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OzZET

Bu galismada Tetranychus urticae’nin farkl bitkilerde yetistiriimesi sonucu esteraz ve glutathion-S-transferaz (GST)
enzim miktarlarindaki degisiklikler incelenmistir. Konukgu bitki olarak fasulye (Phaseolius vulgaris), hiyar (Cucumis
sativus) , domates (Lycopersicon esculentum), biber (Capsicum annuum), patlican (Solanum melongena) ve kabak
(Cucurbita pepo) bitkileri kullanilmistir. Farkl bitkiler Gzerinde yetistirilen T.urticae popullasyonlarinda GST enzimi
kinetik yontemle, esteraz enzimi hem elektroforez hem de kinetik yontemlerle belirlenmistir. Esteraz enziminin
elektroforetik olarak incelenmesi sonucunda en yogun bant kalinhgi kabak ve patlicanda yetigtirilen populasyonlarda,
en az bant kalinhgi ise domates ve biber lzerinde yetistirilen poptlasyonlarda belirlenmistir. Esteraz ve GST enzim
aktiviteleri sirasiyla 13.53 ve 3.68 mOD'min"mg degerleri ile kabak bitkisinde yetistirilen popiilasyonda en yiiksek
bulunmustur. Biber bitkisinde yetistirilen poplilasyonda ise esteraz ve GST enzim aktiviteleri 5.83 ve 1.36 mOD'min°
'mg degerleri ile en diisiik olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Tetranychus urticae, sebze, esteraz, glutathion-S-transferaz, detoksifikasyon enzimleri

Determination of Esterase and Glutathione S-Transferase Enzyme Levels of Tetranychus
urticae (Acari: Tetranychidae) Reared on Different Plants

ABSTRACT

This study investigated the changes occurred in esterase and glutathione S-transferase enzyme amounts as a result
of the reared of Tetranychus urticae on different plants. In this study, bean (Phaseolius vulgaris), cucumber (Cucumis
sativus), tomato (Lycopersicon esculentum), pepper (Capsicum annuum), egg-plant (Solanum melongena) and
cucurbita (Cucurbita pepo) were used as host plants. Glutathione S-transferase (GST) enzyme of Tetranychus urticae
population reared on different plants was determined with kinetic method while esterase enzyme was determined by
means of both electrophoresis and kinetic methods. According to the electrophoresis analysis of esterase enzyme,
the most intense band thickness was found in cucurbita and egg-plant populations and the least intense band
thickness was found in tomato and pepper populations. The highest esterase and GST enzyme activity values were
found in cucurbita population with 13.53 and 3.68 mOD 'min"mg, respectively. The lowest esterase and GST enzyme
activity values were found in pepper population with 5.83 and 1.36 mOD'min™mg, respectively.
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GiRiS

iki noktali kirmizi ériimcek, Tetranychus urticae Koch
(Acarina: Tetranychidae) konukgu bitkinin parankima
hicreleriyle beslenerek zararli olan polifag bir akar
turiddur (Van Den Boom et al., 2004). Zararli sera
kogullarinda yiIl boyunca uygun yagsama ortami
bulmasindan dolay! ylksek yogunluga ulasarak onemli
ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Tsagkarakou et
al., 1999). Kirmizi 6rumcekler bitki 6zsuyunu sokup
emme suretiyle yapraklarda sararma, kuruma ve
dokilmeyle dogrudan =zarar yaparken, fotosentezin
azalmasi ve virUs hastaliklarinin nakliyle de dolayh zarar
meydana getirmektedir (Van Leeuwen et al., 2005). Bu
akarin bircok bitki tlriine ve g¢esidine uyum saglayarak
saglikl doller vermesi, bitkilerin savunma
mekanizmasinin  temel taglarindan olan toksinler,
uzaklastiricilar ve beslenmeyi engelleyiciler gibi birgok
ikincil  metaboliti  etkisiz hale getirmeleri ile
aciklanabilmektedir (Rosenthal and Berenbaum, 1991;
Sabelis et al., 1999). T. urticae’nin savasiminda
uygulamasinin  kolay olmasi, kisa slrede etki
gOstermesi ve c¢odu zaman tur teshisine ihtiyag
duyulmamasi nedeniyle kimyasal mucadele tercih
edilmektedir. Ancak T. urticae’nin fitofag yapisi, Greme
potansiyelinin ylksek olmasi ve yasam dongusunin
kisa olmasi birka¢ uygulamadan sonra akarisitlere
direng gelistirmesini kolaylastirmaktadir (Stumpf and
Nauen, 2001; Van Leeuwen et al., 2006).

insektisitlerin yaygin ve bilingsiz kullanimi sonucu
zararlilarda davranigsal, morfolojik, fizyolojik, ¢ok yonlu
ve capraz direng olmak Uzere 5 tip direng ortaya
ctkmaktadir (Yu, 2008). Fizyolojik direng, zararlinin
blinyesinde bulunan bazi enzimlerin fizyolojik faaliyetleri
sonucu biyokimyasal yollarla meydana getirdikleri direng
seklidir. Bocek ve akarlarda insektisitlere karsi gelisen
direngte bazi spesifik enzimler rol oynamaktadir.
(Vontas et al., 2000; Kim et al., 2004; Van Leeuwen et
al., 2006).

Bbécek blnyesinde bulunan monooksigenaz (P450),
glutathion S-transferaz (GST) ve esteraz enzimleri
insektisit detoksifikasyonunda &nemlidir. insektisitlerin
yogun kullaniimasi sonucu blylk oranlarda ortaya
cikmaktadir  (Oncler, 2004). Esteraz enzimleri
boceklerde feromon ve hormon metabolizmasi, sindirim
sistemi ve sinir iletimi, Greme davranigi ve insektisitlere
direng¢ gibi  birgok O6nemli mekanizmada rol
oynamaktadir. Bdceklerde insektisitlere kargi direng
gelisiminde Ozellikle asetilkolinesterazlar ve
karboksilesterazlar rol oynamaktadir. (Baffi et al., 2005).
Konanz and Nauen (2004), GST enziminin boceklerde
ve akarlarda bulunan ksenobiotik grubu icerisinde yer
alan glutathionu 6nleyen siilfidril grubundan bir enzim
oldugunu belirtmislerdir. Ozellikle insektisitlere kars!
gelisen direngte bazi detoksifikasyon enzimleri ve hedef
bolge duyarsiziyi neden olmaktadir (Oppenoorth,
1984; Scott, 1999).

Bu calismada, fasulye, hiyar, domates, biber, patlican
ve kabak bitkileri izerinde yetistirilen T.urticae’de dnemli
detoksifikasyon enzimleri igerisinde yer alan esteraz ve
GST enzim degerlerindeki fakhliklar belirlenmeye

calisilmistir. Calismada insektisit veya akarisit direnci
bulunmayan T. urticae'de konukgu bitki degisiklidinin
esteraz ve glutathion-S-transferaz enzimleri Gzerindeki
etkisi arastiniimigtir.

MATERYAL ve YONTEM
Konukgu Bitki Uretimi

T.urticae  Uretiminde  kullanilacak  olan  fasulye
(Phaseolius vulgaris), hiyar (Cucumis sativus), domates
(Lycopersicon esculentum), biber (Capsicum annuum),
patlican (Solanum melongena), kabak (Cucurbita pepo)
bitkileri sertifikali fide firmalarindan temin edilmistir.
Herhangi bir hastalik veya zararl ile bulagik olmayan
bitki fideleri denemede kullanilmamistir. Viyoll icerisinde
temiz iklim odalarina getirilen bitkiler 10 x 15 cm
capindaki saksilar icerisine sasirtiimistir. Bitkilerin
yetistiriimesi amaciyla 1/3 oraninda steril
toprak/kum/gubre karigimi kullaniimistir. Konukgu bitki
Uretimi tim c¢aligsma suresince sicakhgi 25+1°C ve
orantill nemi %60+10 olan 16:8 fotoperiyot kosullarinin
saglandigi iklim odasinda gerceklestirilmigtir.

Tetranychus Urticae'nin Orijini ve Yetigtirilmesi

T.urticae’nin hassas populasyonu (German Susceptible
Strain, GSS) 2001 vyilinda Sileyman Demirel
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma BalimUndeki
bdcek yetistirme kabinlerine Rothamstad Experimental
Station (ingiltere)dan getirtiimis ve herhangi bir pestisit
uygulamasi yapilmaksizin glnumize kadar
yetistirilmistir. Fasulye, hiyar, domates, biber, patlican
ve kabak bitkileri belirli blyUklige ulastiktan sonra
hassas T. urticae ile bulastirma yapilmistir. Konukgu
bitkiler UGzerinde T. urticae vyeterli populasyonlara
ulagtiktan sonra enzim c¢alismalarina baslanmistir.
Fasulye, hiyar, domates, biber, patlican ve kabak
bitkileri Gzerindeki tim T. urticae populasyonlari 26£2°C
sicaklik, %50-60 orantii nem ve 16:8 fotoperiyot
kogsullarinin  saglandigir  iklim  odalari igerisinde
yetistirilmistir.

Esteraz Enziminin Kinetik Olarak Belirlenmesi

Esteraz aktivitesinin kinetik olarak belirlenmesinde
substrat olarak a—naftil asetat ve Stumpf and Nauen
(2002)'in geligtirdikleri yontem kullaniimistir. 20 adet
ergin disi 100 yL sodyum fosfat buffer (0.1M, pH 7.5)
(%0.1 Triton X-100 igeren) icinde homojenize edilmistir.
Bu homojenat 10000 g, +4°C’de ve 5 dakika santrif(jj
edildikten sonra enzim kaynagi olarak kullaniimigtir.

Enzim kaynagi olarak kullanilan supernatant 10 kez
seyreltilmistir.  Mikroplakanin  hlcrelerine 25 L
supernatant +25 pL fosfat buffer (0.2 M, pH:6)
konulmustur. Kinetik okuma hticrelere 200 yL substrat
solisyonunun eklenmesiyle baslatiimistir. Substrat
solosyonu 30 mg fast blue RR tuzunun 50 ml 0.2 M
sodyum fosfat buffer’da ezilmesi ve bu karigima 500 pL
100 Mm a — naftil asetatin eklenmesiyle elde edilmistir.
Enzim aktivitesi 23°C, 450 nm'de 10 dakika sureyle
okunmustur. Kontrol hiicreleri ise homojenatsiz olarak
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okunmustur. Enzim okumalari en az Ug¢ tekerrirli olacak
sekilde yapilmigtir.

Glutathion S-Transferaz (GST) Enziminin Kinetik
Olarak Belirlenmesi

GST enziminin kinetik olarak belirlenmesinde Stumpf
and Nauen (2002Yin gelistirdikleri yontem kullaniimistir.
30 ergin disi 300 yL Tris HCL buffer (0.05M, pH:7.5)
icinde homojenize edilmistir.  Supernatant 10000g,
+4°C'de 5 dakika santrifij edilmistir. 100 pL
supernatant, 100 pL 1-kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB)
ve 100 pL indirgenmis glutathion (GSH)dan olusan
toplam hacim mikroplaka hucrelerine konulmustur.
CDNB  %0.1 ethanolde hazirlanmis ve final
konsantrasyonda  hiicrelerde 04 mM CDNB
bulunmustur. GSH Tris HCL tamponda hazirlanmis ve
final konsantrasyonda hicrelerde 4 mM GSH
bulunmustur. Absorbanstaki degisim 340 nm, 25°C’de
ve 5 dakikada okunmustur. Enzim okumalari en az ug¢
tekrarl olacak sekilde yapilmistir.

Tdm enzim aktiviteleri Softmax PRO software
programinda analiz edilmis ve sonuglar mOD min™ mg™
olarak verilmistir. Orneklerin toplam protein miktarlarinin
belirlenmesinde Bradford (1976)'un total protein tayin
yontemi kullaniimis ve Bovine Serum Albumine (BSA)
standart olarak alinmigtir. Enzim sonuglarindan elde
edilen veriler tek yonli varyans analizi teknigi ile (One-
Way ANOWA) analiz edilmis ve farkli konukgu bitkiler
Uzerinde yetistirilen T.urticae populasyonlari arasindaki
farkhliklarin belirlenmesinde Tukey testi kullanimistir
(Winer et al., 1991).

Poliakrilamid Jel Elektroforez (PAGE) ile Esteraz
Enziminin Incelenmesi

Esteraz enzimi belirlemek icin Goka and Takafuji
(2992)'nin “mini vertical nondenaturing poliakrilamide
gel elektrophoresis” yontemi uyarlanarak kullaniimigtir.
Acrylamide konsantrasyonu %7.5 ve %3.5 olmak
Uzere iki fakli yogunluktan olusmaktadir. Her konukgu
bitki Uzerinden ayri ayri ependorf tlpleri igerisine
sayllan 5 adet ergin disi birey 50 pL % 32 (w v'')
sucrose ile hazirlanan ve 0.1% Triton X-100 iceren
homojenizasyon buffer igerisinde plastik ezici ile
homojenize edilmistir.

Polimerizasyondan sonra her bir jel hicresine 10 pL
homojenat yerlestiriimistir. Elektroforezde kosturma
islemi 150 V de yaklasik 1.5 saatte tamamlanmistir.
Esteraz aktivitesi icin, jel %0.02 a-naphthyl asetat ve
%1 aseton igceren fosfat buffer (0.2 M, pH 6.5)
icerisinde 30 dakika inktbe edilmistir. Jel %0.02 lik a-
naftil asetat sollisyonu ile hazirlanan %0.4 oraninda
Fast blue BB salt boya soliisyonu igerisinde 1 saat
boyanmistir. Bu sire sonunda jel %7’lik asetik asit
icine alinarak 24 saat sonra densiometrede fotografi
cekilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Esteraz Enziminin Elektroforetik ve Kinetik

Aktivitesi

Fasulye, hiyar, domates, biber, patlican ve kabak
bitkileri Gzerinde yetistirilen T.urticae populasyonlarinin
esteraz enzimleri kinetik olarak belirlenmis ve sonuglar
Tablo 1'de verilmistir. En ylksek esteraz enzim seviyesi
kabak ve patlican bitkileri Uzerinde yetistirilen T.urticae
popilasyonlarinda belirlenmistir (sirasiyla 13.53 ve
12.77 mOD™'min"mg protein). Kabak ve patlican
Uzerinde  yetistirilen  T.urticae  popllasyonlarinda
belirlenen esteraz enzim seviyesi istatistiki olarak
digerlerinden farkli bulunmus ve farkli bir grup
olusturmuslardir (p<0.01). Esteraz enzim seviyesi
bakimindan fasulye bitkisi Gzerinde yetistirilen T.urticae
populasyonu Uglinci sirada bulunmaktadir. Domates ve
hiyar bitkileri Uzerinde yetistirilen T.urticae
populasyonlarinda belirlenen esteraz enzim seviyeleri
istatistiki olarak ayni grup igerisinde yer almigtir
(p<0.01). Esteraz enzim seviyesi bakiminda en son
sirada 5.83 mOD'min™mg protein degeri ile biber bitkisi
Uzerinde yetistirilen T.urticae populasyonu
bulunmaktadir. En disuk esteraz enzim seviyesi biber
bitkisi Uzerinde yetigtirilen T. urticae populasyonunda
belirlenmis ve istatistiki olarak farkli bir grup igerisinde
verilmigtir (p<0.01). Rauch and Nauen (2003), 13 kat
spirodiclofen direngli T.urticae'de 1.2 kat esteraz ve 1.2
kat GST enzim aktivitesi belirlemislerdir. Van Leeuwen
and Tirry (2007), pamuk bitkisinden toplanan
T.urticae’nin  tarla populasyonunda yuksek oranda
bifenthrin direnci ve esteraz aktivitesi bulmuslardir. Ay
and Yorulmaz (2009), fasulye bitkisi Gzerinde yetistirilen
35.05 kat abamektin direngli T.urticae popullasyonunun
esteraz enzim aktivitesinde ©6nemli bir degisiklik
olmadigini belirlemislerdir. Khajehali et al. (2011) gul
Uzerinden toplanan ve birgok akarisite karsi duyarli olan
fakh T. urticae populasyonlarinda esteraz ve GST enzim
aktivitelerinde o©nemli bir farkhlik belilememislerdir.
Moghadam et al. (2012), gul bitkisi Gzerinden toplanan
fenazakuin direngli T.urticae popullasyonlarinda hassas
popllasyona gore esteraz ve GST enzimlerinin arttigini
belirlemislerdir.

Fasulye, hiyar, domates, biber, patlican ve kabak
bitkileri Gzerinde yetistirilen T.urticae populasyonlarinin
esteraz  enzimleri  poliakrilamid jel elektroforez
yontemiyle belirlenmis ve bantlar Sekil 1°de verilmistir.

Fasulye, hiyar, domates, biber, patlican ve kabak
bitkileri Gzerinde yetistirilen T.urticae populasyonlarinin
esteraz enzimi bantlarinin sayisi ve yogunlugunu
konukgu bitkiye gore degismistir. En yodun esteraz
enzimi banti kabak ve patlicanda yetistirilen T. urticae
populasyonlarinda belirlenmigtir. Kabak ve patlican
Uzerinde yetistirilen popilasyonlardan sonra ise esteraz
enzim fasulye ve hiyar bitkisi Uzerinde yetistirilen
populasyonlarda bulunmustur. En az esteraz enzimi
bant yodunlugu ise biber ve hiyarda Uzerinde yetigtirilen
T.urticae populasyonlarinda belirlenmistir. Ay and
Girkan (2005), pamuk Uzerinden topladiklari dicofol ve
bromopropylate direngli T. urticae populasyonlarinin
elektroforetik olarak incelenmesi sonucunda Est-4 banti
bulmuglardir. Ay and Kara (2011), fasulye bitkisi
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Uzerinde yetistirilen 105.27 kat klofentezine direngli T.
urticae populasyonunun esteraz bant yogunlugunun

fazla oldugunu belirlemislerdir.

Tablo 1. Fasulye, hiyar, domates, biber, patlican ve kabak bitkileri Gzerinde
yetistirilen Tetranychus urticae populasyonlarinin esteraz enzim aktiviteleri

Konukgu Bitki N* mOD 'min"mg protein
Kabak 4 1353 A
Patlican 3 12.77 A
Fasulye 4 10.08 B
Domates 4 7.68 C
Hiyar 3 7.31C
Biber 4 5.83D

*N: denemede kullanilan birey sayisi

Sekil 1. Fasulye, hiyar, domates, biber, patlican ve kabak bitkileri izerinde yetistirilen Tetranychus
urticae populasyonlarinin PAGE elektroforez bant sistemleri (H: Hiyar, P: Patlican, K: Kabak, F:

Fasulye, D: Domates, B: Biber)

Glutathion-S-transferaz Enzim Aktivitesi

Fasulye, hiyar, domates, biber, patlican ve kabak
bitkileri Uzerinde yetigtirilen T.urticae
populasyonlarinin esteraz enzimleri kinetik olarak
belirlenmis ve sonuglar Tablo 2’de verilmigtir. En
yilksek GST enzim seviyesi 3.68 mOD'min"mg
protein degeri ile kabak bitkisi Gzerinde yetigtirilen T.
urticae populasyonunda belirlenmis ve istatistiki olarak
farkli bir grubu olusturmustur (p<0.01). Patlican ve
hiyar  bitkileri ~ Gzerinde  yetistirilen  T.urticae
populasyonlarinda belirlenen GST enzim seviyeleri
birbirlerine benzer bulunmus ve istatistiki olarak ayni
grup igerisinde yer almistir. Fasulye ve domates
bitkileri Uzerinde yetigtirilen T.urticae
populasyonlarinda belirlenen GST enzim seviyesi de
istatistiki olarak diger gruplardan farkli bir grubu
olusturmuslardir (p<0.01). En disuk GST enzim
seviyesi 1.36 mOD"min™mg protein degeri biber bitkisi
Uzerinde  yetistirilen  T.urticae  populasyonunda
belirlenmis ve farkli bir istatistik grup ile ifade
edilmistir.

Vontas et al. (2000), glutathione (GSH) ve 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen  (CDNB)  substratlari  kullanilarak
belirlenen boceklerdeki GST enzim aktivitesinin bécek
direncinde rol oynayabilecedi bulmuslardir. Yang et al.
(2002), fasulye Uzerinde yetistirilen ve bifenthrin ile
selekte edilen T.urticae popllasyonunda esteraz
seviyesinde artis belirlerken, GST aktivitesinin
azaldigini  bulmustur. Stumpf and Nauen (2002),
abamectin direngli T.urticae populasyonunda 1.6 kat
esteraz ve 16 kat GST enzim aktivitesi
belirlemiglerdir. Lin et al. (2009), borilce Uzerinden
topladiklan ve seleksiyon sonucu 8.7 kat abamectin
direngli Tetranychus  cinnabarinus (Boiduval)
(Acari:Tetranychidae) popilasyonunda 2.7 kat esteraz
ve 3.4 kat GST enzim aktivitesi belirlemislerdir. Niu et
al. (2011), turunggil bahgelerinden toplanan
azocyclotin direngli Panonychus citri
(Acari:Tetranychidae) popiilasyonlarinda yiksek GST
enzim aktivitesi belirlemiglerdir. Tirello et al. (2012) gul
Uzerinden topladiklari fenpyroximate ve tebufenpyrad
direngli T. urticae'de hassas poptlasyona gore esteraz
ve GST enzimlerini yiksek bulmuslardir.
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Tablo 2. Fasulye, hiyar, domates, biber, patlican ve kabak bitkileri Gizerinde yetistirilen
Tetranychus urticae popllasyonlarinin GST enzim aktiviteleri

Konukcu Bitki N* mOD 'min"'mg protein
Kabak 4 3.68 A
Patlican 4 295B
Hiyar 4 2.70B
Fasulye 4 2.23C
Domates 4 204 C
Biber 4 1.36 D

*N: denemede kullanilan birey sayisi
SONUG

Sonug olarak, esteraz ve GST enzim yogunlugu
kabakta beslenen Tetranychus urticae
populasyonunda en yuksek, biberde beslenen
T.urticae popllasyonunda ise en diiglk bulunmustur.
Farkh konukgu bitkiler Gizerinde yetistirilen T.urticae’nin
esteraz ve GST enzim miktarlari arasinda farklilik
belirlenmistir.  Onemli bir zararli akar tirli olan
T.urticae’de pestisitlere karsi gelisen direngte rol
oynayan detoksifikasyon enzimlerinin belirlenmesine
yonelik calisma sayisi olduk¢a fazladir. Ancak
T.urticae'de pestisit direng gelisimi  olmaksizin
konukgu bitki farkhiigin  detoksifikasyon enzim
miktarlari Gzerindeki etkilerini belirlemeye yonelik
calisma bulunmamaktadir. Fizyolojik  direncin
olusmasinda etkili olan esteraz ve GST enziminin
farkh konukgu bitkiler Uzerinde yetistirilen T.urticae
populasyonlarinda  farkli  bulunmasi  nedeniyle
pestisitlere karsi direng gelisiminde konukgu bitkinin
6nemli oldugu dusundlmektedir.
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