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Icel’den toplanan Myzus persicae (Sulz.) (Hemiptera:
Aphididae) popiilasyonlarinda insektisitlere diren¢
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SUMMARY

Determination of the insecticide resistance mechanisms by biochemical
assays in Myzus persicae (Sulz.) (Hemiptera: Aphididae) populations
collected from Icel-Turkey

The carboxylesterase correlated with insecticide resistance in different Myzus
persicae populations collected from Icel were analysed by using microplate reader and
electrophoresis. Total carboxylesterase activities and carboxylesterase E4 band patterns of
the populations were determined and the values were found as extremely high levels at all
of Icel populations. Results of the detailed analyses from microplate assay, immunoassay
and electrophoresis showed that Icel populations have very high levels and FE4 type of
carboxylesterase.

Icel populations were also examined the case of insecticide resistance resulted
from insensitivity of acetylcholinesterase (AChE). It was found that three Icel populations
have insensitive AChE to pirimicarb. Icel populations showed “multiple resistance
mechanism”, because of high carboxylesterase activities and also insensitive AChE.

Key words: Peach-potato aphid, insecticide resistance, carboxylesterase,
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OZET

Icel’den toplanan farkli Myzus persicae popiilasyonlarinda insektisitlere
direng ile iligkili olan karboksilesteraz enzimi mikroplaka okuyucu ve elektroforez
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kullanilarak incelenmistir. Popiilasyonlarn toplam karboksilesteraz aktiviteleri,
karboksilesteraz E4 bant kalinliklar1 belirlenmis ve bu degerler Icel’den toplanan
ti¢ popiilasyonda da yiiksek bulunmustur. Spektrofotometrik, immunolojik ve
elektroforetik yontemlerle yapilan ayrmtili analizler sonucu, igel popiilasyonlarmin
cok yiiksek diizeyde ve FE4 tipinde karboksilesteraza sahip oldugu saptanmaistir.

Icel popiilasyonlarinda, asetilkolinesteraz (AChE)’in duyarsizlasmasi
sonucunda ortaya c¢ikan insektisitlere diren¢ durumu da arastirilmistir. Tim
popiilasyonlar pirimicarb’a karsi duyarsiz AChE’a sahip bulunmustur. Bu
popiilasyonlarda insektisitlere diren¢c hem karboksilesteraz aktivitesindeki artis ve
hem de AChE’in duyarsizlasmasi nedeniyle oldugundan, “goklu direng
mekanizmasi” s6z konusudur.

Anahtar kelimeler: Yesil seftali yaprakbiti, insektisit direnci, karboksilesteraz,
asetilkolinesteraz, immunoassay, PAGE

GIiRiS

Yesil seftali yaprakbiti [Myzus persicae (Sulz.)] polifag bir zararli olup,
sokup emerek beslenmesi sonucu taze siirgiinlere ve yapraklara dogrudan zarar
verdigi gibi, 120°den fazla bitki viriis hastaligini naklederek (Anonymous 2008) de
bitkilere dolayli olarak etkide bulunmaktadir. Kisa siirede sonug alindigindan bu
zararhmin micadelesinde insektisitler tercih edilmekte ve yilda ¢ok sayida
uygulama yapilmaktadir. Bu giiclii seleksiyon baskisi ise farkli mekanizmalara
sahip olabilen insektisitlere direng durumuna neden olmaktadir.

1990’11 yillara kadar bu tiirde sadece bir direng mekanizmasi belirlenmistir.
Bu mekanizmaya gore, sinir sistemindeki hedef alanina ulagmadan once
insektisidal esterleri ayiran veya degrade eden, birbirine ¢ok benzer iki
karboksilesterazdan birinin asir1 {iretimi M. persicae’de dirence neden olmaktadir.
Bu mekanizma, organikfosforlu ve pek ¢ok karbamatl insektisite giigli,
deltamethrin gibi sentetik piretroidli insektisitlere ise sinirli direng goriilmesine
neden olmaktadir (Devonshire and Moores 1982). M. persicae’de ikinci direng
mekanizmasi olarak, organikfosforlu ve karbamatl insektisitlerin hedef yeri olan
asetilkolinesterazin (AChE) duyarsizlagsmasi belirlenmistir. Modifiye AChE,
pirimicarb ve triazamate gibi dimethyl karbamatli insektisitlere yiiksek diizeyde
direng goriilmesine neden olmaktadir (Moores et al. 1994a).

M. persicae’de karboksilesterazin asir1 iiretimi ve modifiye AChE sonucu
olusan direng giinlimiizde Avrupa’da olduk¢a yaygin olarak goriilmektedir (Foster
et al. 1998, Field and Foster 2002, Mazzoni and Cravedi 2002, Arnstead et al.
2004). Bu calisma Icel ilindeki yogun insektisit kullanmmin oldugu sebze
seralarindan toplanan M. persicae popiilasyonlarinda direng mekanizmalarinin
biyokimyasal yontemler kullanilarak belirlenebilmesi amaciyla 1998 yilinda
Rothamsted Research (Ingiltere)’de yiiriitiilmiistiir.
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MATERYAL VE METOT

Denemenin materyalini, M. persicae popiilasyonlari, mikroplaka okuyucu,
sogutmali vertikal elektroforez sistemi, immunoglobulin G, hassas terazi,
inkiibatdr, mikropipetler, ¢coklu homojenizer, degisik cam ve plastik malzemeler
olusturmustur.

Myzus persicae popiilasyonlari

Icel ilinde sebze seralarmin yogun olarak bulundugu alanlardaki biber
bitkileri iizerinden M. persicae popiilasyonlart toplanmistir. Denemelerde
kullanilan M. persicae popiilasyonlarinin toplandigr yerler Cizelge 1°de
aciklanmaktadir. Cizelgede Icel-4 olarak yer alan M. persicae popiilasyonu sadece
karboksilesteraz E4 ve FE4 tipinin belirlendigi elektroforez c¢alismasinda
kullaniimustir.

Kargilagtirma amaci ile Cizelge 2’de agiklanan standart M. persicae
popiilasyonlar1 da denemelerde kullanilmustir.

Tiim popiilasyonlar 25+1 °C sicaklik, % 60-70 orantili nem, 16 saat
aydinlik, 8 saat karanlik kosullara sahip bocek yetistirme odalarinda yetistirilmistir.
M. persicae popiilasyonlari yetistirilirken 8 x 4.5 x 2 cm boyutlarindaki pleksiglas
bocek yetistirme kutulari ve Cin lahanast (Brassica napus var. chinensis)
yapraklar1 kullanilmisgtir.

CIZELGE 1. Myzus persicae popiilasyonlarinin toplandiklar1 yerler

Popiilasyon Toplandid1 Yer
Icel-1 Adanalioglu koyii —icel
Igel-2 Homurlu kdyii —Igel
igel-3 Kazanli koyii —Icel
icel-4 Homurlu kdyii —Igel

CIZELGE 2. Standart olarak kullanilan Myzus persicae popiilasyonlariin 6zellikleri ve

orijinleri
Popiilasyon Orijini Ozelligi

USIL Ingiltere | Hassas (S)

405 Ingiltere Az direngli (R1)

TV Ingiltere Orta diizeyde direngli (R2)

794Jz Ingiltere Cok direngli (R3) ve E4 tipi karboksilesteraza sahip
800F Italya Cok direngli (R3) ve FE4 tipi karboksilesteraza sahip
1200Q Arjantin Homozigot duyarsiz AChE’a sahip
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Mikroplaka assayi ile toplam karboksilesteraz aktivitesinin belirlenmesi

Devonshire (1975)’in toplam karboksilesteraz aktivitesini belirlemek i¢in
gelistirdigi yontem, Devonshire ve ark. (1992) tarafindan 96 kuyulu mikroplakaya
adapte edilerek yeniden diizenlenmistir. Cok kanalli mikropipet ile mikroplakanin
her bir kuyusuna 50 pL % 0.1 Triton X-100 (Boehringer Mannheim, especially
purified) iceren 20 mM fosfat buffer (pH:7.0) konulmustur. Denenecek
popiilasyonlara ait ergin yaprakbitleri, her kuyuya birer adet olacak sekilde firca
yardimiyla aktarilmistir. Ffrench-Constant ve Devonshire (1987) tarafindan
gelistirilmis olan ¢oklu homojenizer (Burkard Scientific) kullanilarak yaprakbitleri
homojenize edilmis ve dokularin iyice ¢oziinmesi igin 15 dakika beklenmistir. 30
mg Fast Blue RR Salt tartilip 50 mL’ye fosfat buffer (pH: 6.0) ile tamamlanmis ve
Whatman 1 nolu filtreden siiziildiikten sonra iizerine 500 pL 100 mM 1-naftil
asetat ¢Ozeltisi eklenmistir. Hazirlanan boya-substrat ¢ozeltisinden 200 uL alinarak
cok kanalli mikropipet ile tim kuyulara konulmustur. Moleculer Devices marka
“Thermomax” mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda 10 saniyelik aralarla,
toplam 5 dakika siireyle “kinetik” okuma yapilarak “optical density” (O. D.)
degerleri elde edilmistir. Bu degerlerin logaritmasi alindiktan sonra grafik haline
getirilmistir.

Elektroforez ile karboksilesterazin incelenmesi

Tiim popiilasyonlarin karboksilesteraz bantlari % 7.5’luk poliakrilamid jel
(Ornstein and Davis 1964) ve glisin buffer kullanilarak sogutmali dikey
elektroforez sisteminde incelenmistir. Bu amagla kanatsiz ergin yaprakbitleri tek
tek 25 pL homojenizasyon ¢ozeltisi (0.1 g sakkaroz, 1 ml % 1.6 Triton X-100, %
0.001 bromocresolpurple) iginde homojenize edilmis ve her bir jel kuyusuna 15’er
pL homojenat yiiklenmistir. 250 voltta, 1.5 saat kosturulan jel, 1 mL 100 mM 1-
naftil asetat iceren 50 mL Fast Blue RR salt ¢ozeltisi [0.1 g Fast Blue RR salt, 50
mL 0.2 M fosfat buffer (pH: 6.0)] igine alinmistir. Yaklagik 15 dakika boyandiktan
sonra, fiksasyon icin jel %7’lik asetik asit i¢ine konulmustur. “Kodak Digital
Science” adl1 program kullanilarak, jelin bir giin sonra fotografi ¢ekilmistir.

Immunoassay ile karboksilesteraz E4 ve FE4 aktivitelerinin belirlenmesi

M. persicae’nin insektisitlere direnci ile dogrudan iligkili olan
karboksilesteraz E4 ve FE4 aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in Devonshire ve ark.
(1986) tarafindan gelistirilen immunoassay yontemi kullanilarak denemeler
yiiritilmistir. Denemelerde, Rothamsted Research’de elde edilmis olan
immunoglobulin G (1gG) ile NUNC maxisorp Il marka, 96 kuyulu diiztabanl
mikroplakalar kullanilmistir. Analiz i¢in kullanilacak mikroplakalar ilk énce IgG
ile kaplanmustir.

Temiz bir mikroplakanin her bir kuyusuna 50°ser puL fosfat buffer-saline-
Tween ¢ozeltisi (pH: 7.4) (10 L destile su i¢inde 80 g NaCl, 2 g KH,PO,, 29 g
Na;HPO,4.12H,0, 2 g KCI, 55 g Tween 20) konulmustur. Daha sonra
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mikroplakanin iist siradaki 12 kuyusuna standart olarak kullanilan popiilasyonlara
ait, altta kalan 84 kuyusuna ise denenecek popiilasyonlara ait ergin yaprakbitleri,
her kuyuya bir adet olacak sekilde aktarilmistir. Coklu homojenizer ile
yaprakbitleri 1 dakika siireyle homojenize edilmis ve iizerine ¢ok kanalli
mikropipet ile 200 pL %0.1 Triton X-100 iceren 20 mM fosfat buffer (pH:7.0)
eklenmistir. Daha sonra bir adet temiz ve bir adet 1gG ile kaplanmis olmak {izere
iki adet yeni mikroplaka almmistir. Seyreltme amaciyla kullanilan temiz
mikroplakaya 100’er uL, IgG’li mikroplakaya ise 225’er pL fosfat buffer-saline-
Tween ¢ozeltisi (pH:7.4) konulmustur. Cok kanalli mikropipet ile homojenizasyon
yapilan mikroplakadan 25 pL alinarak seyreltme mikroplakasina aktarilmus,
karistirildiktan sonra tekrar 25 ul’si bu kez IgG’li mikroplakaya ilave edilmistir.
Dolayisiyla seyreltme sonucu 0.02 yaprakbiti {izerinden denemeye devam
edilmistir. Uzerine strec film kapatilan IgG’li mikroplaka 30 °C’deki inkiibatorde 3
saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda igindeki sivilar dékiilerek
mikroplaka iki kez fosfat buffer-saline-Tween ¢ozeltisi (pH: 7.4) ile yikanmigtir.
Mikroplaka kurutulduktan sonra, 25 mL 20 mM fosfat buffer (pH: 7.0), 125 pL
100 mM 1-naftil butirat ile karigtirilarak hazirlanan substrat ¢ozeltisinden 200’er
pL alinarak tiim mikroplaka kuyularina konulmustur. Mikroplaka 30 °C’de 30
dakika siireyle karanlikta inkiibasyona birakilmigtir. 150 mg Fast Blue B Salt, 15
mL destile suda ¢6ziindiiriiliip 50 mL’ye %5’lik SDS ile tamamlanarak boya
¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltiden mikroplakaya 50°ser pL aktarilmig, 20
dakika karanlikta bekletildikten sonra “Thermomax” mikroplaka okuyucuda 620
nm dalga boyunda okunarak O.D. degerleri belirlenmistir.

Elde edilen O.D. degerleri Devine ve Devonshire (1994) tarafindan
belirlenmis olan Cizelge 3’deki simirlara gore degerlendirilmis ve denenen
popiilasyonlarin direng kategorileri tespit edilmistir.

CIZELGE 3. immunoassay ile belirlenen direng kategorileri (Devine and Devonshire

1994)
Diren¢ Kategorisi Simirlar (O.D.)
Duyarli (S) < 0.140
Az direngli (R1) 0.140 - 0.600
Orta derecede direngli (R2) 0.600 - 2.000
Cok direngli (R3) > 2.000

Modifiye asetilkolinesterazin belirlenmesi

Herhangi bir insektisit kullanarak, bunun varligt ve yoklugunda
asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesinde bir degisiklik olup olmadigim tespit etmeyi
amaglayan bu caligmada Moores ve ark. (1994a)’min yontemi kullanilmistir.
Mikroplakaya 50 pL fosfat buffer-saline-Tween ¢6zeltisi (pH:7.4) konulduktan
sonra her kuyuya 1 ergin yaprakbiti aktarilmistir. Standart olarak kullanilan
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popiilasyonlara ait yaprakbitleri yine st siradaki 12 kuyuya konulmustur.
Yaprakbitleri ¢oklu homojenizer ile homojenize edildikten sonra her kuyuya 200
pL %0.1 Triton X-100 igeren 20 mM fosfat buffer (pH:7.0) ilave edilmistir.
Denemede, ayni bireye ait homojenat iki kisma ayrilmakta, bunlardan birine
insektisit verildikten sonra substrat ilave edilmektedir. Diger homojenata ise
insektisit verilmeden substrat eklenmektedir. Bu amagcla, ¢ok kanalli mikropipet ile
her homojenattan iki kez 80’er pL alinarak temiz bir mikroplakaya aktarilmistir.
Ayni homojenata ait 80 pL’lik hacimlerin biri insektisitli, digeri ise insektisitsiz
deneme i¢in kullanilmistir. Mikroplakanin biitiin kuyularma 100 pL 5,5’-dithio-bis
(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) ¢ozeltisi [S mg DTNB, 250 mL %0.1 Triton X-100
igeren 20 mM fosfat buffer (pH:7.0)] aktarilmistir. 22 mg acetylthiocholine iodide
(ATChI) [22 mg ATChI, 50 mL %0.1 Triton X-100 igeren 20 mM fosfat buffer
(pH:7.0)], 50 ml %0.1 Triton X-100 igeren 20 mM fosfat buffer (pH:7.0) ile
karistirilarak substrat hazirlanmistir. 10 pL 10" M pirimicarb aliip, 5 mL ATChI
ile karistirilmistir. Daha sonra tek rakamli mikroplaka siralarina 100’er uL ATChl,
¢ift rakamli mikroplaka siralarina ise 100’er pLL ATChI + pirimicarb ¢6zeltisi ilave
edilmigtir. “Thermomax” mikroplaka okuyucuda 405 nm dalga boyunda 10
saniyede bir 10 dakika siireyle “kinetik” okuma yapilmistir. Softmax programi ile
zamana bagli olarak okunan absorbans degerlerinin, linear regresyonlart ile
ortalama AChE aktiviteleri (O.D.) belirlenmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Mikroplaka assayi ile toplam karboksilesteraz aktivitesi

Deneme sonucu elde edilen toplam karboksilesteraz aktivitelerine ait
veriler Sekil 1°de goriilmektedir. Sekilde USIL, 405D, T1V, 794Jz, 800F ve
1200Q standart popiilasyonlarinin sirasiyla 1.00, 1.40, 1.66, 2.08, 2.01 ve 2.10
toplam karboksilesteraz aktivitesine sahip olduklar1 anlagilmaktadir. Bu degerler,
Icel-1, igel-2 ve Igel-3 popiilasyonlarinda ise sirastyla 2.04, 1.98 ve 2.14 olarak
bulunmustur.

Sekil 1°de Igel’den toplanan tiim popiilasyonlarin, ok direncli 794Jz, 800F
ve 1200Q popiilasyonlarina yakin diizeyde toplam karboksilesteraz aktivitelerine
sahip olduklar1 goriilmektedir. Icel-3 popiilasyonu tiim standart popiilasyonlardan
daha yiiksek aktiviteye sahip durumdadir.

Elektroforez ile karboksilesteraz bulgulari

Direng diizeyini belirlemede en ¢ok kullanilan ikinci biyokimyasal yontem,
poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) ’dir (Devonshire 1975, Devonshire 1977). 1-
naftil asetat’in substrat olarak kullanildigi bu yo6ntemde, direng ile kantitatif
iliskisinin oldugu bilinen karboksilesteraz enzimi incelenmektedir. Elektroforez
sonucu karboksilesteraz, jelde 7 bant olusturmaktadir. Bu bantlardan, M.
persicae’de insektisitlere direng ile arasinda iliski oldugu belirlenen ve E4 adi
verilen dordiinciisii ele alinmaktadir.
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208 501 210 , 214

Karboksilesteraz aktivitesi
(LOG mO.D./dak./yaprakbiti

USIL 405D T1V 794Jz 800F 1200Q Iicel-1 igel-2 icel-3

Myzus persicae popiilasyonlar:

SEKIL 1. Myzus persicae popiilasyonlarmin mikroplaka assayi ile belirlenen toplam
karboksilesteraz aktiviteleri.

M. persicae popiilasyonlarinin elektroforezdeki incelenmeleri sirasinda
direngten birbirine ¢ok yakin iki karboksilesterazdan birinin sorumlu oldugu
belirlenmistir. Buna gore karboksilesterazin, E4 ve FE4 adi verilen iki tipinden
birinin aktivitesi, yaprakbitindeki direngle iliskilidir (Devonshire et al. 1983). Fazla
miktarda {iretilen bu karboksilesterazlarin tipi, yaprakbitinin karyotipine baglh
olarak degismektedir. Normal karyotipte olanlar genellikle FE4’e sahipken, A1,3
translokasyonuna (autosome 1 ve 3 arasinda kromozomal translokasyona) sahip
olanlar daha ¢ok E4 tipinde karboksilesteraza sahiptirler (Ffrench-Constant et al.
1988, Devonshire 1989a, Devonshire 1991). Dolayisiyla bu iki karboksilesteraz tipi
ayni bocekte birlikte bulunmamaktadir. Bunlarin molekiil kiitleleri ve katalitik
aktiviteleri ¢ok az da olsa birbirlerinden farklilik gostermektedir. FE4 yaklasik 66,
E4 ise yaklasik 65 kDa molekiil kiitlesine sahiptir (Field et al. 1993). E4, denature
edilmemis elektroforez jelinde FE4’den biraz daha yavas hareket etmesi ile belli
olmaktadir (Devonshire 1989b).

FE4 tipi karboksilesteraza sahip 800F ve E4 tipi karboksilesteraza sahip
794Jz standart popiilasyonlar1 kullanilarak, igel popiilasyonlarmin karboksilesteraz
tipini belirlemek ic¢in yapilan elektroforez g¢alismasi sonucu elde edilen jelin
fotografi Sekil 2°de goriilmektedir. Sekilde de goriilecegi gibi, 794Jz
popiilasyonuna ait E4 bandi daha yavas ilerlemis, dolayisiyla daha 6nde bant
olusturmustur. Buna karsilik, FE4 tipi karboksilesteraza sahip 800F popiilasyonuna
ait bant ise jelde daha hizli ilerleyerek daha ilerde bant olusturmustur. Jel fotografi
dikkatle incelendiginde, icel popiilasyonlarina ait 4. bantlarin, 800F popiilasyonuna
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SEKIiL 2. 794J)z (E4) ve 800F (FE4) standart popiilasyonlar1 kullanilarak, Icel
popiilasyonlarinin karboksilesteraz tipinin belirlendigi elektroforez jeli.

ait FE4 bandi ile aym hatta olustugu goriilmektedir. Bu durumda, igel
popiilasyonlariin FE4 tipinde karboksilesteraza sahip oldugu anlasilmaktadir. FE4
tipinde karboksilesteraza sahip olanlar ayrica ES5 bandina da sahip
bulunmaktadirlar (Devonshire 1989b). Nitekim Igel popiilasyonlarina ait bireylerin
karboksilesteraz durumunu gosteren jelde, ES bandi da agik¢a goriilmektedir. Bu
da, karboksilesterazin FE4 tipinde oldugu agiklamasini desteklemektedir.

flk kez Italya’dan toplanan Ferrara irkinda tespit edilen FE4 tipindeki
karboksilesteraza (Devonshire et al. 1983), daha sonralar1 Akdeniz iilkelerinden
toplanan bir¢ok yaprakbiti popiilasyonunda da rastlanmistir (Devonshire and Field
1991, Field and Devonshire 1992, Bizzaro et al. 2005). Akdeniz bolgesinde yer
aldigindan Igel’den toplanan popiilasyonlarin FE4 tipinde karboksilesteraza sahip
bulunmasi da bu ¢alismalar1 destekler niteliktedir.

Immunoassay ile karboksilesteraz E4 ve FE4 aktiviteleri

Immunoassay yontemi sonucu belirlenen E4/FE4 aktiviteleri Sekil 3’de
verilmektedir. igel-1, icel-2 ve igel-3 popiilasyonlarmin FE4 aktiviteleri sirastyla
2.587, 2.495 ve 2.562 olarak bulunmustur. Ayn1 denemede kullanilan US1L, 405D,
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E4 ve FE4 aktiviteleri
(O.D./dak./0.02 yaprakbiti’

USIL 405D T1V 794Jz 800F 1200Q fgel-1 Tigel-2 Igel-3

Myzus persicae popiilasyonlari

SEKIL 3. Myzus persicae popiilasyonlarimin immunoassay ile belirlenen karboksilesteraz
E4 ve FE4 aktiviteleri.

T1V, 794)z, 800F ve 1200Q standart irklarinda ise E4 veya FE4 aktiviteleri
sirastyla 0.056, 0.241, 0.465, 1.900, 1.953 ve 1.909 olarak belirlenmistir.

Immunoassay yonteminden elde edilen sonuglar, Devine ve Devonshire
(1994)’in smiflandirmasina gore degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeye gore,
immunoassayde R2 i¢in 0.600-2.000 arasi, R3 i¢in >2.000 seklinde siniflandirma
yapilmasina ragmen, denememizde kullanilan standart R2 irki T1V 0.465, 794)z
ikt ise 1.900 aktiviteye sahip bulunmustur. Bu durum bazen IgG’nin etkin
kaplama yapmamasindan kaynaklanabilmektedir. Ancak bu kosullarda bile Igel
popiilasyonlarinin = 2.000 degerinin ¢ok iizerinde aktivite goOstermesi, bu
popiilasyonlarin ¢ok direngli oldugunu agik¢a gdstermektedir.

Immunoassayde 0.02 yaprakbiti kullanilarak sadece E4/FE4 aktivitesi
Olciildigiinden, diger yontemlere gore direngli varyantlar arasindaki farklilik ¢ok
daha kesin olarak anlasilmaktadir. 0.08 yaprakbiti kullanildiginda ise sadece hassas
ve direngli varyantlar ayirt edilebilmektedir (Ffrench-Constant and Devonshire
1988). Bu durumda, 0.02 yaprakbiti kullamldigindan elde edilen sonuglar, Icel
popiilasyonlarinin ¢ok yiiksek direng diizeyine sahip oldugunu agik¢a ortaya
koymaktadir. Nitekim bu sonuglar mikroplaka assayinden elde edilen sonuglarla da
desteklenmektedir.

E4 ftzerindeki bu biyokimyasal denemeler, karboksilesteraz genlerinin
molekiiler genetik calismalarla incelenmesiyle desteklenmistir. Karboksilesteraz
E4’1in analizi sonucu, duyarh ve direngli yaprakbitlerindeki siralanisin ayni oldugu,
ancak bir amplifikasyon ile insektisitlere toleransta farklilik olustugu belirlenmistir
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(Field et al. 1993). Immunoassay sonuglarindan elde edilen verilere gore, R3
yaprakbitlerinin gen kopya sayisinin ¢ok yiiksek olmasi beklenirken, molekiiler
caligmalardan bu sonug¢ alinamamustir (Field and Devonshire 1997).

Immunoassay, E4 veya FE4 igerigine bagl olarak yaprakbiti direncinin
stiphe birakmayacak sekilde siniflandirilabildigi bir yontem olarak karsimiza
¢ikmaktadir (Devonshire and Moores 1984, Devonshire et al. 1986, Moores et al.
1989). Tarladaki direngli bireylerin varligini takip etmede (Ffrench-Constant and
Devonshire 1988), hassas ve direngli yaprakbitlerinden olusan karigik
popiilasyonlarin  degisik insektisit uygulamalarindan sonraki durumlarini
arastirmada (Ffrench-Constant et al. 1987) ve klonlar arasinda diren¢ kaybinin
belirlenmesinde (Ffrench-Constant et al. 1988) bu yontem kullanilmaktadir.

Modifiye asetilkolinesteraz bulgulari

Insektisitlere direncin gériilmesinde ii¢ biiyiik mekanizmanin bulundugu
bilinmektedir. Bunlar, penetrasyonun azalmasi, insektisit —metabolizmasi
(detoksikasyon) ve hedef alanin duyarsizligidir. Bocekte bu mekanizmalardan bir
tanesi bulunabildigi gibi birkac¢inin birlikte bulunmasi da s6z konusu olmaktadir.
Bu durumda direng daha yiliksek diizeyde olmakta ve “coklu direng” olarak
nitelenmektedir.

Sinir sistemini etkileyen organikfosforlu ve karbamath insektisitler, hedef
organizmaya uygulandiktan sonra viicut igine alinmakta ve sinir sistemine
ulastiginda AChE enzimini etkisiz hale getirmektedir. AChE enziminin etkisiz hale
gelmesi  durumunda, asetilkolin  tarafindan  baglatilan  sinirsel iletim
durdurulamamakta ve bdcek dlmektedir. Insektisitin sinir sistemine ulasamamasi
durumunda ise, AChE enzimi, ACh’i hidrolize ederek sinirsel iletimin
durdurulmasin1 saglamaktadir. Boylece sinirlerde dalgalar halinde tekrarlayan
iletim olmakta ve bocek normal yasamini siirdiirebilmektedir (Moores 1995,
Toutant 1989).

M. persicae’de ilk bulunan diren¢ mekanizmasina gore, artan
karboksilesteraz E4/FE4 nedeniyle detoksikasyon olugmakta ve bunun sonucunda
bocek viicuduna alinan insektisitin bir kismi sinir sistemine ulasamadan etkisiz hale
getirilmektedir. Dolayisiyla AChE normal biyolojik fonksiyonuna devam etmekte
ve bocek yasamini siirdiirmektedir. Buraya kadar anlatilan c¢alismalarda M.
persicae’de detoksikasyon sonucunda meydana gelen direng durumu {izerinde
durulmustur.

Insektisit, tiim engelleri asarak sinir sistemine dolayisiyla AChE enzimine
ulagsa bile, enzimin asetilkolin molekiilii ile normal reaksiyona girmesini
engellemeyebilir. AChE enziminin duyarsizlagmasi seklinde adlandirilan bu direng
mekanizmasi, organikfosforlu ve karbamath insektisitlere direng olugsmasina neden
olmaktadir. AChE’in duyarsizlasmasi, ilk kez 1964 yilinda Smissaert tarafindan
Tetranychus urticae’de yapilan bir arastirma sonucunda belirlenmistir (Metcalf
1989).
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Moores et al. (1988)’1n insektisitlere direng¢li Musca domestica, Bemisia
tabaci ve A. gossypii popiilasyonlarinda yaptiklari incelemelerde, bu
popiilasyonlarin duyarsiz AChE’a sahip olduklari tespit edilmistir. M. persicae’nin
insektisitlere direngli bir ¢ok popiilasyonunun incelendigi ayni calismada ise
modifiye AChE’a rastlanamamustir.

Icel popiilasyonlar1 ile AChE’1 pirimicarb’a duyarli (US1L) ve duyarsiz
(1200Q) olan standart popiilasyonlar kullanilarak yiiriitilen denemelerin Vmax adli
bilgisayar programindan elde edilen absorbans-zaman verilerinin linear
regresyonlart Sekil 4’de verilmektedir. US1L popiilasyonuna ait pirimicarb
uygulanmamis mikroplaka kuyularinda (A1, A3, AS) AChE’m normal reaksiyonu
goriilmektedir. Yanindaki pirimicarb uygulanmis kuyularda (A2, A4, AB) ise
insektisit AChE enzimini tamamen etkisiz hale getirdiginden herhangi bir
reaksiyon bulunmamaktadir. Moores ve ark. (1994a, 1994b) tarafindan bu durum,
“US1L popiilasyonunun homozigot duyarli formda AChE enzimine sahip oldugu”
seklinde degerlendirilmistir.

Sekil 4’de 1200Q popiilasyonunun pirimicarb uygulanmis (A8, A10, A12)
ve uygulanmamis (A7, A9, A11) kuyularindaki grafiklerin birbirleriyle ayn1 egime
sahip olduklar1 goriilmektedir. Pirimicarb uygulansa bile, AChE enzimi bu
insektisite tamamen duyarsiz hale geldiginden, enzim etkisiz hale getirilememis ve
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SEKIL 4. Myzus persicae’nin pirimicarb uygulanmis ve uygulanmamis homojenatlarmin
AChE aktiviteleri.
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normal fonksiyonuna devam etmistir. Pirimicarb uygulandiginda ve
uygulanmadiginda elde edilen grafiklerin egimlerinin, dolayisiyla ortalama AChE
aktivitelerinin ayni olmasi, Moores et al. (1994b) tarafindan “1200Q
popiilasyonunun homozigot duyarsiz formda AChE’a sahip oldugu” seklinde
degerlendirilmistir.

Icel popiilasyonlarma ait bireylerin AChE enziminin pirimicarb’a
verdikleri reaksiyonlar Sekil 4’de goriilmektedir. Pirimicarb uygulandiginda (B-
H2, B-H4, B-H6, B-H8, B-H10, B-H12) da, uygulanmadiginda (B-H1, B-H3, B-
H5, B-H7, B-H9, B-H11) da her g Icel popiilasyonunun AChE’larinin reaksiyon
verdikleri goriilmektedir. Ancak 1200Q popiilasyonundan farkli olarak, Igel
popiilasyonlarinin ~ pirimicarb  uygulandiginda elde edilen  grafikleri,
uygulanmamislardan daha az egime sahiptir. Bu durum, pirimicarb ile AChE
enziminin bir miktar etkisiz hale getirildigini gostermektedir. Ancak, yine de
enzimin bilylk bir kismu etkisiz hale getirilemediginden, AChE fonksiyonuna
devam etmektedir. M. persicae ve M. nicotianae (Moores et al. 1994a, Moores et
al. 1994b) ile Aphis gossypii (Moores et al. 1996a, Moores et al. 1996b)’de yapilan
calismalarda bu denemedekine benzer reaksiyonu veren popiilasyonlar “heterozigot
duyarsiz” olarak degerlendirilmistir. Dolayistyla Igel popiilasyonlarinm da
heterozigot duyarsiz AChE’a sahip oldugu diislintilmektedir.

Pirimicarb uygulanmig ve uygulanmamus, dolayisiyla AChE’1 engellenmis
ve engellenmemis kuyulardan elde edilen ortalama AChE degerlerinin birbirlerine
oranlanmasi ile bulunan “kalan aktivite” degerleri kullanilarak cizilen dagilim
grafigi Sekil 5’de goriilmektedir. Sekil incelendiginde, homozigot duyarli USIL
popiilasyonuna ait bireylerin, gerek engellenmemis ve gerekse kalan AChE
aktivitelerinin oldukc¢a diisiik oldugu anlasilmaktadir. Homozigot duyarsiz 1200Q
popiilasyonuna ait bireylerde ise bu degerler US1L’ye gére oldukga yiiksektir. Igel
popiilasyonlarindan elde edilen engellenmemis ve kalan AChE aktivite degerleri,
USIL ve 1200Q popiilasyonlarinin arasinda degerlere sahiptir. Bu sekil, Icel
popiilasyonlarinin  heterozigot duyarsiz AChE’a sahip olabilecegi fikrini
desteklemektedir.

Artan  karboksilesteraz  nedeniyle direngli olan yaprakbitlerinin
miicadelesinde  siklikla pirimicarb kullanilmaktadir.  Yunanistan’in  bazi
bolgelerinde, tiitiinlerdeki Myzus tiirlerinin miicadelesinde ¢ok 6nemli problemler
ortaya ¢ikmig ve bunlarin karboksilesteraz aktivitelerine bakildiginda R2 diizeyinde
direngli olduklari tespit edilmistir. Bu diizeyde direngli yaprakbitleri, genellikle
pirimicarb ile kontrol altina alinmaktadir. Bu popiilasyonlarin AChE’lar1, Kinetik
mikroplaka okuyucuda AChE assayi kullanilarak incelenmis ve pirimicarb’a
duyarsiz olduklari tespit edilmistir. Daha sonraki calismalarda, tim diinyadan
toplanan yaklagik 70 ornek incelenmis ve 3 Japon ile 4 Yunan Orneginin
heterozigot formda modifiye AChE’a sahip oldugu belirlenmistir. Duyarsizlik
faktorii pirimicarb i¢in >100 kat ve triazamate i¢in >10 kattir (Moores et al. 1994a,
Moores et al. 1994b).
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SEKIL 5. Myzus persicae popiilasyonlarinin 1mM pirimicarb ile AChE’inin engellenmesi
sirasindaki engellenmemis AChE aktiviteleri ile kalan aktivite yiizdelerinin
birlikte degerlendirilmesi.

Hollanda seralarindaki biber bitkilerinden toplanan M. persicae
orneklerinde de bu direng mekanizmasi bulunmustur. Ayrica, Arjantin’den gelen
bir ornekte, ilk defa homozigot formda modifiye AChE bulunmustur. Bu 6rnekteki
karboksilesteraz seviyesi tarla direngli popiilasyonu (R2) kadar olmasina ragmen,
laboratuvar biyoassaylerinde bile pirimicarb ile oldiiriilememislerdir. Bunlarin
diren¢ oraninin pirimicarb i¢in 500’den, triazamate icin ise 700’den fazla oldugu
bulunmustur (Moores et al. 1994b).

Oldukca seyrek olarak rastlanllan modifiye AChE mekanizmasinin
pirimicarb ve triazamate adli iki afisite kars1 bulundugu saptannustir. ingiltere’de
yaprakbiti ornekleri her iki diren¢ mekanizmasi bakimindan rutin olarak analiz
edilmektedir (Moores 1995). Bu calismalar sonucunda ilk kez 1996 yilinda
Ingiltere’de modifiye AChE mekanizmasi nedeniyle pirimicarb ve triazamate’e
kars1 direng durumu saptanmistir (Foster et al. 1998). Criniti ve ark. (2008)
tarafindan Italya’dan toplanan 59 M. persicae popiilasyonunun insektisitlere direng
durumu biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle incelenmis, popiilasyonlarin
%76.3’liniin yiiksek veya ¢ok yiiksek diizeyde esteraz aktivitesine, %27.1’inin ise
modifiye AChE’a sahip olduklar1 belirlenmistir.

Ayn1 popiilasyonlarla yiiriitiilen biyoassay ¢aligsmalarinda pirimicarbin ¢ok
yiiksek dozlar1 denenmesine ragmen, Igel popiilasyonlarinin LCsy degerlerini
hesaplayabilmek igin yeterli 6liim orami elde edilememis ve direng oranlarinin
600’den fazla oldugu tahmin edilmistir (Velioglu ve Toros 2002). Gerek Velioglu
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ve Toros (2006) tarafindan yapilan spektrofotometrik analizlerde, gerekse bu
caligmada karboksilesteraz aktiviteleri olduk¢a yiiksek bulunmasina ragmen,
karboksilesteraz nedeniyle pirimicarb’a bu kadar yiiksek direncin olugmasinin
miimkiin olamayacag diisliniilerek modifiye AChE durumu incelenmistir. Sonug
olarak bu popiilasyonlarin AChE’min duyarsiz hale geldiginin belirlenmesi,
pirimicarb’a karsi olusan yiiksek diizeydeki direnci de agiklamaktadir.

Denemeler sonucunda Icel popiilasyonlarinda, yiiksek diizeydeki
karboksilesteraz (E4 ve FE4) nedeniyle viicuda alinan pirimicarb’in bir kisminin
toksik olmayan yapiya doniistiriildigii (detoksikasyon), kalan pirimicarb’in sinir
sistemine ulasabilen kisminin ise, AChE’in duyarsiz hale gelmesi nedeniyle (hedef
alanin duyarsizlagmasi) etkisini gosteremedigi belirlenmistir. Bu g¢aligma
sonucunda, Icel popiilasyonlarinda farkli iki diren¢ mekanizmas1 tespit
edildiginden bu popiilasyonlarda “coklu diren¢ mekanizmasi” oldugu
belirlenmistir.

TESEKKUR

Bu calismay: destekleyen ve Ingiltere’de egitim imkan1 saglayan Tarim ve
Koyisleri Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar Genel Mudiirliigii’ne tesekkiir ederim.
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