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Nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) mediate fast cholinergic synaptic transmission in the
insect nervous system. Neonicotinoid insecticides exhibit insecticidal activities by targeting these
receptors. The aim of this study was to isolate cDNA clones of nAChR subunit genes of Bemisia
tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae). RACEs (Rapid Amplification of cDNA Ends) were
applied to obtain partial-length cDNA sequences. We identified two partial cDNA clones encoding
B1 and o8 subunit genes (BtB1-1168 bp and Bta8-755 bp), respectively, from Bemisia tabaci (Bt).
This is the first report of isolation of a8 from B. tabaci by cloning. Btfl and Bta8 possess
characteristics that are typical of nAChR subunits. Phylogenetic analysis showed that BtB1 and Bta8
clustered with the orthologous genes of other insect species.

Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 8(11): 2322-2329, 2020
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Nikotinik asetilkolin reseptdrleri (nAChR), bdcek sinir sisteminde hizli kolinerjik sinaptik gecise
aracilik ederler. Neonikotinoid grubu insektisitler, bu reseptorleri hedefleyerek boceklerde 6liime
neden olurlar. Bu ¢alismanin amaci, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) nAChR
alt birim genlerinin cDNA klonlarini izole etmektir. Bu genlerin elde edebilmesi i¢in RACE (cDNA
Ends'in hizli amplifikasyonu) teknigi uygulanmustir. Bu ¢alismada, B. tabaci (Bt)’den sirayla iki kismi
nAChR alt birim geni 1 ve a8 (Btf1-1168 bp ve Bta8-755 bp) elde edilmistir. Bu ¢aligmayla Bemisia
tabaci nAChR o8 alt birimi, klonlanarak ilk kez elde edilmistir. Btp1l ve Bta8'in nAChR alt
birimlerinin tipik ve birbirinden farkli 6zelliklerine sahip oldugunu belirlenmistir. Filogenetik agag
sonuglari, B. tabaci’nin Btp1l ve Bto8 alt birim genlerinin, farkli bocek tiirlerine ait ortolog gen
bolgeleriyle kiimelendigini gostermektedir.
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Giris

Pamuk beyazsinegi, Bemisia tabaci (Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae) ekonomik 6neme sahip polyfag
bir zararli olup; basta pamuk olmak {iizere, patlican, domates
ve biberi de kapsayan 600’iin iizerinde konukguya sahiptir
(EPPO, 2004; Satar ve ark., 2018). Konukgularindaki zarari,
emgi zararinin yaninda fumajin zararia ve en dnemlisi de
viriislere vektorlikk etmesi ile ortaya ¢ikan zararidir ki, B.
tabaci’nin 100’iin {izerinde viriise vektorlik ettigi
bilinmektedir (Roditakis ve ark., 2005; Zaidi ve ark., 2017).

Zararl ile miicadelede, etkili pekgok dogal diismani
olmasina ragmen, ireticiler tarafindan tercih edilen ve en
cok kullanilan yontem kimyasal miicadeledir. Ayni zamanda
beyazsinek miicadelesinde sik  kullanllan  pestisit
gruplarindan  birisi de  neonikotinoidlerdir.  Etki
mekanizmalar1 dolayistyla uzun siiredir kullanilan ticari
insektisit gruplariyla ¢apraz dayaniklilik gelistirmemis ve
sonug olarak kiiltiir bitkileri {izerindeki énemli zararlilarla
miicadelede kullanilan pyrethroidlerin, organofosforlularin,
karbamatlilarin ve birkag diger insektisit gruplarinin yerini
almaya baslanugtir (Jeschke ve Nauen, 2008). Insektisitlerin
bilingsiz kullanimi, beraberinde bir¢ok olumsuz c¢evre
sorunlarint da ortaya ¢ikarmaktadir. Zaman igerisinde
kullanilan ila¢ dozlarmin giderek etkisiz olmasi, ilag doz ve
uygulama sayilarinin artmasina neden olmakta, bu durum
cevre ve insan sagligina olumsuz etkileri yaninda hedef
olmayan organizmalarida etkilemektedir. Ayrica en dnemli
problemlerden biri olan dayaniklilik sorununun ortaya
¢ikmasmna neden olmaktadir. Neonikotinoid grubu
insektisitlere, B. tabaci’de Israil, Cin, ispanya ve Tiirkiye’de
yiiksek diizeylerde dayaniklilik belirlenmistir (Satar ve ark.,
2018; Wang ve ark., 2018).

Neonikotinoid insektisitler, bocek nikotinik
asetilkolinesteraz ~ reseptorlerinin -~ (nAChR)  segici
agonistleridir ve bu nedenle hem bitki hem de hayvan
saghigmi koruma uygulamalarinda yogun bir sekilde
kullanilmaktadirlar (Millar ve Denholm, 2007). Bu yogun
kullanim, neonikotinoidlere dayaniklilik sorununuda ortaya
cikarmaktadir. Boceklerde insektisitlere  dayaniklilik
mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi, hedef etken maddenin
yonetimi i¢in dnemlidir. Bugiline kadar neonikotinoid grubu
insektisitlerin  dayanmiklhiliginin, agirhkli  olarak  bir
detoksifikasyon enzimi olan monooksigenaz enzimi
tarafindan neden olundugu saptanmistir (Karunker ve ark.,
2008: Roditakis ve ark., 2011: Nauen ve ark., 2013). Son
yillarda ise bu mekanizmaya ek olarak Leptinotarsa
decemlineata (Say.) (Coleoptera: Chrysomelidae) (Tan ve
ark., 2008), Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae)
(Bass ve ark., 2011) ve Nilaparvata lugens (Stal)
(Hemiptera: Delphacidae) (Zewen ve ark., 2003)’te nAChR
genlerindeki nokta mutasyonlardan dolay1 bir dayaniklilik
oldugu saptanmustir.

Bocek sinir sisteminde asetilkolin (ACh), kolinerjik
(uclarinda asetilkolin ¢ikan) sinir sisteminin, uyarict sinir
tagiyicisi (neurotransmitter) ve ig¢sel agonistidir. Nikotinik
kolinerjik sinapslar boyunca sinir iletimi iki adimda
gergeklesir. Birincisi, exositozla presinaptik membrandan
ACh agi8a ¢ikar ve baglanma noktalariyla iliski kurarak
nAChR’lin iyon kanal kompleksinin hiicreler aras1 kismina
yerlesir. Ikincisi, reseptdr molekiillerinin degisimi ile
membraninin denge statiisiinii bozmak i¢in hiicre igerisine
K+ akis1 ve hiicredisina Na+ akigini tesvik ederek iyon
kanallarmimn agilmasma neden olur. nAChR iyon

kanallarmin  hizli bir sekilde acilmasini saglayan
iyonotropik reseptorler grubunda yer alir (Arias, 1997). Bu
reseptorler 15 rezidiilik bir Sistein (C) grubu, 4
transmembran bodlgesi, benzer alt birim dizilimi, aminoasit
sekanslarinda benzerlik gibi yapisal 6zelliklere sahiptirler.
Her bir reseptor bes alt birimden olusur, bu alt birimler
alpha, beta, gama gibi isimler alir ve farkh
kombinasyonlara sahiptirler. Bu alt birimlerin, uzun bir
hidrofilik ekstraseliiler amino ucu (N therminus), olduk¢a
hidrofobik dort transmembran bdlge ve bir intraseluler
karboksil ucu vardir (Jones ve Satelle, 2010).

Boceklerde nAChR merkezi, sinir sisteminin neuropil
(akson, dendrit ve sinapslarin meydana getirdigi ag sistemi)
bolgelerinde genis bir sekilde ve baskin olarak
dagilmiglardir. Bu  reseptorler  sinir  iletiminin
gergeklesmesinde Onemli olmasi, insektisitlerin hedefi
haline getirmektedir (Tomizawa ve Casida, 2003).
Neonikotinoidler boceklerde, bu nAChR’e se¢ici olarak
baglanirlar. Ciinkii iyon degillerdir ve kolaylikla boceklerin
sinir sistemlerine penetre olabilirler (Stenersen, 2004).
Nerotransmitterler ~ sinapslarda  serbest kaldiklarinda,
postsinaptik membranda reseptorlere baglanmazlarsa higbir
etki gosteremezler. Imidaclorpid ve onun tiirevleri gibi
maddeler bu reseptorlere baglanarak, asetilkolinin
asetilkolin reseptorlerine baglanmasini Onler (Abbick,
1991). Yapilan caligmalarda B. tabaci’ye ait al, 02, o3, 04,
a7 ve f1 nAChR alt birimleri tespit edilmigtir (NCBI, 2019).
Ayrica, tiim alt birimler rna-seq yontemiyle protein
diizeyinde ortaya konulmustur (Ilias ve ark., 2015).

Bu ¢aligma da klasik molekiiler yontemlerle nAChR alt
birimlerinin  mRNA  diizeyinde elde edilmesi
hedeflenmistir. Boylece, daha sonra yapilacak gen
ekspresyonu ya da bu alt birimlerde neonikotinoid
dayaniklilig1 ile ilgili nokta mutasyon taramalarina 1sik
tutmast amaglanmistir.

Materyal ve Yontem

Calismada  kullanilan Bemisia tabaci erginleri,
Cukurova Universitesi Bitki Koruma Boliim arazisinden
(Balcali-ADANA) pamuk bitkileri {izerinden toplanmustir.

Toplam Ribo Niikleik Asit (RNA) izolasyonu

Bemisia tabaci’de nikotinik asetilkolin reseptorlerinin
(nAChR) genlerinin belirlenmesi amaciyla toplam RNA,
B. tabaci erginlerinden (20 mg) Trizol Reagent
(Invitrogen)’in metodu kullanilarak ekstrakte edilmistir.
Elde edilen toplam RNA konsantrasyonu,
spektrofotometrede  Olgiilerek  diger  asamalarda
kullanilanana kadar -80°C’de muhafaza edimistir.

Komplementer DNA (cDNA) Sentezi ve Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) Reaksiyonu

cDNA sentezi, thermocycler da SuperScript 11 Reverse
Transctiptase kiti kullanilarak yapilmigtir. PCR ve
yuvalanmis (nested) PCR reaksiyonlari, 2 uL. cDNA, 10
mM dejenere primer veya nested primerlerle Plantium Tag
kullanilarak 25 pL final reaksiyonda gergeklestirilmistir.
Dejenere primerler, Prof. Dr. Ke Dong’un Michigan State
University, Entomoloji Bélimii, Bocek toksikoloji ve
Nerobiyoloji laboratuvarindan temin edilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Bemisia tabaci’de nikotinik asetilkolin reseptor alt birim genlerinin elde edilmesinde kullanilan primerler
Table 1. Primers used to obtain nicotinic acetylcholine receptor subunit genes in Bemisia tabaci

Primerin ad1

Primer

F1 ATG AAR TTY GGN TCN TGG AC
. . R1 GT RTA RSA NAG NGT YTT NCG
Dejenere primerler FNest1 TAA TGA CCA CGA ATT TAT G
RNest1 AAA ACC TTA TTC TAT ACA GT
Bta8 3F GAA TTC TAC TTG TCG GTG GAA TGG G
Bta8 SR CTC ATT TCT TGT TGC GGG CAC TGC

Bta8 3nestF:
Rapid Amplification of cDNA Bta8 5nestR:
Ends (RACE) primerleri Btp1 3F:
Btp1 SR:
BtB1 3nestF:
BtB1 SnestR:

GTACTATCCTTGTTG TAG TGA GCC
CCTACT TTGACT ATATTGCTT CCG G
CTG GAA GTC GGG GAC GTG GGA CAT
TCG GCA CCC CCG GGT AGG TGT TCA
CGA GGT GCC GGC ATACTT GAACAC
GTA GTC CGA GAG GTC CAC GAAGTT

Termocycler’da reaksiyon; baslangi¢c denatiirasyonu
94°C’de 2 dakika, denatiirasyon 94°C’de 0.30 dakika,
baglanma 55°C’de 1 dakika, uzama 72°C’de 3 dakika, son
uzama 72°C’de 7 dakika ile 40 dongli olarak
yiiriitiilmiistiir. Elde edilen PCR iiriinleri, %1°lik agaroz
jelde  yiiritilmiis ve  goriintileme  sisteminde
goriintiilenmistir.

PCR Uriiniiniin Klonlanmast

PCR {irlinii, gen dizilemesi yapilmadan once bakteri
hiicresine aktarilmistir. Bu amagla, dnce iirtin TOPO TA
Cloning Kiti (pCR 2.1-TOPO vektor) kullanilarak vektore
aktarilmistir. 2 pLL PCR iiriind, 1 pL tuz soliisyonu, 2 pL
deinonize su ve 1 puL vektor karigtirilarak 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu karsimdan 2 pL
almarak, 50 pL Ecoli bakteri hiicresine aktarilmig ve 20
dakika buzda bekletilmistir. 30 saniye 42°C’de sicaklik
soku verildikten sonra, 2 dakika buzda bekletilmistir. 250
pL SOC ortamu (1 L su, 20 g Bacto-tryptone, 5 g Bacto-
maya ekstrakt ve 0,5 g sodyum klorid (NaCl)’den olusmus
ortama, 20 mL 1 M glikoz eklendikten sonra, 1 saat 100
rpm’de 30°C’de c¢alkaliyicida ¢alkalanmistir. Cogalan
bakteri hiicrelerinden koloni elde etmek i¢in LB ampisilin
pleytelere (1 I su, 5 g NaCl kristal, 10 g Bacto-tryptone, 5
g Bacto-maya extract, 16 g Bacto agar ve 1 mL Ampisilin)
50 uL yayilmistir. Bakteriler pleytelere yayilmadan dnce,
PCR iiriiniiniin bulundugu bakteri hiicrelerini ayirmak i¢in
40 puL X gal (5-Bromo-4chloro-3indoyl-p-D galactoside)
(20 mg mL™? (dimethyl formamide iginde ¢oziilecek)) ve
IPTG (0,2 g mL?Y) yayilmistir. Bakterilerin yayildigi
pleytler, 24-36 saat kolonilerin biiyiimesi i¢in 30°C’de
inkiibe edilmistir. Biiyliyen kolonilerden beyaz olanlar
segilerek, 5 mL LB-Amp (1 | su, 5 g NaCl kristal, 10 g
Bacto-tryptone, 5 ¢ Bacto-maya ekstrakt vel mL
Ampisilin) i¢eren bakteri ¢cogaltma tiiplerine ekilerek 16
saat 200 rpm’de 30°C’de c¢alkaliyicida calkalanmistir.
Ortamlar, 4000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij
edilmistir.

Plasmid Piirifikasyonu

LB ortaminda ¢ogaltilan kolonilerin piirifikasyonu,
Wizard Plus SV Minipreps DNA piirifikasyon kitinin
(Promega) yontemi kullanilarak yapilmigtir. Plasmidler
icerisinde PCR {irlinliniin olup olmadigini belirlemek i¢in
Bam H1 ve Eco RV enzimleri kullanilmistir. Orneklerin %
1’lik agaroz jelde goriintlemesi yapilmistir.

Pozitif sonug veren {iriinler, T7 primeri kullanilarak gen
dizileme yapilmak flizere ilgili firmalara gonderilmistir.
Elde edilen dizilerin NCBI BLAST programi ile
sistemdeki mevcut genlerle karsilagtirmasi yapilmig ve
elde edilen genlerin hangi nAChR’1n alt birimlerine ait
oldugu tespit edilmistir.

3've 5’RACE ve Nested RACE Reaksiyonlarinin
Kurulmast

Blast programi kullanilarak  yapilan analizler
stonucunda belirlendigi diisiiniilen gen bolgelerinin, 3" ve
5" yoniinde geri kalan kisimlarini elde etmek i¢in RACE
teknigi kullanilmistir. RACE tekniginde kullanmak {izere
3" ve 5 yonlerinde biri nested PCR i¢in ikiser gene spesifik
primer dizayn edilmistir (Tablo 1). Smart Race cDNA
amplification  kitinin (Clontech) yOntemine gore,
cDNA’lar hazirlanmistir. Bu amagla toplam RNA ile kit
icinde bulunan 3'-CDS primer ve 5-CDS primerleri
kullanilarak ayr1 ayr1 reaksiyonlarda, cDNA’lar elde
edilmistir. Advantages 2 PCR kiti (clontech) kullanilarak
her iki yon i¢in Bta8 3F ve Btfl_3F Bta8 SR ve Btfl_5SR
primerleriyle dort ayri PCR reaksyonlart kurulmustur.
Termocycler’da reaksiyon; baslangi¢ denatiirasyonu
94°C’de 2 dakika, 94°C’de 0.30 dakika, baglanma 72°C’de
2 dakika 5 doéngi, 94°C’de 0.30 dakika, 65°C’de 0.30
dakika, 72°C’de 2 dakika 5 dongii, 94°C’de 0.30 dakka,
65°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika 25 dongii, son uzama
72°C’de 7 dakla olarak yiiriitiilmiistiir. Elde edilen PCR
iirtinlerini goriintillemek i¢in %1°1ik jel kullanilmistir. 3*ve
5" nested RACE reaksiyonlari, Advantages 2 PCR kiti
(Clontech) yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu amagla,
bir onceki PCR reaksiyonundan elde edilen 5 pL. PCR
urini, 75 pupL  Tricine-EDTA  buffer igerisinde
seyreltilmistir. Herbir nested primer (Bta8 3nestedF ve
BtB1 3nestedrF, Bta8 SnestedR ve Btp1 SnestedR) igin
3" ve 5 yonlerinde PCR reaksiyonlar1 kurulmustur.
Termocycler’da reaksiyon; baglangic denatiirasyonu
94°C’de 2 dakika, denatiirasyon 94°C’de 0.30 dakika,
baglanma 68°C’de 0.30 dakika, uzama 72°C’de 3 dakika
25 dongli ve son uzama 72°C’de 7 dakika olarak
yiriitiilmiistiir. Elde edilen PCR {irlinlerini goriintiilemek
icin %1°lik jel kullanilmistir.

Jel Piirifikasyonu ve RACE Uriiniin Klonlanmasi
Nested RACE  reaksiyonlarinnin  elektroforezi
sonucunda elde edilen jellerde birden fazla bant oldugu i¢in
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Qiaex Il Gel extaction kitini kullanarak elde edilen
bantlardan, en biiyiik olandan baslayarak jel piirifikasyonu
yapilmigtir. Piirifiye edilen DNA’y1 goriintiilemek i¢in
%1’lik agaroz jel kullamilmistir. Jel piirifikasyonundan
elde edilen iriinler, once vektdore sonra Dbakteriye
aktarilmigtir. Daha sonra plazmid piirifikasyonu ve Bam
H1 ve EcoRV enzimleri ile kesme islemleri yapilmustir.
Jelde pozitif sonug veren Orneklerin gen dizilemesi
yapilmak iizere ilgili firmalara gonderilmistir.

Data Analizi

Elde edilen diziler, BLAST programi kullanilarak
sistemdeki mevcut genlerle karsilagtirmasi yapilarak, elde
ettigimiz Orneklerle benzerlikleri ortaya konulmustur.
Lasergene 6 programindaki Segment Buildder programiyla
elde edilen sekanslar birlestirilmistir. Lasergene 6
programinin Edit alt programinda, aminoasite ¢evrilmis ve
baslangi¢ kodonlari tespit edilmistir. Yine ayni programda,
Fasta formatina doniistiiriilereck diger uygulamalarda
kullanilmiglardir.  Signal peptid bolgeleri signal 1P
programi, trans membran bolgeleri TMHMM programi ile
belirlenmistir. N-glikosizasyon bdlgeleri, N linked
Glycosylation Analyse programinda, fosforilasyon
bolgeleri NetPhos 2.0 Server programinda analiz edilmistir
(Blom ve ark.,, 1999). Calismada kullanilan tim
kargilagtirma genleri, NCBI Genbank’dan elde edilmistir.
Sekanslarin hizalamasi, Clustal X (Thompson ve ark.,
1997) ve homoloji golgelemesi GeneDoc programi
(Nicholas ve ark., 1997) ile yiiriitiilmiistiir. Filogenetik
iliskiler, MEGA 6 programinda c¢oklu hizalandirmali
niikleotid ve aa sekanslarina gére belirlenmistir. Neighbor-
joining metodu ile bootstrap analizi (1000) kullanilarak,
filogenetik agac olusturulmustur. Benzerlik
(identity/smilarity) degerleri, EMBOSS 6.3.1. matcher
programi kullanilarak elde edilmistir (Rice ve ark., 2000).

Bulgular ve Tartisma
Bemisia Tabaci nAChR Alt Birimlerinin Elde Edilmesi
Dejenere primerlerle yiiriitiilen PCR c¢aligmalarinda

elde edilen PCR iiriinii, jelde 200 bp’nin biraz iizerinde bir
bant vermistir (Sekil 1).

200 bp <«

Sekil 1. Dejenere primer kullanilarak elde edilen PCR
irliniiniin jelde goriintiisii
Figure 1. Gel image of the PCR product obtained using
degenerate primer

PCR iriiniiniin klonlanmasindan sonra, 19 kolonide
plasmidler igerisinde PCR iiriiniiniin olup olmadigini

belirlemek i¢in Bam H1 ve Eco RV enzimleriyle kesimi
yapilan &rnekler, 200 bp’de bant vermistir. Orneklerden 6
numarali 6rnek, digerlerine gore biraz daha biiyiik bir band
vermistir (Sekil 2). Bu nedenle, bu 6rnegin digerlerinden
farkl1 olabilecegi diisliniilmigtiir. Pozitif sonu¢ veren
orneklerin gen dizilemesinden sonra, BLAST programinda
yapilan kargilagtirilmalar sonucunda, B. tabaci’de 2
nAChR geninin belirlenmis olabilecegi kanaatine
varilmistir. Orneklerden 18 tanesinin a8, Sekil 2’deki 6
numarali 6rnegin ise f1 oldugu saptanmistir. Bu sonuglara
dayanarak, bu genlerin geri kalan kisimlarini belirlemek
icin RACE teknigi uygulanmustir.

3've 5" RACE Teknigi

nAChR alt birimleri oldugu diisiiniilen 2 gen par¢asinin
3" ve 5" yoniinde geri kalan pargalarini belirlermek igin
yiritilen PCR caligmalar1 sonucunda, bir¢ok band elde
edilmistir. Jel piirifikasyonu sonucu elde edilen {iriinlerin
bakteriye klonlanmasina ragmen bantlarin ¢ok zayif
olmasindan dolayi, fazla koloni elde edilememistir. Bu
problemlerin ¢dziilmesi i¢in nested primerler dizayn
edilerek, nested PCR yapilmaya karar verilmistir. Yapilan
deneme sonucunda, daha gii¢lii bantlar elde edilmis ve jel
ptrifikasyonu yapilmstir (Sekil 3).

Klonlanan ve plasmid piirifikasyonu yapilan 6rneklerin
Bam H1 ve Eco RV enzimleri ile reaksiyonlar1 yapilmistir
(Sekil 4). Toplamda 36 kolonin piirifikasyonu yapilmis 30
ornek, gen dizileme yapilmak tizere T7 primeriyle ilgili
kurulusa gonderilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, nAChR 1
alt birim geninin 5’yoniinde tamamina ulasilmistir.
Toplamda, 1168 bp’lik bir gen bolgesi belirlenmistir.
nAChR a8 alt biriminde ise sadece 5' yoniinde sonug elde
edilmis, bu geninde 5' yoniinde baslangic kodona
ulagilmistir ve toplam 755 bp’lik kismi gen bolgesi tespit
edilmistir.

NAChR Genlerinin Eslilik/Benzerlik Degerlerinin
Belirlenmesi

Filogenetikte kullanilan en 6nemli analizlerden biri,
DNA ya da proteinler arasinda benzerlik (smilarity) ya da
esliligin (identity) ikili gruplar halinde karsilagtirilarak
belirlenmesidir. Yiizde eslilik, iki sekansin baza baz nasil
karsilagtirildiginin -~ hesaplanmis  yiizdesidir.  Yiizde
benzerlik ise daha kompleks bir formiili kullanan
degerlendirmeye, sekans bosluklar1 ve eslesmemelerini de
dahil eden daha karmagik bir hesaplamadir (Campanella ve
ark., 2003). Bemisia tabaci a8 geni B. tabaci’den elde
edilmis olan diger nAChR alt birimlerle karsilastirildiginda
a4 alt birimiyle daha yiiksek benzerlik/eslilik bulunmus, en
az benzerlik/eslilik ise a7 alt birimi ile elde edilmistir.
Diger tiirlere ait a8 {initelerinden en yiiksek benzerlik L.
decemlinata ile saptanmistir. Bemisia tabaci_ 1 geni ise
diger nAChR alt birimleriyle karsilastirildiginda, yine a4
ile daha yiikksek benzerlik/eslilik degerine sahip olmus,
ancak o7 ile arasinda en az benzerlik, a8 ile en az eslilik
saptanmigtir.  Diger  tirlere ait 1  genleriyle
karsilastirildiginda ise en yiiksek eslilik Anopheles
gambiae Giles (Diptera:Culicidae) benzerlik degerleri
Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae)
ile saptanmistir (Table 2).
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Sekil 2. Bam H1 ve Eco RV ile enzim reaksiyonundan sonra elde edilen jel gortintiisii
Figure 2. Gel image obtained after enzyme reaction with Bam H1 and Eco RV

1kb al-3" B1-3° a83" P15 ad-5 1kb B1-3B1-5 a85a8-3"

Sekil 3. nAChR a8 ve B1 alt birimlerinin 3" ve 5° RACE ve 3" ve 5" nested RACE sonuglarinin jelde goriintiisii

Figure 3. Gel image of 3" and 5° RACE and 3" and 5" nested RACE results of nAChR a8 and B1 subunits
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Sekil 4. Nested Race PCR fiiriinlerine uygulanan Bam H1 ve Eco RV ile enzim reaksiyonundan sonra elde edilen jel

goruntiisi

Figure 4. Gel image obtained after enzyme reaction with Bam H1 and Eco RV applied to Nested Race PCR products

Tablo 2. Farkli nAChR alt birim genlerinin karsilastirilmalar1 sonucunda elde edilen eslilik/benzerlik degerleri
Table 2. The identity/similarity values obtained as a result of comparisons of different nAChR subunit genes

.. .. Eslilik/Benzerlik
Popilasyon NCBI erisim no Bemisia tabaci a8  Bemisia tabaci_f1

Bemisia tabaci_ a3 CAI54098.1 T4/87 53/72
Bemisia tabaci a4 AAY28925.1 82/93 53/73
Bemisia tabaci_ a7 CAI54100.1 45/65 49/69
Anopheles gambiae 08 AAU12512.1 78/89 53/71
Bemisia tabaci_ a8 MN862070 51/66
Bombyx mori _ a8 NP_001166817.1 80/89 51/71
Leptinotarsa decemlinata_a8 ACJ64922.1 99/99 53/71
Liposcelis bostrychophila_a8 ACG49259 81/89 56/72
Nilaparvata lugens a8 ACK75719 88/94 55/72
Tribolium castaneum_ a8 NP_001155998.1 89/93 54/71
Aphis gossypii_p1 AFH00994.1 - 89/94
Anopheles gambiae _B1 AAU12514 48/64 91/96
Apis mellifera_p1 NP_001073028.1 50/66 88/93
Bemisia tabaci_p1 MN862069 51/66

Bombyx mori_f1 NP_001103398.1 50/65 88/93
Heliothis virescens_ p1 AF096880.1 50/65 90/94
Nilaparvata lugens_ 1 ACJ07013.1 50/66 90/94
Tribolium castaneum_ p1 CDW44412.1 50/65 92/95
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Bemisia tabaci a8 :

Benﬂﬂatabaciﬁl : ——--MKTSLVATLNLLMIG-—--LILPCLCSEDEERLVRDLFRGYNKLIRPV : 44

Bemisia tabaci a8
Bemisia tabaci B1

Bemisia tabaci a8
Bemisia tabaci B1

Bemisia tabaci a8 .
Bemisia tabaci f1 :

Bemisia tabaci a8
Bemisia tabaci p1 .

Bemisia tabaci a8 *:

Bemisia tabaci B1

Bemisia tabaci a8 :
Bemisia tabaci 1 * EE

Bemisia tabaci a8 :

Bemisia tabaci p1

Bemisia tabaci a8 -

—MNLLKCELCVCFLVILLNEVSAIKHIEANPDAKRLEDDLLSNYNRLIRPV : 50

Signal peptid

Lop D
: IEHTETLTVWLSLKLSQLIEMNLKNQTMT TNLWVVQRWY DYKLRWDPEER : 100
: QNITEKVDVRFGLAFVQLINVNEKNQIMKSNVWLRL WNDYQL DETD : 94
Lop A
: GGVEMLYVPSEHIiLPDIVLFNNADGN EVT MTKATL YTGEVIWKPPE : 150
! GGIGVLRLPPDKVWKPDIVLENNADGNUEVREKSNVLIYPHGEVLWIPHR : 144
v v Lop F
IfIKESCEINVQYFPFDEQSCLMKEGS TYNGLQVDLKHMLQLbiNLVKV 200
TYQSSCTIDVTYFPFDQOTCIMKFGSWTFHGDOYSLALYNNKN- - - -~ 187
Lop~C

ETDLBEFYLEVEWD T LAVPATRNEERIPCCSEPESDIFK I TMRRKELEY : 250
FVDLEDEWKS GTWDT TEVPAMLN--TYPGVPT-ETDITFY T TTRRKILFY : 234
e : 251

: TVNLILPTVLISFLCVLVFYLPAEAGEKVTLGISILLSLVVFLLLVSKIL : 284

TM1 TM2
PPTSLVLPLIAKYLLETFIMNTVSILVTVIIINWNERGPRIEHRMPVWIRS 334
TM3

: VELYYLPIILLMKRPKKTRLRWMMEMPS-————————- MTRVSSVPPHPH :374

fcEpTELPENLAQAS 389

Bemisia tabaci 1 * EGE

Sekil 6. Bemisia tabaci NAChR a8 ve B1 genlerinin yapisal 6zellikleri (siyah yazisi beyaz bolgeler: N-bagli
glikozilasyon bolgeleri, gri bolgeler: dubleks sistein bolgeleri, gri yazisi beyaz bolgeler: fosforilasyon bolgeleri, ¥
isareti disiilfid bagl loop, ©F isareti Myzus persicae’de neonikotinoid dayanikliliginin saptanmis oldugu nAChR B1
tizerindeki mutasyon noktas1 (R81T)’ n1, ® igareti diger tiirlere ait NAChR B1 genlerinden farkli olarak B. tabaci’de

saptanmis olan aminoasit degisim noktalarin1 gosterir)

Figure 6. Structural features of Bemisia tabaci nAChR o8 and 51 genes (black text white regions: N-linked
glycosylation regions, gray regions: duplex cysteine regions, gray text white regions: phosphorylation regions, ¥ mark
indicates disulfide linked loop, T mark indicates the mutation point (R81T) on nAChR BI in which neonicotinoid
resistance has been detected in Myzus persicae, ® mark indicates the amino acid change points detected in B. tabaci,
unlike the nAChR p1 genes belonging to other species)

Calismada elde edilen a8 ve 1 genlerinin nAChR alt
birimine ait oldugunu gosteren yapisal analizler gdstemistir
ki, iki gende de genin tamami elde edilemediginden
karboksil (-COO) ucu yoktur. Alt birimler arasinda,
aminoasit dizilimi bakimindan pek ¢ok farkliligm oldugu
goriilmektedir. Iki sekansta nAChR genlerinin karakteristik
6zelligi olan, uzun bir N terminal ucu, bu bdlgede 6 adet
reseptor  baglanmasinda etkin  loop, aminoasitler
okoryotlarda proteinlerin katlanarak kararli bir yap1 haline
gelmelerinde gorevli olan 2 adet N- bagh glikozilasyon
bolgesine (N-X-S/T) sahiptir. a8 alt biriminde, o alt
birimlerinde bulunan bitisik sistein (CC) yapis1 varken Bl
geninde bu yapi bulunmamaktadir. Ayrica pl’de 3 adet
hidrofobik trans membran yapisi (normalde 4 adet bulunur,
burda genler eksik oldugu icin 3 adet) TM 1251272 T\M2278-286
ve TM32%8-320belirlenmistir (Sekil 6).

Nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR) genlerine ait
aminoasit dizilimlerinin filogenetik iliskisini ortaya
koymak i¢in yapilan analizlerde, nAChR alt birimlerine ait

farkl tiirlerde bes alfa ve bir beta geni karsilastirilmistir.
Dis grup olarak kullanilan Drosophila melanogaster
Meigen (Diptera:Drosophilidae) gaba geni, diger
genlerden tamamen farkli bir sekilde dallanmistir. Diger
genlere bakildiginda filogenetik agagta {i¢ ayr1 ana dal
olusmus olup, a8 ve B1 genleri ayr1 dallarda diger o genleri
ayr1 bir dalda yiiksek Boostrap degerleriyle dallanmustir
(Sekil 7).

Bu ¢alismayla, klonlama ile nAChR a8 ve B1 genleri
elde edilmistir. Bu genlerden nAChR a8’nin mRNA
diizeyinde gen dizisine yapilan literatiir caligmalarinda ve
gen bankasinda rastlanmamustir. B1 ise hem mRNA hem de
rna-seq metoduyla protein diizeyinde kaydedilmistir (Ilias
ve ark., 2015; Wang ve ark., 2017). Bu nedenle, ilk defa
mRNA diizeyinde a8 geni elde edilmis ve NCBI gen
bankasina B1 ile birlikte (nRAChR_B1-MN862069,
nAChR 08-MN862070) kaydedilmistir. Bugiine kadar, B.
tabaci’de nAChR alt birimlerinde meydana gelen bir
mutasyondan dolayi, neonikotinoid grubu insektisit
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dayaniklihigr ilk kez Mpyzus persicae’de bir tarla
popiilasyonunda nAChR_B1 alt birimindeki Loop D
iizerindeki R81T mutasyonundan oldugu kanitlanmistir
(Bass ve ark., 2011). Daha sonra Aphis gossypii ile
ylriitiilen ~ calismalarda,  laboratuvar  seleksiyonu
sonucunda ayni mutasyon saptanmistir (Shi ve ark., 2012).
Wang ve ark. (2017)’nin c¢aligmasinda ise bir tarla
popiilasyonunda bu mutasyon bdolgesini igeren 15
aminoasitlik bélgenin silinmesinden dolay1, neonikotinoid
grubu insektisitlerin reseptorlere baglanmasinda azalma
oldugu, bundan dolay1 popiilasyonda direng gelismis
olabilecegini vurgulanmistir. Bu c¢alismada ise ne 79.
aminoasitte bu mutasyona rastlanmis ne de bir delesyon
saptanmustir (Sekil 6). Ancak B. tabaci AChR 1 ile Tablo
2’deki diger tirler karsilastirildiginda, diger tiirlerde
olmayan A92T, N135H ve N174H aminoasit degisimleri

saptanmustir (Sekil 6).
Heliothis virescens_beta 1
Manduca sexta_beta 1
o Ctenocephalides felis_beta 1
73 || Bombyx mori_beta 1
1o | Tibolium castaneum_beta 1
Nilaparvata lugens_beta 1
92| L Anopheles gambiae_ beta 1
100 Apis mellifera_betal
M Bemisia tabaci beta 1

Aphis gossypii_beta 1

74— Bombyx mori_alpha 8

Ctenocephalides felis_alpha 8

Anopheles gambiae_alpha 8

100 Liposcelis bostrychophila_alpha ¢

Nilaparvata lugens_alpha 8

Tribolium castaneum_alpha 8
57| @ Bemisia tabaci_alpha 8

75! Leptinotarsa decemlineata_alpha 8

Bemisia tabaci_alpha7
100 Bemisia tabaci_alpha 1
81 Bemisia tabaci_alpha3
86 Bemisia tabaci_alpha 4

GABA-alpha receptor Drosophila melanogaster.

—
0.1

Sekil 7. Aminoasit dizilimlerine gére, Anopheles
gambiae, Aphis gossypii, Bombyx mori,
Ctenocephalides felis, Heliothis virescens, L.
decemlinata, Liposcelis bostrychophila, Manduca
sexta, Myzus persicae, Nilaparvata lugens, Tribolium
castaneum ve Bemisia tabaci nAChR a ve 1
genlerinin filogenetik iligkileri. Drosphila
melonagaster GABAalpha receptor disgrup
(M69057.1) olarak kullantlmistir
Figure 7. Phylogenetic relationship of nAChR o and p1
genes of Anopheles gambiae, Aphis gossypii, Bombyx
mori, Ctenocephalides felis, Heliothis virescens, L.
decemlinata, Liposcelis bostrychophila, Manduca
sexta, Myzus persicae, Nilaparvata lugens, Tribolium
castaneum and Bemisia tabaci according to the amino
acid sequences. Drosphila melonagaster_GABAalpha
was used as receptor outergroup (M69057.1)

Bu g¢alismayla bazi  tiirlerde  neonikotinoid
dayanikliliginin gelismesinden sorumlu olan iki nAchR
geni, RACE teknigiyle elde edilmistir. nAchR Btp1
geninden 1168 bp, Bta8 geninden 755 bp’lik kismi gen
bolgeleri belirlenmistir. Caligmada kullanilan 6rnekte,
diger tiirlerde saptanan amimoasit degisimleri ya da
delesyonlara rastlanmamig, ancak farkli aminoasit
degisimleri saptanmistir. Bu degisimler {lizerine yapilacak
calismalar ile bu aminoasit degisimlerinin

neonikotinoidlere dayaniklilikla iliskisi olup olmadigi
saptanabilir. Bu bilgiler, ileride B. tabaci’de neonikotinoid
dayanikliligindan  sorumlu olabilecek nAChR alt
birimlerindeki bir mutasyonun belirlenmesinde ve gen
ekspresyonu calismalarinda yararli olacaktir.
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