmalarla bu tip

genlerin ortaya konulmas: ve karsilasgtirilmas: kompleks

Kumluca ol
Karatas o3
Aydincik o4:

Kumluca_al
Karatas o3
Aydincik o4:

Kumluca al
Karatas o3
Aydincik o4:

Kumluca ol
Karatas_ a3
Aydincik o4:

Kumluca ol
Karatas_ a3
Aydincik o4:

Kumluca ol
Karatas o3
Aydincik o4:

Kumluca ol
Karatas_ o3
Aydincik o4:

Kumluca ol
Karatas_ a3
Aydincik a4:

Kumluca_ ol
Karatas o3
Aydincik o4:

RRLYNDLLSNYNRLIRPVGEN{/DRLIVKMELKLEOL I DVNLKSQIMT TNMAVEQEWNDIK :

Loop C

WDILEVPARRNEE

60
--LYDDLLSNYNKLVRPVVVTDALTVKIKLKLSQLIDVNLKNOIMTTNLWVEQSWND{K : 58
-RLYDDLLSNYNRLIRPVVNTET LVVQLRLKMSQLLEV: LKEQVMTTNVWVEQKWNDYK : 59
Loop A Loop E
LKWNPEE! 'GGVD | LHVPSEHIWLPDIVLYNNADGNYEVTIMTKAIIHH GKVVWKPPAY : 120
LKWDPKEYGGVEMLHVPSDHIWRPDIVLYNNADGNFEVTLATKATLHYTGRVEWKPPAIY : 118
LRWDPNEYGGVEMLYVPSEHIWLPDIVLYNNADGN EVTLMTKATLJYTGDVLWRPPAIY : 119
| Loop B Loop F
K FCEIDVEIFPFDQQTCFMKFGSWSYDG TVDLRHI-Q 'PD-TEIEMGIDLQDY LSVE : 180
K SCE.DVEIFPFDEQTCVMKFGSWTYDGFQVDLRHIDEVFGSNVVNIGVDLSEF VE : 178
KSSCEMNVLYFPFDEQSCLMKFGSWTYNGFQIDLKHM.QV GSNLVNVGVDLSEFHL -VE : 179
WDVMRVPATRNEKFY:CCEEP QDIMFHI LRRKTLFYTVNLIIPCIGLSFL VLVFYLP : 240
WDILEVPAVRNEKF TCCDEP LDIlFﬂI MRRKTLFYTVNLIIPCMGISFLTVLVFYLP : 238
PEETE P SDITFHI MRRKTLFYTVNLIIPCVGITFLTVLVFYLP : 239
™1
SDSGEKVSLCISILLSLTVFFLLLAEIIPPTSLTV————————— e m o ——— : 275
SD-GEKVSLSISILLSLTVFFLLLAEIIPPTSLVVPLLGKFVLFTMILDTFSICVTVVVL : 298
SD-GEKVSLCSSILVSLTVFFLLLAEIIPPTSLAVPLLGKYLLFTMTLVTL: ICVTVCVL : 299
™2 ™3
NVHFRSPQ HTMAPWVKRVFIHILPKLLVMRRPHYPVDKRGLAASCQRIMVRTCNGNVEL : 358
NVHFRSPS 'HKM: PWVKTVFLHFMPRLLMMRRPP ——-——-—-=-—=-——=——————————————— : 334
RDSSLFPHHAAPPALPSELLNTPAQYVFQHSSRDTEPTIIGS -CEIHGAPPALSQLFPD! : 418
PNDL LEHLSD—AS VNDGDFRD: F ——DGCPMEHKI PKENRNM (--—- : 378
LGENGCGGV ' PEP PNEHGSAVPT SSHHLPQRWHHCPELHKAFDGVRYIADH !KKEED  : 478
-KSNDCNHFHHGAQAPDLENVIPR-—-—==—=—=—— HLSDDLLAALEGVRFIAQHIKDADKD : 427
KVKEDWK VAMVLDRLFLWIFTLAVLVGSAG!ILQAPTL DDRRPI == s memrn s : 8525
——————————————————————— 466

NEVIEDWK V-MVMDREFFLWIFTVACIGGTCI IMFQAP
™4

Sekil 3. Bemisia tabaci nAChR al, 3 ve 4 genlerinin karsilagtirilmast. Siyah, yazisi beyaz bolgeler N-bagh glikozilasyon bolgesi;
gri bolgeler dubleks sistein bolgesi (CC); gri yazist beyaz bolgeler fosforilasyon bolgeleri; disiilfid baglhi loop; sar1 bolgeler
aminoasitlerdeki degisimler; pembe bolgeler her bir alt iinite i¢in popiilasyonlar arasindaki farkliliklarin saptandigi aminoasitler;
yesil bolgeler Nilaparvata lugens’te neonikotinoid dayanikliligindan sorumlu mutasyon noktalar:
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gen familyalariyla ilgili yeni bakis agilarinin gelistirmesine
yardimei olacagi gibi omurgasiz fizyolojisi ile ilgili yeni
sorularin sorulmasina neden olur (Sattelle 2009). Bu
tir ¢aligmalar neonikotinoid, spinosad gibi 6nemli
insektisitlerin diren¢ mekanizmasin1 belirlemek igin
énemlidir Ornegin, nAChR alpha alt iinitelerinde loop
B tizerinde farkli aminoasit degisimlerinin imidacloprid
dayanikliligina etkisi oldugu saptanmistir (Liu et al. 2005,
Meng et al. 2015). Beta alt tinitelerinde ise loop D, E ve
F tizerindeki aminoasit degisimlerinin neonikotinoitlere
dayanikli fenotiplere yol agabilecegi belirlenirken, bu
durumun nedeninin de bu bolgelerdeki degisimlerin
asetilkolin  (ACh)
olmasina bagli oldugu vurgulanmistir (Yao et al. 2008b).

lizerine  etkilerinin  minumum

Neonikotinoid grubu insektisitlerin alt diizey toksisiteye
neden oldugu N. lugens’in 6nemli bir dogal diismani olan
Pardosa pseudoannulata (Bosenberg & Strand) (Araneae:
Lycosidae)nin al ve a8 genlerinde elektrofizyolojik

¢aligmalar sonucunda, 6nemli aminosit degisimlerinin

saptandign  170-181., 199-206., 208-214. aminoasit
araliklarinin neonikotinoid duyarliligiyla dogrudan etkisi
oldugu saptanmistir (Meng et al. 2015). Bu ¢aligmada
saptanan a4 alt tnitesinde ki G198E degisimi loop F
(Sekil 3) iizerinde bulunmaktadir. Ancak, yukarida da
aciklandig: gibi bu loop tizerindeki degisimler { alt iinitesi
ve neonikonitionid dayaniklilig: ile iliskilendirilmektedir.
Saptanan diger aminoasit degisimleri loop boélgelerinin
(loop A-F) disinda yer almaktadir ($ekil 3). Bu aminoasit
degisimlerinin direngle iliskisi olup olmadig: ileriki

¢aligmalarla ortaya konulmalidir.

B. tabacide nAChR ait {i¢ gen bolgesi aralarindaki farkliliklary
ortaya koymak i¢in kargilagtirilmigtir. nAChR reseptorlerinde
yapisal olarak 15 rezidiliik bir sistein (C) grubu, 6 adet reseptor
baglanmasinda etkin loop (loop A-F), dort transmembran
bolgesi, benzer alt tinite dizilimi gibi 6zelliklere sahiptirler
(Jones and Satelle 2010). $ekil 3e bakildiginda her bir alt
tnite i¢in secilen Kumluca al (275 aa), Karatag a3 (525 aa) ve

Aydincik a4 (466 aa) popiilasyonlarina ait alt tiniteler arasinda

51 Karatas a1
99 Kumluca a1
Aydincik a1

100 | samandag a1

100

Erdemli a1
Full a1
Drosophila a1 X07194.1

Myzus persicae a4 AJ236787.1
[ Full a4

Karatas a3
Erdemli a3

88

100 Kumluca a3
Aydincik a3
Full a3

Samandag a3

Kumluca a4
Karatas a4
Samandag a4

Aydincik a4

08 Erdemli a4
Myzus persicae a3 AJ236786.1

P
0.1

Drosophila melanogaster a6 NM 001273373.2

Sekil 4. Bemisia tabaci popiilasyonlar: ile Drosophila melanogaster ve Myzus persicae nAChR al, 3, 4 genlerinin niikleotid
dizileriyle Maximum Likelihood metoduna gore Kimura 2 parametre modeli kullanilarak olugturulan filogenetik aga¢
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pek ¢ok aminoasit farkhiligmm oldugu goriilmektedir.
Tiim sekanslarda nAChR a genlerinin karakteristik 6zelligi
olan, uzun bir N terminal ucu, bu bolgede 6 adet reseptor
baglanmasinda etkin loop bulunmaktadir. Ayrica yine tim
popiilasyonlarda korunmus 15 aa’ten olusan sisteinle (C)
baslay1p biten disiilfid bagli loop bulunmaktadir. a ve p genleri
arasindaki en 6nemli fark olan bitisik sistein (CC) yapisi tim
a genlerinde ortaktir. a3 ve a4 genlerinde 4 adet, tiim gen
bolgesi elde edilememis olan al geninde ise 2 adet hidrofobik
transmembran yapist belirlenmistir. Ayrica, dizilerde farkh
yerlerde nAChR genlerinin diizenlenmesinde rol oynayan
bol miktarda fosforilasyon bolgesi bulunmaktadir (Sekil 3).
Liu et al. (2005), N. lugens nAChR al ve o3 genlerinde hassas
popiilasyona gore loop Bdeki Y1518 pozisyonunda aminoasit
nAChR genlerinde

dayanikliigindan sorumlu olan bir mutasyon oldugunu

degisimi  zararlida neonikotinoid
belirlemislerdir. Bu noktada farklilik bu ¢alismada B. tabaci
popiilasyonlarinda saptanmamustir (Sekil 3).

100

99

Nikotinik asetilkolin

iligkisini ortaya koymak i¢in yapilan analizlerde dis grup

reseptor genlerinin filogenetik
olarak kullanilan Drosophila melanogaster nAChR a6 geni
diger alt tinitelerden ayri dallanmistir. Agaglar {izerinde
her bir gen ailesi kendi igerisinde grup olusturmustur.
Yao et al. (2008a), B. tabacinin nAChRde a4, Tang et al.
(2009) Liposcelis bostrychophila Badonnel (Psocoptera:
Liposcelididae)de al ve a8 genlerinin, Guo et al. (2018)
C. pomonellada sekiz alt iinite geninin diger genlerle
filogenetik iligkisini ortaya koymus ve olusturulan
agaglarda her alt éinite yiiksek bootstrap degeriyle kendi gen
ailesi igerisinde gruplasmistir. Calismada hem niikleotid
diizeyinde ($ekil 4) hem de aminoasit diizeyinde (Sekil
5) yapilan karsilagtirmalarda aga¢ iki ana dala ayrilmigtir.
nAChR al ve 4 genleri ayn1 dal {izerinde gruplanirken, a3
bu iki alt iiniteden ayrilmistir. Drosophila ve M. persicae’ye
ait referans genler kendi alt tiniteleri igerisinde B. tabaci’ye
ait genlerden yiiksek bootstrap degeriyle ayrilmiglardir.
Niikleotid farkliliklardan

dizilerindeki dolay1

Aydincik a1

Karatas a1
Kumluca a1
Samandag a1
Full a1

Erdemli a1

—— Drosophila a1 X07194.1

73

100

Erdemli a3

Karatas a3
Samandag a3
Kumluca a3
Aydincik a3

- Full a3

99

Myzus persicae a4 AJ236787.1

Aydincik a4

Erdemli a4

Karatas a4

Kumluca a4

+ Full a4

Samandag a4

Myzus persicae a3 AJ236786.1

—
0.1

Drosophila melanogaster a6 NM 001273373.2

Sekil 5. Bemisia tabaci popiilasyonlar: ile Drosophila melanogaster ve Myzus persicae nAChR al, 3, 4 genlerinin aminaasit
dizileriyle Maximum Likelihood metoduna gore Jones-Taylor-Thornton modeli kullanilarak olugturulan filogenetik aga¢
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popiilasyonlar arasindaki yiiksek boostrap degerleriyle
ayrimlar goriilmistiir (Sekil 4). Bu niikleotid degisimleri
aminoasitlerin diziliminde farkliliga neden olmadig: igin
Sekil 5’teki filogenetik agagta popiilasyonlar arasinda

farklilik belirlenmemistir.

Bu ¢aligmayla
farkli
karakterizasyonu yapilmis, nAChR al, a3 ve a4 genleri

Tirkiye B.

popiilasyonlarda nAChR genlerinin molekiiler

tabaci  popiilasyonlarinda

aralarindaki iliskiler ortaya konmustur. Yapilan analizler
sonucunda referans gene gore ve popiilasyonlar igerisinde
bazi aminoasit degisimleri saptanmigtir. Bu noktalar:
hedefleyen  ¢aligmalarin  yiriitilmesi neonikotinoid
diren¢ mekanizmasiyla ile ilgili 6nemli ipuglari olup,
diger arastirmacilar i¢inde referans noktasidir. Elde edilen
degisimlerin neonikotinoid direnciyle iliskisinin ortaya

konabilmesi igin gen ekspresyonu ¢alismalar1 yapilmalidur.
TESEKKUR

Bu caligma Cukurova Universitesinde yiiriitiilmiis olan
“Dogu Akdeniz Bolgesi Sebze Alanlarinda Bemisia tabaci
(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae)’nin Neonicotinoid
Grubu Insektisitlere Dayanikliliginin Belirlenmesi” isimli
doktora tez c¢aligmasinin sonuglarini icermekte olup,
desteklerinden dolay1 Cukurova Universitesi BAP Birimine
(D3BAP2012) tesekkiir ederiz. Ayrica Bemisa tabaci nAChR
al, a3 ve a4 genlerine ait gen ve primer bilgisini bizimle
paylasan Dr. Martin Williamson (Rothamsted Research,
Harpenden, Hertfordshire AL5 2JQ, United Kingdom)a

sonsuz stikranlarimizi sunariz.
OZET

Nikotinik asetilkolin (nAChRs) bocek

sinir sisteminde hizli kolinerjik sinaptik taginmada

reseptorleri

gorevlidirler. Neonikotinoid grubu insektisitler de bu
reseptorleri hedef alarak bdceklerin 6lmesine neden
olurlar. Bu ¢aliyjmada, Dogu Akdeniz Bolgesinden
toplanan bazi Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidae)
a4 genleri karsilagtirilarak filogenetik iligkiler ortaya

popiilasyonlarinda nAChR al, a3 ve

konulmugtur. Denemede Karatas-Gossypium hirsutum
(Adana), Aydincik-Solanum Ilycopersicum, Erdemli-S.
lycopersicum, Samandag-Cucumis sativus (Hatay) ve
Kumluca-Capsicum annum (Antalya)dan toplanan bes
ornekle ¢aligmalar yiritalmistir. nAChR al, 3 ve 4
genleri tim poptlasyonlar i¢in kargilagtirildiginda ol
genleri arasinda bir farklilik belirlenmezken; a3 geninde
referans gene (full a3) goére tim popiilasyonlarda
V1471, A227T ve T5341 aminoasitlerinde ve a4 geninde
Aydincik’ta S401G ve referans gene (full a4) goére tiim
popiilasyonlarda G198E spesifik aminoasit degisimleri
belirlenmistir. NCBI'dan secilen ayni gen bolgeleriyle
yapilan filogenetik analizlerde bu ¢alismada ¢aligilan her
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gen kendi gen ailesi igerisinde yer almistir. Elde edilen
bu verilerin neonikotinoid grubu insektisitler nokta
mutasyona dayali direngle ilgili ileride yiriitiilebilecek
calismalara 151k tutmas1 amaglanmigtir.

Anahtar kelimeler: nAChR, neonicotinoid, phylogenetic
analyses, whitefly
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