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Oz

iki noktali kirmizidriimcek Tetranychus urticae birgok iiriinde dnemli kayiplara neden olan polifag bir
zararhdir. Ulkemizde bu zararlimin kontroliinde kimyasal miicadele ilk sirada yer almaktadir. Diflovidazin etken
maddesi akarisit olup, ilkemizde yakin bir tarihte Avrupa kirmizidriimecegi Panonycus ulmi
(Acari:Tetranychidae)’ye karst elmada ruhsat almistir. Ancak elma bahgelerinde donemsel olarak Tetranychus
urticae zarari oldugu da bilinmektedir. Bu nedenle diflovidazinin Tetranychus urticae tizerindeki etkilerinin ne
oldugunun bilinmesi son derece onem tagimaktadir. Bu ¢aligmada diflovidazin etken maddesinin laboratuvar
kosullarinda seleksiyon baskist sonucunda T. urticae’de direng gelisimi ve direngle iliskili olabilecegi diigtiniilen
I1017F mutasyonunun molekiiler diizeyde belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla hassas T. urticae
popiilasyonunda diflovidazin tarla uygulama dozu ile bioassay denemeler kurularak LC degerleri belirlenmistir.
Belirlenen LCqy degerleri ile kirmizidriimcek popiilasyonu selekte edilerek direngli popiilasyon elde edilmeye
calistlmistir. Son seleksiyon popiilasyonunda PCR c¢aligmalar1 ile 11017F mutasyon varligt arastirilmustir.
Calisma sonucunda diflovidazin ile ii¢ kez selekte edilmis T. urticae popiilasyonunda 9,68 kat direng gelisimi
belirlenmistir. Ancak molekiiler ¢aligmalar sonucunda diflovidazin direngli popiilasyonda 11017F mutasyonu
bulunmamustir.
Anahtar Kelimeler: Tetranychus urticae, Diflovidazin, Direng, Mutasyon

Two spotted spider mites Diflovidazine Resistance and 11017F Mutation in
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae)

Abstract

Two spotted spider mites Tetranychus urticae is a polyphagous pest that causes significant losses in
many agricultural products. Chemical control takes the first place in the control of this pest species in Turkey.
The active ingredient of diflovidazine is an acaricide and has recently been licensed in apple orchards against the
European red spider mite, Panonycus ulmi (Acari: Tetranychidae) in Turkey. However, it is known that there is a
periodic damage to T. urticae in apple orchards. Therefore, knowing the effects of diflovidazine on T. urticae is
of utmost importance. In this study, it was aimed to determine the 11017F mutation which has been thought to be
associated with insecticide resistance in T. urticae as a result of the selection pressure of diflovidazine active
substance under laboratory conditions. For this purpose, in the susceptible T. urticae population, bioassay
experiments were established with diflovidazine field application dose and LC values were determined. Resistant
population was obtained by selection with the determination of LCg, values. In the last population, the presence
of 11017F mutation has been determined with the help of PCR studies. At the end of the study, 9.68-fold
resistance development was determined in T. urticae population that was selected three times with diflovidazine.
However, as a result of molecular studies, the 11017F mutation was not found in the diflovidazine resistant
population.
Keywords: Tetranychus urticae, Diflovidazine, Resistance, Mutation

Giris

Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), tarimsal iiretimde Onemli ekonomik
kayiplara yol agan fitofag bir akar tiirtidiir. iki noktali kirnmzoriimeek polifag bir zararl olup, sebze,
meyve agaclari, endiistri bitkileri ve siis bitkilerinde verim kayiplarina neden olmaktadir (Kegeci,
2008). Bu tiir sokucu emici agiz yapisina sahip oldugu igin, stiletleri ile bitkilerin yaprak 6zsuyunu
sokup emerek yasamini devam ettirmektedir (Jeppson, 1975). Emgi sonucunda yapraklarda sararma,
kivrilma, &ziimlemede gerileme ve yaprak dokiimii goriilmektedir. Ulkemizde T. urticae’nin
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kontroliinde genellikle kimyasal miicadele yapilmakta ve zararliya karsi bircok ruhsatli akarisit
bulunmaktadir. Ulkemizde kirmizidriimcek miicadelesinde 2006 yilinda 902 ton olan akarisit
kullanimi 2017 yilinda 2452 tona ulagsmistir (Anonim, 2018). Diinyada ise 2013 yilinda diinya akarisit
marketi degerinin 900 milyon Euro oldugu belirtilmistir. (Van Leeuwen ve ark., 2015). T. urticae, dol
sayisinin ¢ok olmasi, fazla yumurta birakmasi, kisa yasam dongiisii, arhenotoki iireme sekli ile
cogalmasi ve detoksifikasyon enzim yetenekleri sayesinde ¢ok kisa siire igerisinde akarisitlere karsi
direng gelistirebilmektedir (Van Leeuwen ve ark., 2010). Bunun yanmi sira kimyasallarin Onerilen
dozlarda kullanilmamasi, farkli etki mekanizmal1 akarisitlerin rotasyona sokulmamasi ve ilaglamanin
teknigine uygun yapilmamasi gibi nedenler de zararlida direng gelisimini hizlandirmaktadir.

Pestisitlerin, Artropodlara etkisinin aragtirllmasinda fenotipik hassasiyet belirleme
caligmalarinin yaninda genotipik mekanizmalar bilme gerekliliginin anlagilmasi ile birlikte direng
calismalarinda molekiiler tekniklerin kullanimi gittik¢e yayginlagmistir. Bocek ve akarlarda insektisit
direng¢ gelisiminde rol oynayan en 6nemli mekanizmalarindan birisi de mutasyonlar ya da tek niikleotit
polimorfizmidir. Insektisit direncine yol agan mutasyonlar genetik varyasyon kokenli olabildigi gibi,
yeni olusan (de novo) bir niikleotit degisimi kaynakli olarak da ortaya ¢ikabilmektedir (Hawkins ve
ark., 2019). Mutasyonlar, insektisit/akarisitin hedef etki yerinde yapisal degisiklikler yaparak toksik
etkinin diisiisiine sebep olmaktadir (Van Leeuwen ve Dermauw, 2016). Oyle ki, genetik olarak ayni
iki popiilasyonda, sadece tek bir direng mutasyonunun 15.000-kat insektisit direncine neden oldugu
durumlar ortaya koyulmustur (Douris ve ark., 2016). Genel olarak insektisit diren¢ mutasyonlari, 1)
Gendeki protein kodlayan dizilimi etkileyenler ve bu nedenle gen iirliniiniin yapisin1 degistirenler, 2)
Gen ekspresyonunda artisa neden olanlar, 3) Gen ekspresyonunda diisiise neden olanlar olarak
siiflandirilabilmektedir (Feyereisen ve ark., 2015).

Artropodlarda diren¢ olusum vakalarimin %90’ 1indan fazlas1 hedef bélge mutasyonlarindan ya
da detoksifikasyon enzim aktivitesi artiglarindan kaynaklanmaktadir (Van Leeuwen ve ark., 2009; Van
Leeuwen ve Dermauw, 2016). Zararlilarda insektisit direng ¢alismalar1 6nceki yillarda klasik metotlar
ile yapilmasina karsin, molekiiler tekniklerdeki yenilikler ¢alismalarin detayini arttirmay1 saglamistir.
Fitofag bocek ve akarlarda oOzellikle hedef bdlge mutasyonlarinin tespiti ve c¢alismalar ile
dogrulanmas1 zararli miicadelesinde kritik rol oynamaktadir. Direng ile iliskili olan mutasyonlarinin
tespit edilmesi, hizli ve dogru bir sekilde popiilasyonlarin dayaniklilik durumu ile ilgili bilgi
vermektedir. Ayrica, direng mekanizmalarinin anlagilmasi ile birlikte, Entegre Miicadelede ¢ok 6nemli
olan biyolojik-kimyasal miicadelenin birlikte uygulanabilirligi ile ilgili rasyonel veriler elde
edilebilecektir.

Diflovidazin IRAC (Insecticide Resistant Action Comite) siniflandirmasina gore 10A grubu
igerisinde yer alan ve biiylime diizenleyici olarak gorev yapan bir akarisittir. Diflovidazin etken
maddesi iilkemizde 2012 yilinda elmada Panonychus ulmi’ye karsi ruhsatlandirilmistir. Ancak elma
bahgeleri igerisinde T. urticae'de zaman zaman ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Bu nedenle
uygulanan diflovidazin etken maddesinin T. urticae tizerinde de etki yapabilecegi diistiniilmektedir.
Bu calismada, diflovidazin etken maddesinin T. urticae’de direng gelisimi ve direncin biiylime
diizenleyici akarisit direnci ile iligkili olan I1017F mutasyonu ile baglantis1 belirlenmistir.

Materyal ve Yontem

Tetranyhus urticae Popiilasyonunun Orijini ve Yetistirilmesi

Calismada kullanilacak olan hassas Tetranyhus urticae’nin kirmizi formu popiilasyonu Bayer
firmasindan (Almanya) 2001 yilinda elde edilmistir. Popiilasyon Isparta Uygulamali Bilimler
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma boliimiindeki iklim odalarinda herhangi bir pestisit baskisi
olmadan 26+1°C sicaklikta, %60-65 orantili nem ve 16:8 saat 1siklandirma periyodunda
yetistirilmektedir.

Insektisit

Caligmada diflovidazin etken maddesi iceren Flumite® (200 SC) (200 g/l) ticari preparati
kullanilmustir.

Seleksiyon calismalar

Seleksiyon ¢alismalarinda Yorulmaz Salman ve Saritas, (2014) tarafindan uygulanan metod
kullanilmistir. Calismalarda T. urticae’nin hassas popiilasyonu diflovidazin seleksiyonu igin baglangi¢
popiilasyonu olarak kullanilmistir. Seleksiyon islemi i¢in Oncelikle T. urticae popiilasyonunda
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diflovidazin'e kars1 LCs, degeri belirlenmistir. Bu amagla tiim denemelerden Once petri igerisinde
fasulye yaprak diskleri iizerine aktarilan ergin disilerin biraktigi yumurtalarin agilmasi sonucu elde
edilen ayni yastaki akar larvalar1 denemelerde kullanilmustir. LCy, denemeleri 1 kontrol+7 doz, her
doz i¢in 3 tekerriir olacak sekilde kurulmustur. Diflovidazin uygulama dozu belirlenirken ilk dozda
%90'dan az kontrol grubunda ise %]I10'dan fazla Olim olmamasi1 dikkate alinmigtir.
Deneme siiresinde yapragin nem ihtiyacini karsilayabilmesi amaciyla Petri icerisine agar dokiilerek
sogutulmustur. Agar {izerine ise 3 cm capinda fasulye yaprak diskleri konulmustur. Her petri icerisine
25 adet T. urticae larvasi eklenmistir. Her doz igin %50 seyreltilerek hazirlanan ilag konsantrasyonlari
ile petriler ilaglama kulesi yardimiyla 1 bar basingta yaprak yiizeyine 2 mL ilag gelecek sekilde
ilaglama yapilmigtir. Deneme sonucunda 6lii- canli sayimlar1 7 giin sonra yapilmistir. Bu 6lii-canli
verilerinden yararlanilarak kirmizidriimeek popiilasyonlarinin LCsy degerleri PoloPlus bilgisayar paket
programinda hesaplanmustir. T. urticae popiilasyonu igin seleksiyon dozu olarak LCgy degerleri
kullanilmistir. Seleksiyon islemi icin, tabaninda agar ortami bulunan 9 cm. capindaki petriler
tizerindeki yaprak disklere 50 adet T. urticae larvasi aktarilmistir. LCqy dozu petrilere ilaglama
kulesinde 1 bar basing altinda yaprak {izerine 2 mL olacak sekilde uygulanmistir. Petriler 26+1°C
sicaklikta %60-65 nem ve 16:8 (A/K) fotoperiyot kosullarinda 7 giin siireyle birakilmisgtir.
Uygulamadan 7 giin sonra canli kalan bireyler temiz fasulye bitkisi tizerine aktarilmistir. LCq, dozu
her seleksiyon popiilasyonu i¢in yeniden belirlenerek popiilasyonlar seleksiyon baskisina maruz
birakilarak direng kazandirilmstir.

11017F mutasyonunun belirlenmesi

Diflovidazin direnciyle baglantili olabilecegi diisliniilen 11017F mutasyonunun belirleme
islemleri hassas ve seleksiyon sonrasi elde edilen direngli T. urticae popiilasyonlarinda yapilmistir.
Genomik DNA izolasyonu igin Qiagen DNeasy Blood ve Tissue Kit kullanilmistir. Oncelikle,
1.5ml’lik steril tiiplere 100-150 adet ergin kirmizidriimcek bireyi aktarilmistir. Ardindan 20 pL
Proteinase K ve 200 pL Buffer ATL (Qiagen) eklenmis ve akarlar homojenize edilmistir. Ezme
isleminden sonra tiipler 56 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 200 pL buffer AL
eklenerek 10 dakika daha inkiibasyona tabi tutulmustur. Daha sonra %96°lik ethanol eklenerek biitlin
hacim kit ile birlikte saglanan icerisinde DNA tutmay1 saglayan filtre bulunan Spin Columlara
aktarilmistir. Sonrasinda sirasiyla 500 pL AW1 ve AW2 ile yikanmis ve santriflij edilmistir. Son
olarak filtreler steril tiiplere konularak Elution buffer ile siiziilmiis ve DNA elde edilmistir.

DNA’nin kalite ve kantitesi spektrofotometre (Thermo Scientific NanoDrop 2000) ile
belirlenmis ve uygun goriilen DNA’lar ile gen ¢ogaltma islemine geg¢ilmistir. Calismada Kitin Sentaz
1 (CHS1) genini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerler; TuCHS1 _F, 5’- CTTCACCGTCTGCCGTATTT
- 3> ve TuCHS1 R, 5°- CTTTTCGTCGTTTGGTTTGG — 3’ dizilimindedir (Van Leeuwen ve ark.,
2012).

PCR iglemi; 2 pL. DNA, 0.5 pL her iki primerden, 6 pL FIREPol® Master Mix (Solis
Biodyne), 21 pL ultra saf su igeren toplam 30 pL hacimde Bio-Rad T100™ marka termal dongiileyici
ile gerceklestirilmistir. PCR kosullar ise; 94°C’ de 2 dakika, 35 dongii 95°C’de 30 s, 54°C’ de 30 s,
72°C’de 30 s ve son olarak 72°C’de 5 d olarak kullanilmistir (Iinak ve ark., 2019).

PCR firiinleri %1.5-2’1ik agaroz jel elektroforezde 50 dakika siireyle kosturulmustur. Uygun
goriilen ornekler i¢in dizileme hizmeti alinmistir (BMLabosis, Ankara). Elde edilen dizilimler BioEdit
programi (Hall ve ark., 2011) ile hizalanarak referans dizilim ile karsilagtirilmistir. Ayrica sekans
kromotograflarinin ham halleri de kontrol edilerek, 11017F mutasyonun varlig arastirilmstir.

Bulgular ve Tartisma

Seleksiyon sonuclari

Tetranychus urticae’nin hassas popiilasyonunda diflovidazin seleksiyonu sonucunda
belirlenen LCsy degerleri ve direng oranlar1 Cizelge 1°de verilmistir. Seleksiyon sonucu T. urticae’de
LCso degerleri 3.68 ile 35.65 mg/ml degerleri arasinda degismistir. Diflovidazin seleksiyonu sonucu
elde edilen Seleksiyon 3 popiilasyonunda 9.68 kat direng belirlenmistir. Seleksiyon 1 popiilasyonunda
egim degeri 1.415+0.428, Seleksiyon 2 popiilasyonunda 1.4514+0.131 ve Seleksiyon 3 popiilasyonunda
ise 1.441+0.122 olarak belirlenmistir.
Cizelge 1. Tetranchus urticae’de diflovidazin seleksiyonu, LC degerleri ve direng oranlari
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Popiilasyon n Egim LCs LCso LCq Direng
orant
Hassas 602 1.835+0.161 3.68 3.99 7.98 —
popiilasyon 2.92-4.50 3.01-5.45 5.56-15.78
Seleksiyon 1 601 1.415+0.428 12.50 13.25 23.25 3.39
9.87-15.79 11.86-17.56 19.12-
28.45
Seleksiyon 2 600 1.451+0.131 25.63 29.81 48.23 6.96
20.12-32.11 25.52-36.12 42.13-
60.25
Seleksiyon 3 602 1.441+0.122 35.65 40.21 65.78 9.68
28.46-44.24 3.45-48.78 58.56-
78.95

Akar biiylime diizenleyici akarisitler ergin oncesi donemlere etkili olan ve yaygin kullanilan
bir akarisit grubunu olusturmaktadirlar (Douris ve ark., 2016). Literatiirde T. urticae’de diflovidazin
direncinin mekanizmasini belirlemeye yonelik herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Ancak akar
biiylime diizenleyici grubu igerisinde yer alan bazi akarisitlerle (etoxazole, hexythiazox, clofentezine
gibi), ilgili yapilan aragtirmalar mevcuttur. Zararlilarin birka¢ clofentezine uygulamasi sonucunda bu
akarisite kars1 diren¢ kazanabilecegi belirtilmistir (Herron ve ark. 1993). Yapilan baska bir ¢alismada
23 tane Panonychus ulmi popiilasyonunda clofentezine direnci belirlenirken, bu popiilasyonlardan 19
tanesinde hexythiazoxa karsi ¢apraz direng bulunmustur (Thwaite, 1991). Nauen ve ark. (2001)
caligmalarinda T. urticae’de seleksiyon baskisi sonucunda 770 kat clofentezine ve 1000 Kkat
hexythiazox direnci gelistigini bildirmislerdir. Ay ve Kara (2011) laboratuvar kosullarinda 12 kez
seleksiyon sonucunda 105 kat clofentezine direngli T. urticae elde etmislerdir. Van Leeuwen ve ark.
(2012) T. urticae’nin iki popiilasyonunda 45 kat ve 375 kat etoxazole direnci belirlemislerdir.
Demaeght ve ark. (2014) T. urticae popiilasyonunda 138 kat etoxazole, 2632 kat clofentezine ve 4166
kat hexythiazox direnci bulmuslardir. Arazi ve laboratuvar kosullarinda diflovidazinin de i¢inde yer
aldigr biiylime diizenleyici grubu akarisit uygulamalarinda seleksiyon baskisi sonucunda zararl
akarlarda yiiksek oranda direng gelisebildigi literatiirde goriilmektedir.

LC denemelerinden elde edilen egim sonuglar1 zararli popiilasyonunun homojen ya da
heterojen yapist ile ilgili bilgi vermektedir. Buna gore egim degeri >2 olan popiilasyonlarin daha
homojen yapida oldugu, <2 olan popiilasyonlarin ise daha heterojen yapida olduklar1 bilinmektedir
(Yu, 2008). Heterojen bir popiilasyonda insektisit seleksiyon baskisi devam ettikge popiilasyon
igerisinde hassas bireyler elemine olacagi i¢in direng gelistirme ihtimalinin daha yiiksek oldugu
diistiniilmektedir. Diflovidazin seleksiyonu sonucunda elde edilen 9.68 kat direncli Seleksiyon 3
popiilasyonun egim degerinin <2 oldugu goriilmektedir. Bu sonug dikkate alindiginda heterojen yapida
ozellik gosteren Seleksiyon 3 popiilasyonunda diflovidazin baskist devam ettigi siirece direncin
artabilecegi diisiiniilmektedir.

PCR Sonuclar

Leeuwen ve ark. (2020) tarimsal zararli akarlarda insektisit ve akarisit diren¢ programlarinin
olusturulabilmesi i¢in molekiiler taninin 6nemli oldugunu vurgulamiglardir. Bu nedenle son
donemlerde zararli akar gruplarinda akarisit diren¢ mekanizmalarimin belirlenmesinde molekiiler
calismalarda hiz kazanmustir. Calismamizda PCR c¢alismalar1 sonucundan 9.68 kat diflovidazin
direngli Seleksiyon 3 popiilasyonunda 1017. pozisyon da ATT niikleotitlerinin varlig1 yani hassas
izoldsin aminoasitinin bulundugu belirlenmistir. Molekiiler ¢alismalar incelendiginde Seleksiyon 3
popiilasyonunda 11017F mutasyonuna rastlanmadig tespit edilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. PCR sonucu
Akar biiylime diizenleyici grup igerisinde yer alan akarisitlerin zararlida molekiiler hedef etki
yerinin Kitin sentaz I geni (CHS1) oldugu ve bu gende meydana gelen [1017F mutasyonunun bu grup
akarisitlere kars1 dirence yol agtigi bilinmektedir (Van Leeuwen ve ark. 2012). Demaeght ve ark.
(2014) T. urticae’de gelisen etoxazole, clofentezine ve hexythiazox direnglerinde I1017F
mutasyonunun rol oynadigini bildirmislerdir. Literatiirle benze sekilde biiyiime diizenleyici akarisit
diren¢ gelisiminden sorumlu olan 11017F mutasyonu iilkemiz T. urticae popiilasyonlarinda da tespit
edilmistir (Ilias ve ark., 2014; Inak ve ark., 2019; Alpkent ve ark., 2020). Ancak literatiirde T.
urticae’de diflovidazin direnci ve I1017F mutasyonu arasindaki iligskinin belirlendigi ¢alisma
bulunmamaktadir. Yapilan seleksiyon c¢alismasi sonrasi, diflovidazine karsi 9.38- kata kadar direng
artig1 saglanmis olsa da T. urticae’de 11017F mutasyonu tespit edilmemistir. Bu nedenle diflovidazin
direncinin detoksifikasyon enzimleri ya da diger mekanizmalar tarafindan gelisebilecegi
diistintilmektedir.

Sonuc ve Oneriler

Calisma sonucunda T. urticae’de diflovidazin direnci ile akar biiyiime diizenleyici grubu
akarisitlerle baglantisi olan 11017F mutasyonu arasinda bir iligki bulunamamistir. Ancak diflovidazin
selksiyonu sonucu elde edilen son popiilasyonun yapisinin heterojen olmasi nedeniyle seleksiyon
baskis1 devam ettikge T. urticae’de direncin artabilecegi diisiiniilmektedir. Clofentezine, hexytihiazox
ve etoxazoliin de icerisinde yer aldigi bazi biiylime diizenleyici akarisitlere karsi gelisen direng ile
zararlida CHS1 bolgesi iizerinde meydana gelen I11017F mutasyonu arasinda bir baglanti
bulunmaktadir. Bu nedenle diflovidazin etken maddeli preparatlarin 6zellikle elma bahgelerinde
mutasyonla baglantili  oldugu bilinen akarisitlerle doniisiimlii olarak kullanilabilecegi
disiiniilmektedir. Ancak zararlilarda gelisebilecek diflovidazin direnci ile ilgili olarak direncin
detoksifikasyon enzimleri ile olan iliskisinin de belirlenmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Ozellikle
akarlarla miicadele iyi bir direng yonetim programlarinin olusturulabilmesi i¢in akaristlerin direng
mekanizmalarinin belirlenmesine yonelik daha fazla ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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