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Oz: Antalya ilinde fasulye serasindan Mayis 2003’de toplanmis olan Tetranychus urticae Koch’nin BES
populasyonuna amitraz ilaci ilaglama kulesi—petri kabi yontemi ile uygulanarak LC degerleri belirlenmistir. BES
populasyonu amitraz ile her seleksiyon popllasyonu igin belirlenen LCs degerleriyle 15 kez seleksiyon
yapilmistir. Elde edilen direngli popilasyon AMT 15 olarak isimlendiriimistir. LCso degerlerine goére, 15
seleksiyon sonrasinda bu populasyonun hassas (GSS) populasyona goére direng orani 32.02 kat olarak
bulunmustur. Direngli AMT 15 populasyonuna 3 farkh sinerjist, piperonyl butoxide (PBO), triphenyl phosphate
(TPP) veya S-benzyl-O,0-diisopropyl phosphorothioate (IBP) + amitraz uygulanmistir. Amitraz ile en yiksek
sinerjistik etkiyi PBO gostermistir. Digerlerinin sinerjistik etkisi sinirli kalmistir. AMT 15 populasyonunun diger
bazi ilaglara ¢oklu direng gelistirip gelistirmedigi de incelenmistir. AMT popllasyonunda en yiiksek ¢oklu direng
orani abamectin (8.38 kat) ve propargite (6.37 kat)'e karsi belirlenmistir. AMT 15 popullasyonunda yalnizca
bifenthrin’e kars hassasiyet belirlenmistir. Resiprokal ¢aprazlama galismalarinda AMT 15 populasyonun direng
kalitiminin eksik dominant karakterli oldugu belirlenmistir. Mikroplate reader ile yapilan kinetik okumalarda AMT
15 popllasyonun da selekte edildikleri BES poptlasyonuna gére esteraz (2.19 kat), glutation S—transferase
(GST) (1.07 kat) ve sitokrom P450 monooksigenaz (P450) (29.24 kat) enzim aktivitelerinde énemli miktarda
artis belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Tetranychus urticae, amitraz, ¢oklu direng, sinerjist, direng kalitimi, detoksifikasyon

Mechanisms of Multiple Resistance, Inheritance, Synergism and
Detoxification in Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae)
Resistant to Amitraz

Abstract: The LC values of Tetranychus urticae Koch BES populations collected from Antalya province in
bean greenhouse on May 2003 were determined using by spray tower — petri dish method. The BES population
was selected 15 times with amitraz by LCg values determined for each selected population. The resistant
population was named as AMT 15. The resistance rate of this population after 15 selections was found 32.02
fold compared to the susceptible (GSS) population according to their LCs, values. Different synergists, piperonyl
butoxide (PBO), triphenyl phosphate (TPP) and S-benzyl-O,0-diisopropyl phosphorothioate (IBP) + amitraz
were applied to the AMT 15 resistant populations. PBO presented the highest synergistic effect with amitraz in
AMT 15 population. The synergistic effects of the other synergists remained limited. Whether multi-resistance
developed against some pesticides in the resistant AMT 15 population investigated. The highest multi-
resistance rate in AMT population was found against abamectin (8.34 fold) and propargite (6.37 fold). The only
susceptibility in AMT 15 population was determined to bifentrin. The reciprocal crossing investigations revealed
the resistance inheritance as incompletely dominant. The kinetic readings with microplate reader pointed
significant increases in esterase (2.19 fold), gluthation — S — transferase (GST) (1.07 fold) and cytochrome P450
monooxygenase (P450) (29.24 fold), enzyme activities in AMT 15 population compared to the parental
populations.
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Giris

Tetranychus urticae Koch. (Acari:Tetranychidae)
endustri  bitkilerinde, sus bitkilerinde, meyve
bahcelerinde, tarla ve Ortualti sebze Uretim
alanlarinda drin kaybina neden olan 6nemli bir

zararhdir. T. urticae ortu alti sebze alanlarinda yil
boyunca uygun yasama ortami bulmasindan dolayi
yuksek yogunluga ulasarak énemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir.

*Bu arastirma TUBITAK—TOVAG tarafindan desteklenen 1050179 nolu projenin bir bélumudur.
! Siileyman Demirel Univ. Ziraat Fak. Bitki Koruma Bolimi-Isparta



AY, R. ve F. B. KARA, “Amitraz’a direngli Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae)'de ¢oklu direng, kalitim, 149

sinerjizm ve detoksifikasyon mekanizmalari”

T. urticae’ nin savasiminda uygulamasinin kolay
olmasi, kisa surede etki gostermesi ve cogu zaman tir
teshisine ihtiyag duyulmamasi nedeniyle kimyasal
savasim tercih edilmektedir (Ay ve ark. 2005). Ancak
surekli ve yogun ilag kullanimi ¢evre kirlenmesi, dogal
dengenin bozulmasi ve zararlilarin kisa sirede direng
gelistirmesi gibi birgok probleme neden olmaktadir.
Tetranychus urticae’nin savagimindaki en buylk
problemlerden birisi de birgok akarisite karsi kisa
surede direng gelistirebilmesidir.

Amitraz kontakt ve solunum yollan etkili akarisit
ve insektisit olup, Ulkemizde kirmiziérimcek ve bazi
sebze zararlilarina kargi 1981 yilinda ruhsatlandinimis
olup, 1988 vyilindan bu vyana birgok Uriinde
kirmiziérimcek kontroliinde kullaniimaktadir
(Anonymous 2002). Yapilan bir ¢gok arastirmada akar
turlerinin amitraz’a karsi direng gelistirdigi belirlenmigtir
(Ay 2006, Kumral ve Kovanci 2007, Li ve ark. 2004,
Fergusson-Kolmes ve ark. 1991, Van Leeuwen ve ark.
2005, Jonsson ve Hope 2007)

insektisitlerin yaygin ve bilingsiz kullanimi sonucu
zararlilarda davranissal, morfolojik, fizyolojik, c¢oklu
direng ve ¢apraz direng olmak Uzere 5 tip direng
goOrulmektedir. Bunlardan kirlmasi en zor olan
fizyolojik direng, zararlinin fizyolojik faaliyetleri sonucu
biyokimyasal yollarla meydana getirdikleri direng
seklidir (Onciier 2004). Fizyolojik direncin olugmasinda
bdcek bunyesinde bulunan esteraz, GST, P450 ve
asetilkolinesteraz enzimlerinin etkili olduklari
bilinmektedir. Direncin nedenlerinin belirlenmesinde,
insektisitlerin etki mekanizmalarinin bilinmesi
gerekmektedir.

Kimyasallara karsi diren¢ gelistirmis zararlilarda
yogun ilag kullanimi, maliyeti arttirarak ekonomik
yonde ciftgiyi olumsuz etkilemekte ve c¢evre kirliligine
sebep olmaktadir. Direng mekanizmalarinin bilinmesi
capraz diren¢ olusumunu belirlemeye yardim etmekte
ve alternatif insektisitlerin segimini kolaylastirmaktadir.
Direncin belirlenmesindeki en 6nemli amag, en az
dizeyde dayanikhligJa sebep olan insektisitlerin
belirlenerek, ureticiye tavsiye edilebilmesini
saglamaktir. Bu calismada amitraz direngli T. urtica’
nin BES popllasyonunda diger baz pestislere direng
gelistirip gelistirmedigi, direng kalitim tipi ve direng
mekanizmasi belirlenmisgtir. Ayrica direncli
populasyonda amitraz direnci ile bazi sinerjislerle
iliskisi incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Calismanin  ana  materyalini  iki  noktali
kirmiziériimcek, Tetranychus urticae Koch’'un BES ve
Rothamstad Experimental Station (ingiltere) den
saglanan standart hassas (German Susceptible

Starins, GSS) popiilasyonu, amitraz (kortraz) 200 g/l
ilaci  ve sinergistler piperonyl butoxide (PBO), S-
Benzyl-O,0-diisopropyl phosphorothioate (IBP) ve
triphenyl phosphate (TPP) olusturmaktadir. TTP ve
IBP esteraz enzimlerinin inhibitoéridir (Kang ve ark.
2006, Wang ve Wu 2007). PBO ise esteraz ve
monooxygenaz enzim grubu igerisinde yer alan P 450
ve esteraz inhibitoridir (Young ve ark. 2005, Van
Leeuwen ve Tirry 2007).

Calismanin ana materyalini olusturan BES
populasyonu Antalya ili Kumluca ilgesi Begikgi koyu
fasllye serasindan Mayis 2003'de toplanmigtir.
Toplanan poptulasyonlar Mart 2006’ya kadar herhangi
bir ilag uygulamadan vyetigtirilmistir. T. urticae’ nin
hassas popilasyonu (German Susceptible Strains,
GSS) Rothamstad Experimental Station (ingiltere) den
1998'de getirtiimis ve laboratuarda uretimi devam
ettiriimektedir. Bu populasyona 1965 yilindan itibaren
herhangi bir ila¢ uygulamasi yapiimamistir.

T. urticae populasyonlarinin  laboratuvarda
uretilmesinde konukgu bitki olarak barbunya fastlyesi
kullanmimistir.

Denemeler LC  degerlerinin belirlenmesi,
seleksiyon calismalari, c¢oklu direnc c¢alismalari,
sinerjist + pestisit calismalari ve direncin kalitiminin
belirlendigi biyoassay calismalari ile direngle iligkili
esteraz, glutation S-transferaz (GST) ve cytochrome
P450 monooksijenaz (P450) enzim aktivitelerinin
belirlendigi biyokimyasal g¢alismalar olmak Uzere iki
ayri béliumden olusmustur.

1. Biyoassay ¢alismalar

Pestisit konsantrasyonlarinin hazirlanmasi:
Pestisit konsantrasyonlari saf su ile seyreltilerek
hazirlanmisgtir.  Konsantrasyonlar hazirlanirken 6n
calismalar yapilmistir. Bu 6n ¢alismalarda 6ncelikle %
90’dan fazla 6lim saglayan bir doz belirlenmistir. Daha
sonra bu soliisyondan hazirlanan her doz bir dnceki
dozun yarisi olacak sekilde seyreltilerek hazirlanmigtir.

Bu sekilde hazirlanan c¢oézeltilerde yapilan tim
seyreltmelerde ve kontrolde saf su kullaniimistir.
Pestisit uygulanmasi: Pestisitlerin  uygu-

lanmasinda Kabir ve Chapman (1997) ve Ay
(2005)'den alinan ilaglama kulesi — petri kabi yontemi
uyarlanarak kullaniimistir. Pestisit konsantrasyonlari
hazirlandiktan sonra ilaglama kulesinde 6 cm
capindaki plastik petrinin alt ve Ust kapagina 1 ml
olmak Ulzere toplam 2 ml ilagh sivi puskurtilmuastur.
Kontrole sadece saf su uygulanmistir. ilaglama kulesi 1
bar basingta galistirimigtir. Uygulama yapilan petriler
yaklasikk 1 saat kurumaya birakilmistir. Petri
kaplarindan akarlarin  kagmasini  6nlemek igin
alt tarafin cevresine pencere bandi yapistiriimis ve
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bdylece petri kaplarinin iyi bir sekilde kapanmasi
saglanmistir. Uygulama yapilan petrilerin her birine bir
firca yardimi ile 25 - 35 adet disi birey aktarniimis ve
kapagi iyice kapatiimisgtir. Daha sonra bu petriler 26+2
°C sicaklikta yaklasik %50 - 55 orantili nem, 16 saat
Isikk ve 8 saat karanlik kosullara sahip odaya
birakilmigtir. Oli ve canli bireylerin sayimi 24 saat
sonra steromikroskop altinda yapilmistir.
Popilasyonlarin LC degerlerinin belirlenmesi igin 7 doz
+ 1 kontrol kullanilmistir. Her doz 3 tekerriirden
olusmaktadir. T. urticae popllasyonlarinin 24 saat
sonra belirlenen 6lum verilerinden yararlanilarak POLO
bilgisayar paket programinda (LeOra Software, 1994)
LCso0, LCso Ve LCqyo degerleri belirlenmistir. Denemede
kullanilan butin popilasyonlar igin LCsp ve LCg
degderlerinin standart hassas poptulasyona ait LCso ve
LCo degerine oranlanmasi ile her pestisit igin
populasyonlarin direng oranlari elde edilmistir.

Seleksiyon c¢alismalari: Popllasyonlarin LC
degerleri belirlendikten sonra LCgo degerlerini iceren
amitraz konsantrasyonu hazirlanmistir. Hazirlanan
konsantrasyon 10-12 petriye uygulanmistir. Uygulama
yapilan her bir petriye 40-50 ergin disi birey aktariimig
ve 24 saat sonra canli kalan bireyler uygulama
yapilmamis barbunya fasulyesi yapraklarina
aktarilarak dremeye birakilmistir. Bu islem birkac¢ defa
tekrarlanarak populasyonun hizli bir sekilde artmasi
saglanmistir.  Populasyon vyeterli birey sayisina
ulasinca tekrar LC degerleri belirlenmis ve bu
popllasyonlara da kendi LCeo degeri uygulanarak
seleksiyon c¢alismalarina devam edilmistir (Yang ve
ark. 2002).

Coklu direng calismalar: Seleksiyon
calismalari ile amitraz’a diren¢ kazandiriimis
populasyonun segilen 6 pestisite karsi c¢oklu direng
gelistirip gelistirmedigi incelenmistir. Bu amagla 6nce
bu pestisitlere karsi direngli popUllasyonlarin ve hassas
populasyonun LCso degerleri belirlenmistir. Denemeler
7 doz +1 kontrol deseninde Ulger tekkerrirli olarak
yurGtalmastir. Herbir petriye 25-35 ergin disi birey
aktaniimistir.  Direngli  populasyonlarinin  LCsg'lerinin
hassas populasyonun LCsq’ sine oranlanmasiyla ¢oklu
direng oranlari bulunmustur.

Sinerjist + Pestisit c¢alismalari: Direng
kazandirilan ve hassas popllasyon (GSS)da baz
sinerjistlerin  amitraz  lzerine etkisi incelenmistir.
Sinerjistlerin uygulanmasinda Kim ve ark. (2004) den
alinan metot degistirilerek uygulanmistir.  Sinerjist
calismalarinda piperonyl butoxide (PBO), S-Benzyl-
O,0O-diisopropyl phosphorothioate (IBP) ve triphenyl
phosphate (TPP) kullanilmigtir. Sinerjistler; PBO 125
pil, 1IBP 100 i/l ve TPP 62.5 mg/l dozlarinda
hazirlanmigtir. Sinerjistler 1:1 oraninda aseton: saf su
icerisinde ¢ozllmdistir. Hazirlanan sinerjist ¢ozeltileri
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ilaglama kulesinde 6 cm ¢apindaki plastik petrinin alt ve
ust kapagina 1 ml olmak Uzere toplam 2 ml olarak
puskurtilmustar. Petriler 1 saat kurumaya birakildiktan
sonra hazirlanan 7 farkh pestisit konsantrasyonu
petrilerin  tabanina ve kapagdina uygulanmistir.
Kontrolde sadece sinerjist kullaniimigtir. Petrilere 25-35
adet disi birey aktariimigtir. Denemeler Uger tekkerrtrll
olarak yurGtilmuastur. T. urticae populasyonlarinin 24
saat sonra belirlenen 6lum verilerinden yararlanilarak
POLO bilgisayar paket programinda LCso degerleri
belirlenmistir (LeOra Software 1994). Sinerjistik etki
orani= Sinerjistsiz LCso / Sinerjistli LCso formili ile
hesaplanmistir (Kim ve ark. 2004).

Diren¢ kahtim c¢alismalarn: Direncin dollere
aktarimini ve geriye donUsimuini belirlemek igin
direngli ve hassas popllasyonlar arasinda resiprokal
caprazlamalar yapimistir. Calisma icin Oncelikle
hassas ve direngli popdlasyonlarin pestisitlere karsi
duyarliliklar belirlenmistir. Daha sonra 9 cm c¢apindaki
petrilerin tabanina  pamuk konmus ve islatiimigtir.
Tabani pamukla kapli petrilere temiz barbunya fasulyesi
yapragi alt ylzeyi yukari gelecek sekilde konmustur.
Direngli popllasyonda resiprokal ¢aprazlamalar igin 20
adet petri hazirlanmigtir. Her bir petrideki yapragin
Uzerine direngli populasyondan 20 adet deutonimf disi
birey ve hassas populasyondan 30 adet ergin erkek
birey aktarilmistir. Ayrica direncli populasyondan erkek
birey ve hassas popllasyondan disi birey aktarilarak
islemin tam tersi yapilmistir. Bu surecte diploid digiler
haploid erkekler tarafindan doéllenmistir. 5 giin sonra
yapraklar Uzerindeki ergin bireyler uzaklastiriimis ve
disi bireylerin birakmis olduklari yumurtalar agildiktan
sonra yeni nimfler saksilardaki barbunya fasulyesi
bitkileri Gzerine aktarilmistir. Bu sekilde F1 ddlleri elde
edilmigtir. Bireyler ergin oldugunda LCsy degerleri
belirlenmis ve hassas popllasyonun LCsy degeri ile
karsilastirimistir (Van Leeuwen ve ark. 2004). Her iki
caprazlamadan sonra F1 disilerinde direncin kalitimi;
D= (2X2-X1-X3) / (X1-X3) formiliu ile hesaplanmigtir
(Stone 1968 e atfen Sato ve ark. 2004). X;= Direngli
irkin LCso degerinin logio’ u, X>= F1 digilerinin LCso
degerinin logio’ u, X3z= Hassas irkin LCso degerinin
logio’ u, ifade etmektedir. Baskinlik derecesi -1 ile +1
arasinda deg@ismektedir. -1<D>0: eksik ¢ekinik karakter,
0: Baskinlik yok (nétr), 0<D>+1: eksik dominant
karakter anlamina gelmektedir.

2. Biyokimyasal ¢alismalar

Microplate assay ile toplam esteraz, GST ve
P450 enzim aktiviteleri belirlenmistir.

Toplam esteraz enzimi aktivitesinin
incelenmesi: Kinetik esteraz aktivitesinin
belilenmesinde a — naphtyl acetate kullanilarak 96
hiicreli diz tabanli mikroplakada Stumpf ve Nauen,
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(2002) in gelistirdikleri yontem kullaniimistir. 20 adet
ergin disi %0.1 Triton X-100 igeren 100 pl sodyum
fosfat buffer (0.1M, pH 7.5) icinde eppendorf tiiplerde
ezilmistir. Bu homojenat 10000 g ve +4 °C’ da 5 dakika
santrifij edildikten sonra 10 kez seyreltilerek
supernatant enzim kaynagdi olarak kullaniimistir.
Supernatant ve 0.2 M fosfat buffer (pH 6)’ dan 25’ er pl
mikroplakanin hcrelerine konulmustur. Calisma 200
pl substrat solisyonunun eklenmesiyle baslatiimigtir.
Substrat soliisyonu 30 mg Fast blue RR tuzunun 50 ml
0.2 M sodyum fosfat buffer da c¢ozilmesi ve bu
karisima 500 pl 100 Mm a — naphtyl acetate’ In
ilavesiyle elde edilmistir. Enzim aktivitesi 25 ° C ve 450
nm’ de 10 dakika slireyle okunmustur. Kontrol hiicreleri
ise homojenatsiz olarak okunmustur.

GST enzimi aktivitesinin incelenmesi: T.
urticae poptlasyonlarinda GST enziminin kinetik olarak
belirlenmesinde Stumpf ve Nauen, (2002) in
gelistirdikleri ydntem kullanilmistir. 30 ergin disi 300 pl
Tris HCL buffer (0.05M, pH 7.5) icinde eppendorf
tuplerde ezilmistir. 100 pl supernatant 10000g ve +4
°C’ da 5 dakika santrifiij edilmistir. 100 pl supernatant,
100 pl 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) ve 100 ul
reduced glutathione (GSH) olusan toplam hacim
mikroplate hiicrelerine konulmustur. CDNB % 0.1 (v/v)
ethanolde hazirlanmistir ve final konsantrasyonda 0.4
mM CDNB bulunmaktadir. Redused glutation (GSH)
Tris HCL buffer de hazilanmistir ve final
konsantrasyonda 4 mM GSH bulunmaktadir. Kontrol
hiicrelerinde ise sadece CDNB ve GSH homojenatsiz
okunmustur. Absorvanstaki degisim 340 nm de 25 °C
de 5 dk’ da okunarak belirlenmistir.

Monooksijenaz enzimi aktivitesinin
incelenmesi: Sitokrom P450 monooksigenaz (P450)
enziminin  belirlenmesinde  substrat  olarak  p-
nitroanisole O- demethylation (PNOD) kullaniimistir.
Bu enzimin belirlenmesinde Rose ve ark. (1995)
uyarlanarak  kullanilmistir.  P450  aktivitesi icin
populasyondan yaklasik 50 adet kirmiziérimcek disisi
eppendorf tlpe alinarak 200 pl homojenizasyon
bufferda (0.05 M Tris-HCI + %1.15 KCI + 1mM EDTA
pH (7.7)) ezilerek +4 °C’de 10000 g’de 20 dk santrifij
edilmistir. Santriflj sonrasi stupernatant enzim kaynagi
olarak kullaniimigtir. PNOD (p-nitroanisole) denemesi
icin mikroplatenin her kuyucuguna 90 pupL enzim
kaynagi + 100 uL 2mM p-nitroanisole eklenerek
karisim 30 °C’de 3 dk inkiibe edilmigtir. Reaksiyon 10
pL 9.6 mM NADPH eklenerek baslatimistir. Enzim
aktivitesi 405 nm’de 30 °C’de 15 dk 34 sn araliklarla
okunmustur.

Her U¢ enzimin aktiviteside Bradford (1976)a
gore bovine serum albumin (BSA) kullanilarak

mOD/min/mg protein olarak hesaplanmistir. Elde
edilen mOD/min/mg protein degerleri SAS (1999)
programinda GLM (General Linear Model) prosediri
kullanilarak analiz edilmistir. Ortalamalar arasindaki
fark Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmigtir.

Arasgtirma Bulgulan
1. Biyoassay ¢alismalari

Seleksiyon sonuglari: Amitraz ile T. urticae’nin
BES popllasyonu 15 kez seleksiyon yapilmistir
(Cizelge 1). BES poptlasyonun 15 seleksiyon sonunda
amitraz’'in LCso degeri 1068.51’den 2378.27 pul/100 ml
suya yukselmigtir. Amitraz direng orani ise 14.39
kattan 32.02 kata yukselmigtir. Amitraz ile seleksiyon
yapilarak direngli hale getirilen direngli populasyona
AMT 15 ismi verilmigtir.

Coklu direng: AMT 15 populasyonunda en
yuksek coklu direng abamectin’ e (8.38 kat) karsi
belirlenmistir. Abamectini 6.37 kat ile propargite, 3.53
kat ile chlorpyriphos, 3.43 kat ile clofentezine, 1.91 ile
fenpyroximate takip etmistir. Buna karsin bifenthrin’e
hassasiyet olustugu belirlenmistir (Cizelge 2).

Sinerjist + amitraz sonuglari: Direng
kazandirilan AMT 15 ve hassas GSS populasyonunda
PBO, IBP ve TPP sinerjistlerinin amitraz ile birlikte
sinerjistik etkileri incelenmistir.

AMT 15 popllasyonuna amitraz ve PBO, IBP,
TPP sinerjistleriyle yapilan uygulama sonucu PBO en
yuksek sinerjistik etkiyi (1.47 kat) gOstermistir. Diger
sinergistlerin etkisi ise sinirli kalmistir. Calismada GSS
populasyonunda elde edilen sonuglara gore en yiiksek
sinerjistik etkinin IBP (1.64 kat) uygulamasi sonucu
elde edilmistir. IBP sinerjistini TPP 1.27 kat ile takip
etmigstir. PBO sinerijisti ise sinerjistik etki gdéstermemistir
(Cizelge 3).

Diren¢ kalitim caligmalari: GSS ve AMT 15
populasyonlarinin resiprokal c¢aprazlamalari sonucu
elde edilen veriler Cizelge 4’ de verilmigtir. Her iki
caprazlama sonucuda 0<D>1 arasinda oldugu igin
amitraz direng kalitminin eksik dominant karekterli
oldugu belirlenmistir.

2. Biyokimyasal Caligmalar
Biyokimyasal analizler sirasinda BES

populasyonunun toplam esteraz, GST ve P450 enzim
aktiviteleri microplate yontemiyle belirlenmistir.
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Cizelge 1. BES popllasyonun ve seleksiyon popilasyonlarinin amitraz’a karsi belirlenmis LC degerleri ve direng oranlari
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. . . LCso (ul/100ml) L Ceo(ul/100ml) LCgo (ul/100mI) LCq LCq
Popiilasyon n Egimise 0.95 giiven araligi 0.95 giiven araligi 0.95 giiven araligi RR RR
Bes 744 1.19+0.13 1068.51 1741.30 12637.31 14.39 20.49
626.42- 1640.23 1110.06-2737.01 6864.76-36053.20
Seleksiyon 1 734 1.02+0.10 1537.24 2718.51 27489.28 20.70 4457
1175.15-2055.36 2034.72-3881.46 15544.20-62244.65
Seleksiyon 2 724 1.04+0.10 1682.12 2364.643 28065.91 22.65 4551
1308.16-2225.10 1857.48-3145.13 16125.80-61526.97
Seleksiyon 3 724 1.00+0.10 1753.91 3126.206 32638.779 23.62 52.92
1333.99-2361.90 2324.32-4513.13 18145.61-76206.50
Seleksiyon 4 633 1.00+0.10 1801.96 3211.85 33532.99 24.26 54.37
1370.54-2426.61 2388.01-4636.77 18642.75-78294.34
Seleksiyon 5 528 0.92+0.10 1870.09 3519.59 45820.807 25.18 74.29
1375.54-2653.80 2496.09-5531.89 22456.43-136066.83
Seleksiyon 6 724 1.16+0.11 1814.56 2992.84 22805.49 24.43 36.97
1401.71-2394.09 2372.99-3932.19 13675.038-47393.868
Seleksiyon 7 719 1.99+0.11 1806.96 3250.19 35209.81 24.33 57.09
986.77-3325.89 1857.18-7056.57 13407.38-269498.11
Seleksiyon 8 713 1.34+0.12 2125.19 3283.211 19184.44 28.61 31.10
1681.11-2699.60 2588.95-4309.65 12730.86-33746.47
Seleksiyon 9 719 1.33+0.13 2218.35 3430.35 20120.58 29.87 32.62
1707.94-2851.15 2671.55-4519.61 13276.70-36251.40
Seleksiyon 10 720 1.43+0.13 1891.68 2839.50 14761.59 25.47 23.93
1156.01-2903.08 1841.40-4979.67 8133.41-43626.57
Seleksiyon 11 721 1.49+0.12 1800.48 2657.35 12899.51 24.24 20.91
1239.98-2591.24 2182.04-3296.98 7539.28-31654.94
Seleksiyon 12 721 1.68+0.15 1912.47 2701.87 10982.92 25.75 17.72
1171.80-2887.22 1767.34-4266.10 6391.07-30492.59
Seleksiyon 13 720 1.5940.12 1876.54 2708.40 12007.50 25.26 19.47
1169.56-2981.33 1749.59-4647.73 6465.72-39088.49
Seleksiyon 14 720 1.51+0.12 2128.70 3127.01 14892.28 28.66 24.14
1377.14-3250.93 2086.18-5107.95 8207.21-43840.78
AMT 15 720 1.67+0.13 2378.27 3372.90 13926.63 32.02 22.58
1672.23-3356.63 2417.26-4982.79 8529.159-31308.917
GSS (hassas) 655 1.39+0.14 74.26 616.71 - -
43.35-121.44 307.60 - 2588.46

n*: denemede kullanilan birey sayisi, ** Direng orani= Tarla populasyonu LCs, veya LCqo/ Hassas popllasyon LCsoveya LCqo

Cizelge 2. Amitraz’a direngli AMT 15 popiilasyonun diger pestisitlere karsi gosterdigi LCso deg@erleri ve direng oranlari

Pestisit Popiilasyon n* Egim t se LCso (uI/100ml) 0.95 giiven aralign LCsodireng orani**
2.59 -
GSS 720 1.77+0.13 2.13-3.08
Chlorpyriphos 9.16 353
AMT 15 720 1.16£0.10 6.54-12.45 )
1.10 B
GSS 721 1.09+0.09 0.86-1.40
Abamectin 9.25 8.38
AMT 15 720 1.33+0.10 6.95-12.25 '
2.86 -
GSS 716 1.38+0.10 2.32-3.47
Clofentezine 9.83 3.43
AMT 15 720 1.13£0.11 7.80-12.23 ’
6.61 -
GSS 720 1.34+0.10 5.42-7.98
Fenpyroximate 12.70 1.01
AMT 15 720 1.175£0.10 10.13-15.85 )
12.75 -
GSS 724 1.21+0.10 10.17-15.82
Propargite 81.30 6.37
AMT 15 720 1.62+0.12 60.678-107.981
54.53 -
GSS 527 1.49+0.15 34.03 — 85.54
Bifenthrin 15.45 n
AMT 15 720 1.228+0.103 12.36 -19.14

n*: denemede kullanilan birey sayisi
** Direng orani= Tarla popilasyonu LCs, / Hassas poptlasyon LCsq
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Cizelge 3. Amitraz’'e direncli AMT 15 popilasyonunda amitraz ve amitraz +sinerjist'lerin LCso degerleri ve sinerjist etki oranlari

ilag n Egim + se LCso (u1/100ml) 0.95 giiven aralign LCoo (I 10::2:39‘:'95 guven SR’
AMT 15
Amitraz 720 1.67+.0.13 2378.27 13926.63 —
(sinerjistsiz) 1672.23-3356.63 8529.15-31308.91
Amitraz +PBO 720 1.11+.0.10 1612.90 22580.804 1.47
1163.38-2226.56 12714.32-54620.85
Amitraz +IBP 720 1.38+.0.11 2136.34 18112.67 111
1610.34-2858.77 11249.80-36639.71
Amitraz +TPP 720 1.32+.0.11 2093.37 19420.67 1.13
1679.07-2606.19 13346.09-32093.92
GSS
Amitraz 724 1.50+0.11 30.03 212.66 —
(sinerjistsiz) 24.63 - 36.20 160.26 — 304.95
Amitraz +PBO 721 1.74+0.13 30.08 162.75 —
24.79 - 36.00 126.700 — 223.45
Amitraz +IBP 719 1.37+0.11 18.24 156.69 1.64
14.25 -22.73 115.52 - 231.94
Amitraz +TPP 720 1.43+0.11 23.52 184.50 1.27
18.98 — 28.71 136.63 — 271.71
*Sinerjist etki orani(SR)= amitraz (sinerjistsiz) LCso/ amitraz + sinerjist LCso
Cizelge 4. GSS, AMT 15, F1 popllasyonlarini amitraz’a karsi belirlenmis LC degerleri ve direng oranlari
. . LCso (nI/100ml) 0.95 giiven LCgo (pI/100ml) 0.95 giiven LC50
Popiilasyon n Egim % se - D
arahgi aralig RR
AMT 15 720 1.67+0.13 2378.27 13926.63 79.18 -
1672.23-3356.63 8529.15-31308.91
F, (AMT 15 2 X GSS 720 1.4510.11 1024.032 7763.230 13.78 0,64
3) 747.397-1366.145 5067.035-14552.749
F1 (GSS @ X AMT 15 723 1.42 +0.11 1092.38 8728.523 14.71 0.61
3) 877.21-1338.63 6422.660-12984.692
GSS (hassas) 724 1.50+0.11 30.03 212.66 - -
24.63 - 36.20 160.26 — 304.95

n": denemede kullanilan birey sayisi

".Direng orani = Direngli populasyonu LCso, / Hassas populasyonun LCso,

“"Dominantlik derecesi

Toplam esteraz, GST ve P450 enzimlerinin
aktivitelerinin incelenmesi: GSS, BES ve AMT 15
populasyonlarinda toplam esteraz, GST ve P450
enzimlerinin aktivitelerine ait sonuclar Cizelge 5’de
verilmistir. Her U¢ enzimin aktivitesi de amitraz direngli
AMT 15 popllasyonunda baslangic popllasyonu
BES'e gore istatistiksel olarak Onemli miktarda
artmistir. Her ¢ enzimin de aktivitesi baslangic ve
hassas popllasyonda istatistiksel olarak ayni olmustur
(P>0.05). AMT 15 populasyonunda en fazla artan
enzim aktivitesi P450 enziminde olmustur. AMT 15
populasyonunda hassas popllasyon GSS'ye gére
29.24 kat P450 enzim aktivitesi belirlenmistir.

Tartisma

Etkili bir direng ydnetim programi igin zararlilarin
pestisitlere diren¢ gelistirip gelistirmeyecegi, diren¢
belileme yontemlerine, direng gelisminin erken
belirlenmesine ve direng mekanizmalarinin bilinmesine
baghdir (Vontas ve ark. 2000). Esteraz, GST ve P 450
enzimleri bir gok pretroid ve organik fosforlu insektisitin
detoksifikasyonunda rol oynamaktadir (Wheelock ve
ark. 2005; Konanz ve Nauen 2004). Bu calismada
amitraz karsi T. urticae’nin popllasyonunda direng
gelisimi, diren¢ kalitimi, amitraz’in baz sinerjistler ile
etkilesimi ve bazi enzimlerin bu pestisitlerin
detoksifikasyonunda rol oynayip oynamadigi
incelenmigtir.
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Cizelge 5. GSS, BES ve AMT 15 popiilasyonlarinin esteraz, GST ve P450 enzimlerinin aktiviteleri®

Enzime Popiilasyon n® Enzim aktivitesi (+SE) R/S®
mOD/min/mg proteins

Esterase GSS 5 10.35 (#0.82) b 1.00

BES 4 12.65 (+0.82) b 1.22

AMT 15 3 22.75 (¢0.95) a 2.19

GST GSS 5 13.73(x0.32) ab 1.00

BES 5 13.58 6 (+0.32) b 0.99

AMT 15 5 14.67 (+0.32) a 1.07

P450 GSS 4 0.00157 (+0.004) b 1.00

BES 2 3 0.00195 (+0.005) b 1.24

AMT 15 4 0.04590 (+0.004) a 29.24

& enzim aktivitelirini gésteren rakamlarin yanindaki harfler her enzim grubunun kendi iginde gegerlidir (P<0.05).

n tekerrlr sayisi

°R/S: direngli popiilasyonun enzim aktivitesi/ hassas popiilasyonun enzim aktivitesi

T. urticae’nin AMT 15 adi verilen popllasyonu,
BES popilasyonun amitraz ile seleksiyonu sonucu
elde edilmigtir. AMT 15 popUllasyonun diren¢ orani
GSS'’ ye gore 32.02 kat olarak belirlenmistir. Ay (2005),
Antalya’ daki seralardan topladigi 6 T. urticae
populasyonu Uzerinde yaptigi duyarlilik ¢alismasinda
amitraz’ a karsi 1.15 kat ile 34.09 kat arasinda
duyarhlik kaybi belirlemistir. AMT 15 popilasyonunda
uygulanan 6 kimyasal arasinda, en fazla 8.38 kat
direng orani ile abamectin’e ikinci sirada ise 6.37 kat
ile propargite karsi c¢oklu diren¢ belirlenmigtir. Ay
(2006) BES populasyonu 2003 yilinda laboratuvara ilk
getirdiginde abamectine 1.71 kat, propargite ise 1.56
kat direngli olugunu rapor etmistir. Chlorpyriphos,
clofentezine ve fenpyroximate’e ise disik oranda
¢oklu direng bulunmustur. Bu sonuglara gére daha
Once amitraz uygulamasi yapilmis Bifenthrin’e ise
hassasiyet olustugu saptanmistir. Van Leeuwen ve
ark. (2004) yaptiklari galismada amitraz kullanilan
alanlarda chlorfenapyr kullaniminin  direng  riski
tasidigini bildirmislerdir. Bu sonuglara gére daha once
amitraz uygulamasi yapilmis alanlarda bifenthrin etkili
maddesi iceren ilaglar kullanilabilir. Bifenthrin’ e karsi
olusan duyarlilik daha az pestisit kullanilmasina olanak
saglayacaktir. AMT 15 popilasyonunda yapilan
resiprokal ¢caprazlama sonucu elde edilen verilere gére
GSS & x AMT 15 Q@ ve GSS @ x AMT 15 &
bireylerinden elde edilen F; populasyonlarinin D
degerleri sirasiyla 0,64 ve 0.61 olarak bulunmustur. Bu
sonuglar direncin cinsiyete bagli olmadan eksik
dominant karakterli tasindigini gostermektedir. Amitraz
direncinin  Panonychus citri (McGregor)da eksik
dominant karakterli oldugu belirtilmistir (Inoue 1984). Li
ve ark. (2005) ise amitraz direncinin Boophilus
microplus (Canestrini), eksik ¢ekinik genle tagindigini
bildirmiglerdir. Jonsson ve Hope (2007) ise amitraz
direng kalitim karekterinin B. microplus’da belirsiz
oldugunu rapor etmistir. Van Leeuwen ve ark. (2006),
T. urticae’nin bifenazete direngli erkek ve hassas
disileri  caprazladiklarinda  bifenzate  direncinin
dominant karekterli, buna karsin hasas erkek ve

direngli digileri ¢aprazladiklarinda g¢ekinik karekterli
oldugunu bildirmiglerdir. Mikroplate readerla yapilan
enzim okumalarinda da en az esteraz enzimi aktivitesi

10.35 mOD/min/mg ile GSS popllasyonunda
gorulirken  AMT 15  populasyonunda 22,74
mOD/min/mg ile en yiksek enzim aktivitesi

belirlenmistir. AMT 15 populasyonunda hassas GSS
ve baslangi¢c popllasyon BES popilasyonuna goére
GST enzimi akivitesinde 6énemli dlglide artis olmustur.
Ancak AMT popullasyonunda en fazla artis P450
enziminde  olmustur (29.25 kat). AMT 15
populasyonunda yapilan sinerjist uygulamalarinda en
yuksek sinerjistik etkinin PBO tarafindan yapildigi ve
IBP ve TPP sinerjistlerinin birbirlerine ¢ok yakin
sonuglar vererek vyaklasik ayni sinerjistik etkiyi
gOsterdigi belirlenmistir. GSS populasyonuna yapilan
sinerjist + amitraz uygulamasinda ise en ylksek etkinin
1,64 kat ile IBP tarafindan gergeklestirildigi
belirlenmistir. Bu sonuglarda amitraz direncinin her Gg¢
enzim tarafindan da belli oranda kontrol edildigini
ozellikle P450’inin amitraz direncinde etkili bir direng
mekanizmasi oldugunu géstermektedir. Amitrazin PBO
ile ylksek sinerjistik etki gdstermesi de bunu
desteklemektedir. Li ve ark. (2004) amitraz direngli ve
hassas Boophilus microplus popllasyonlari ile
yaptiklari calismada TPP ve PBO’nun amitraz ile
Onemli  derecede sinerjistik etki  gdsterdigini
bildirmiglerdir.  Jonsson ve Hope (2007) B.
microplus’da amitraz direng mekanizmasinin
bilinmedigini belirtmistir. Buna karsin T. urticae’de bir
cok akarisit direnci ile detoksifikasyon enzimleri
arasinda pozitif iliski oldugu ortaya konmustur. Kim ve
ark. (2004) T. urticae’de fenpyroximate direncinde
P450 ve esteraz enziminin rol oynadidini ve PBO’nun
fenpyroxymate ile ylksek derecede sinerjistik etki
gosterdigini bildirmiglerdir. Ayni arastiricilar IBP ve
TPP’nin fenpyroxymate direncli T. urticae’de sirasiyla
3.6 ve 4.4 kat sinerijistik etki gosterdigini fakat hassas
populasyonda sinergistik etki gdéstermedigini rapor
etmislerdir. Van Leeuwen ve Tirry (2007) T. urticae’de
bifentrin direncinde esteraz enziminin rol oynadigini
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bildirmistir. Van Pottelberge ve ark. (2009) T.
urticae’de spirodiclofen direncinde P450, esteraz ve
GST enzimlerinin rol oynadidini belirlemisglerdir.
Amitraz’in T. urticae’de kalitim tipi ve direng
mekanizmasi ile ilgili literatir bulunamamistir. Bu konu
ile ilgili veriler ilk defa sunulmaktadir.

Sonug olarak, kirmizidrimceklerin hangi pestisit
gruplarina karsi diren¢ kazandiklarini belirlemek igin
bu yéndeki calismalara devam edilmesi gerekmektedir.
Bdylece yuksek oranda diren¢ gelisimine neden olan
pestisit yerine etki mekanizmasi farkli pestisitler
alternatif olarak kullanilarak direng yénetim programlari
olusturulmalidir.
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