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OZET

Bu calismada, Isparta ili elma bahgelerinden 2012 yilinda toplanan 3 Neoseiulus californicus popiilasyonunun
milbemectin’e kars1 duyarlilik diizeylerinin ilaglama kulesi-yaprak disk metoduyla belirlenmesi amaglanmustir.
N. californicus popiilasyonlarinin milbemectin’e karsi duyarlilik diizeyleri tarla popiilasyonlarinin LC, degerinin
hassas popiilasyonun LC,  degerine oranlanmasiyla bulunmustur. Ayrica milbemectin iizerinde piperonyl butoxide
(PBO), S-Benzyl-O,0-diisopropyl phosphorothioate (IBP) ve diethylmaleate (DEM) sinerjistlerinin sinerjistik etkileri
belirlenmistir. Egirdir, Eyiipler ve Gelendost popiilasyonlarinda milbemectin’e karsi sirastyla 7.20, 6.52 ve 7.35 kat
direng oranlart belirlenmistir. Egirdir, Eyiipler ve Gelendost popiilasyonlarinda PBO, IBP ve DEM sinerjistik etki
oranlar sirastyla <1, 1.59 ve 1.85 kat; 1.81, 1.86 ve 1.82 kat ve 1.87, 1.52 ve 2.25 kat olarak belirlenmistir. N. californicus
popiilasyonlarinda glutathion S-transferaz (GST), monooksigenaz (P450) ve asetilkolinesteraz (AChE) enzimleri kinetik
yontemle, esteraz enzimi elektroforez ve kinetik yontemlerle belirlenmistir. N. californicus popiilasyonlarinin esteraz,
glutathion S-transferaz (GST), monooksigenaz (P450) ve asetilkolinesteraz (AChE) enzim seviyeleri sirasiyla 8.86-
11.64, 2.11-3.82, 0.02-0.05 ve 0.01-0.02 mOD min! mg™! protein arasinda degismistir.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the sensitivity levels of 3 Neoseiulus californicus populations collected from the
apple orchards located in Isparta province in 2012 to milbemectin by using spray tower-leaf disk method. The sensitivity
of N. californicus populations to milbemectin were calculated by proportioning the LC, levels of the field populations
to that of the susceptible population. Moreover, the synergistic effects of the piperonyl butoxide (PBO), S-Benzyl-O,0-
diisopropyl phosphorothioate (IBP) and diethylmaleate (DEM) synergists on milbemectin were determined. Resistance
ratios of Egirdir, Eyiipler and Gelendost populations were determined to be 7.20, 6.52 and 7.35 fold to milbemectin,
respectively. The synergistic effects of PBO, IBP and DEM in Egirdir, Eyiipler and Gelendost populations were found
as <I, 1.59 and 1.85 fold; 1.81, 1.86 and 1.82 fold; 1.87, 1.52 and 2.25 fold, respectively. Enzymes of glutathione
S-transferase (GST), monooxygenase (P450) and acetylcholinesterase (AChE) in N. californicus popluations were
determined by using kinetic method; and the enzyme of esterase was determined by using the electrophoresis and kinetic
methods. The enzyme levels of esterase, glutathion S-transferase (GST), monooxygenase (P450) and asetilkolinesterase
(AChE) of N. californicus populations were changed from 8.86 to 11.64, 2.11 to 3.82, 0.02 to 0.05 and 0.01 to 0.02 mOD

min' mg' proteins, respectively.
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1. Giris

Zararli kirmizi 6riimcekler diinya tizerindeki kiiltiir
bitkisi tiretim alanlarinda énemli {iriin kayiplarina
neden olmaktadir (Tsagkarakou et al 1999). Kirmizi
ortimceklerin  lireme potansiyellerinin  yiiksek,
yasam dongiilerinin kisa olmasi ve pestisitlere
kars1 hizla direng gelistirmeleri nedeniyle
savasimda  alternatif —miicadele yoOntemlerine
gerek duyulmaktadir (Stumpf & Nauen 2001;
Van Leeuwen et al 2005). Phytoseiidae familyasi
igerisinde yer alan avci akar tiirleri de seralarda, bag
alanlarinda, meyve ve turunggil bahgelerinde zararl
akar tiirlerini baski altina alabilmektedir (Castognoli
& Falchini 1993; Gotoh et al 2006). Bu familya
icerisinde bulunan Neoseiulus californicus alternatif
besinlerinin bulunmasi nedeniyle fitofag akarlarin
kontroliinde kullanilan etkin bir avcr akar tiiriidiir
(Castagnoli & Simoni 1999). N. californicus’un
gesitli tlkelerde ticari 1rklarmin bulunmasinin
yant sira Avrupa, Gliney Afrika, Dogu Asya,
Kuzey ve Giiney Amerika gibi iilkelerde de dogal
popiilasyonlar1 bulunmaktadir (Canlas et al 2006).
N. californicus’un dogal popiilasyonu, Tiirkiye’de
ilk kez Aydin’in Kusadasi il¢esinde cilek, seftali,
fasulye ve biber iizerinden bulunmustur (Cakmak &
Cobanoglu 2006). Daha sonraki yillarda Isparta’da
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bulunan elma bahgelerinde de N. californicus varligi
tespit edilmistir (Yorulmaz & Ay 2012).

Gilinlimiizde zararlilarla savasimda uygulanan
entegre miicadele programlari igerisinde alternatif
savasim yontemleri kimyasal kullanimi ile
desteklenmediginde verimde ve {irlin kalitesinde
azalmameydana gelmektedir. Ancak akar miicadelesi
icin yogun pestisit kullanilan alanlarda bulunan
Phytoseidaee familyasi igerisindeki aver akar tiirleri
de dolayli olarak kimyasallardan etkilenmektedir.
Uygulanan kimyasallarin avci akarlar {izerinde
olumsuz yan etkileri olabilecegi gibi, zaman zaman
bu tiirlerin kimyasallara kars1 direng gelistirdikleri
de bilinmektedir (Tirello et al 2012). Bonafos et al
(2007) bag alanlarindan topladiklar1 Typlodromus
pyri Scheuten ve Amblyseius andersoni (Acari:
Phytoseiidae)  popiilasyonlarinin  deltamethrin,
lamda-cyhalothrin ve chlorpyrifos-ethly’e kars1 orta
diizeyden yiiksek diizeye kadar degisen oranlarda
direngli bulmuslardir. Laboratuvar kosullarinda
yapilan ¢aligmalarda dogal diismanlarin seleksiyon

baskist  sonucunda direng  gelistirebilecegini
gostermektedir. Sato et al (2000) Amblyseius
womersleyi  Schicha  (Acari:Phytoseiidae)’nin

methidathion ile laboratuvarda 4 kez seleksiyon
sonras! direncinin 311 kat artigini belirlemislerdir.
Auger et al (2005) ise mancozeb ile 10 kere
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seleksiyon yaptiklart 7. pyri’nin popiilasyonunda
direncin 73 kat arttifin1  bulmuslardir. Bazi
pestisitlere kars1 direng gelistiren dogal diismanlarin
ileride entegre miicadele programlari igerisinde
kullanilabilecekleri  diisiniilmektedir.  Ciinkii
entegre miicadelenin igerisinde yer alan pestisit
diren¢ yoOnetim programlarinda zararl tiirlerde
direng gelisimi istenmezken; dogal diismanlarin
pestisitlere kars1 dayanikli olmalart istenmektedir
(Dunley et al 1991).

Akarisitler igerisinde abamectin ile ayni grupta
yeralanmilbemectintoprak mikroorganizmalarindan
Streptomyces  avermitilis ~ ve  Streptomyces
hygroscopius’dan elde edilmektedir (Fritz et al
1979; Clark et al 1995; Van Leeuwen et al 2010).
Milbemectin abamectin ile benzer sekilde akarisit
ozellige sahiptir ve fitofag akarlarin yumurta,
larva ve ergin donemlerinde uygulanmaktadir
(Bloomguist 2001; Dekeyser 2005; Nicastro et al
2010). Milbemectin iilkemizde sebze, siis bitkileri
ve elma bahgelerinde Tetranychus urticae ve
Panonychus ulmi (Acari: Tetranychidae)’ye karsi
kullanilmaktadir.

Bu calismada, zararli kirmizi Oriimceklerin
onemli bir avcist olan N. californicus’™un elma
bahgelerinden toplanan popiilasyonlarinin
milbemectin’e karsi duyarlilik diizeyleri biyoassay
ve biyokimyasal yontemlerle incelenerek direng
diizeyleri ve direng mekanizmalarinin belirlenmesi
amaglanmustir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Neoseiulus californicus popiilasyonlarinin
toplanmasi ve yetistirilmesi

Caligmanin ana materyalini 2012 yilinda Isparta
ili Egirdir ve Gelendost ilgelerinden toplanan M.
californicus popiilasyonlar1 olusturmustur (Cizelge
1). Laboratuvara getirilen popiilasyonlar temiz
barbunya bitkileri tiizerine aktarilarak kiiltiire
almmustir. Isparta ili Egirdir ilgesinde bulunan
Meyvecilik Aragtirma Istasyon Miidiirliigiindeki
organik elma bahgesinden 2008 yilinda toplanilarak
Siileyman Demirel Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Bitki Koruma Béliimiinde bulunan iklim odasinda
yetistirilen N. californicus popiilasyonu hassas
poptilasyon olarak kullanilmistir. N. californicus
popiilasyonlari, aver akarlarin beslenmesi amaciyla
yetistirilen 7. wurticae ve barbunya bitkileri
26+1 °C sicaklikta, % 60-65 nem ve 16:8 (A:K)
fotoperiyot kosullarinin saglandig: iklim odalarinda
ve poptlasyonlarin birbirleriyle bulasmalarini
engellemek amaciyla igerisinde su dolu kiivetler
bulunan kafesler igerisinde yetistirilmistir.

Cizelge 1- Elma bahcelerinden toplanan Neoseiulus
californicus popiilasyonlari

Table 1- Neoseiulus californicus populations collected

from apple orchards

Ornegin toplandigi yer Tarih Bitki
Egirdir 27-06-2012 Elma
Eyiipler 27-06-2012 Elma

Gelendost 27-06-2012 Elma
Hassas 14-07-2008 Elma

2.2. Biyoassay ¢alismalart

2.2.1. Toksisite testi

Milbemectin ile yapilan biyoassay calismalarin
tamaminda 0-24 saatlik N. californicus larvalar
kullanilmistir. Ayni dénem avcir akar larvalarini
elde etmek amaciyla, tabani islatilmis pamukla
kapli 9 cm ¢apindaki petriler {izerinde hazirlanan
barbunya yaprak diskleri iizerine 15 adet ergin
avcl akar disisi aktarilmistir. 15 adet hazirlanan
petrilerden 24 saat sonra birakilan yumurtalar temiz
petrilere aktartlmistir. Yumurtalar agildiktan sonra
ayn1 donemdeki avci akar larvalart denemelerde
kullanilmistir. Bu yontemde secilen ilaclar saf su
icinde ¢ozdiiriilerek uygun dozlar hazirlanmistir.
Hazirlanan ilk dozdan itibaren ilag konsantrasyonlar1
% 50 seyreltilerek denemeler 1 kontrol+7 doz, 3
tekerriir olacak sekilde kurulmustur. Nem saglamak
amaciyla islatilmis pamukla kapli 9 cm ¢apindaki
petriler iizerinde yaprak diskler hazirlanmistir.
Yaprak disk tizerine 25 adet 0-24 saatlik avci akar
larvalart binokiiler altinda yumusak uclu firga
yardimiyla aktarilmistir. Petrilere ilaglama kulesinde
1 atm basing altinda yaprak iizerine 2 mL olacak
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sekilde ilag piiskiirtiilmiistiir. Kontrole sadece saf
su uygulanmistir. Ayrica yaprak disk {izerine av
olarak kullanilmak tizere 7. urticae’nin tim yasam
donemlerini igeren bireyler aktarilmistir. Olii-canli
sayimlari 7. glinde yapilmistir. Elde edilen verilerden
yararlanarak farkli avci akar popiilasyonlariin
LC,, degerleri POLO bilgisayar paket programinda
(LeOra Software 1994) hesaplanmistir. Aver akar
poptilasyonlarinin  belirlenen LC,; degerlerinin
hassas popiilasyonun LC, degerine oranlanmasi ile
direng katlar1 bulunmustur.

2.2.2. Sinerjist + ilag ¢calismalari

Sinerjistlerin ilaglar tizerindeki etkilerini belirlemek
amactyla monooksigenaz enzim inhibitorii piperonyl
butoxide (PBO) (2000 pL L) (Van Leeuwen
et al 2004), esteraz enzim inhibitorii S-Benzyl-
0,0-diisopropyl phosphorothioate (IBP) (200 pL
L) (Kim et al 2004) ve GST enzim inhibitorii
diethylmaleate (DEM) (2000 pL L) (Van Leeuwen
et al 2004) sinerjistleri kullanilmistir. Sinerjist+ilag
calismalarinda avci akarin 0-24 saatlik larvalart
kullanilmistir. Denemeler biyoassay c¢aligmalarda
anlatildig1 gibi 1 kontrol+7 doz ve 3 tekerriir olarak
kurulmustur. Sinerjistler 1:1 oraninda aseton:saf
su igerisinde ¢Oziilmiistiir. Hazirlanan sinerjist
cozeltileri ilaglama kulesinde petrilere 1 atm basing
altinda 1 ml olarak piiskiirtiilmustiir. Ayrica yaprak
disk iizerine av olarak kullanilmak iizere 7. urticae
aktarilmistir. Icerisinde avci akar bulunan petriler
24 saat boyunca 26+1 °C sicaklikta % 60-65 nem
ve 16:8 fotoperiyot kosullarinin saglandigi iklim
odalarinda birakilmigtir. Sinerjist uygulamasindan
24 saat sonra hazirlanan ilag soliisyonlarn ile
ilaglama yapilmistir. Kontrolde sadece sinerjist
uygulanmigtir.  Olii-canli  sayimlar1 7. giinde
yapilmistir. Elde edilen verilerden yararlanarak
farklr akar popiilasyonlarimin LC, | degerleri POLO

bilgisayar paket programinda hesaplanmistir.

2.3. Biyokimyasal ¢calismalar

2.3.1. Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) ile

esteraz enziminin incelenmesi

Elektroforez caligmalarinda Goka & Takafuji
(1992), Ay & Giirkan (2005)’nin  yontemleri
uyarlanarak kullanilmigtir. Elektroforez islemi mini
kasetli sistemde (Bio-Rad) % 7.5’Iuk ayirict ve %
3.5’luk yiikleyici jel igeren kesikli dogal elektroforez
metodu kullanilmistir. 5 adet ergin disi birey 50 ul
homojenizasyon tamponunda (% 0.1 Triton X-100
iceren % 32’lik sukroz) igerisinde plastik ezici ile
homojenize edilmistir. Polimerizasyondan sonra
her bir jel hiicresine 10 pl homojenat yiiklenmistir.
Elektroforezde kosturma islemi 150 V’da yaklasik
1.5 saat’de tamamlanmistir. 0.2 M fosfat buffer
(pH 6.5 ve % 1 aseton igeriyor) ile % 0.02 lik
a-naphthyl asetat subsrat soliisyonu hazirlanmistir.
Jel bu ¢ozeltide esteraz enzimi inkiibasyonu igin
30 dk. bekletilmistir. % 0.02’lik a-naphthyl asetat
soliisyonu ile % 0.4 oraninda fast blue BB salt boya
sollisyonu hazirlanmis ve jel bu ¢ozeltide 1 saat
boyanmistir. Boyama islemi bittikten sonra jel %
7’lik asetik asit ¢ozeltisi igerisine alinmis ve 24 saat
sonra goriintiileme cihazinda fotografi ¢ekilmistir.

2.3.2. Neoseiulus californicus 'un toplam esteraz
enziminin kinetik olarak belirlenmesi

Esteraz aktivitesinin kinetik olarak belirlenmesinde
substrat olarak o-—naphtyl acetate ve Stumpf
& Nauen (2002)’in  gelistirdikleri  yontem
kullanilmistir. 20 adet ergin disi 100 pl sodyum
fosfat buffer (0.1M, pH 7.5) (% 0.1 Triton X-100
iceren) iginde homojenize edilmistir. Bu homojenat
10000 g, +4 °C’de ve 5 dk santrifiij edildikten sonra
enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Enzim kaynagi
olarak kullanilan supernatant 10 kez seyreltilmistir.
Mikroplakanin hiicrelerine 25 mL supernatant+25
mL fosfat buffer (0.2 M, pH: 6) konulmustur.
Calisma hiicrelere 200 pL substrat soliisyonunun
eklenmesiyle baglatilmistir. Substrat soliisyonu 30
mg fast blue RR tuzunun 50 mL 0.2 M sodyum

Sinerjistik etki orami= Sinerjistsiz LC,/ fosfat buffer’da ¢6ziilmesi ve bu karigima 500 pL
Sinerjistli LC, 100 Mm o-—naphtyl acetate’in eklenmesiyle elde
210 Tarim Bilimleri Dergisi — Journal of Agricultural Sciences 19(2013) 207-218
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edilmistir. Enzim aktivitesi 23 °C, 450 nm’de 10 dk
stireyle okunmustur.

2.3.3. Neoseiulus californicus 'un glutathion
S-transferaz (GST) enziminin kinetik olarak
incelenmesi

GST enziminin kinetik olarak belirlenmesinde
Stumpf &Nauen (2002)’in gelistirdikleri yontem
kullanilmstir. 30 ergin disi 300 pL Tris HCI buffer
(0.05M, pH:7.5) icinde homojenize edilmistir.
Supernatant 10000 g, +4 °C’de 5 dk santrifijj
edilmistir. 100 pL supernatant, 100 pL 1-chloro-
2,4-dinitrobenzene (CDNB) ve 100 pL reduced
glutathione (GSH)’dan olusan toplam hacim
mikroplaka hiicrelerine konulmustur. CDNB % 0.1
ethanolde hazirlanmis ve final konsantrasyonda
hiicrelerde 0.4 mM CDNB bulunmustur. GSH, Tris
HCI tamponda hazirlanmis ve final konsantrasyonda
hiicrelerde 4 mM GSH bulunmustur. Absorbanstaki
degisim 340 nm, 25 °C’de ve 5 dk’da okunmustur.

2.3.4. Neoseiulus californicus 'un monoksigenaz
(P450) enziminin kinetik olarak incelenmesi

Sitokrom  P450  monooksigenaz  enziminin
belirlenmesinde substrat olarak p-nitroanisole
(PNOD) ve Rose et al (1995) yontemi uyarlanarak
kullanilmistir. 50 adet disi birey 100 mL
homojenizasyon bufferinda (0.05 M Tris-HCI + %
1.15 KCI + 1mM EDTA, pH: 7.7) plastik ezici ile
ezilerek +4 °C 10000 g’de 20 dk santrifiij edilmistir.
Mikroplaka hiicrelerine 45 mL homojenizasyon
buffer + 45 mL supernatant+100 mL 2mM PNOD
eklenerek karigim 30 °C’de 5 dk inkiibe edilmistir.
Reaksiyon mikroplaka hiicrelerine 10 mL 9.6 mM
NADPH eklenerek baglatilmisti. P450 enzim
aktivitesi Versamax kinetic microplate reader’da
(Molecular Devices) 405 nm 30 °C’de 15 dk siireyle
Ol¢lilmiistiir.

2.3.5. Neoseiulus californicus 'un asetilkolinesteraz
(AChE) enziminin kinetik olarak incelenmesi

Asetilkolinesteraz belirlenmesinde Stumpf et al
(2001) yontemi uyarlanarak kullanilmigtir. V.
californicus 'un 50 ergin disisi eppendorf tiip i¢inde
bulunan 500 mL % 0.1 Trion X-100 iceren fosfat

buffer (0.1 M pH: 7.5) iginde plastik ezici ile
homojenize edilmistir. Buz i¢inde 20 dk dokularin
¢oziilmesi beklendikten sonra, homojenat 10 000
g, 4 °C’de ve 5 dk santriflij edilerek elde edilen
supernant enzim kaynagi olarak kullanilmistir.
AChE aktivitesini dlgmek i¢in  mikroplaka
hiicrelerine 100 mL acetylcholine iodide (ATChI),
100 mL 5.5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB)
ve 100 mL enzim soliisyonu konmustur. 300
mL’lik final konsantrasyonunda her bir maddenin
miktar1 0.5 mM olmustur. AChE aktivitesi kinetik
mikroplaka okuyucuda 23 °C de 412 nm’de 20
dakikada ol¢lilmiistiir.

Biyokimyasal ¢aligmalarda, kontrol hiicreleri ise
homojenatsiz olarak okunmustur. Enzim okumalart
en az Ug¢ tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir.
Tiim enzim aktiviteleri Softmax PRO software
programinda analiz edilmis ve sonuclar mOD
min' mg"' olarak verilmistir. Orneklerin toplam
protein miktarlarmin belirlenmesinde Bradford
(1976)’un total protein tayin yontemi kullanilmis
ve Bovine Serum Albumine (BSA) standart
olarak alinmisgtir. Enzim sonuglarindan elde edilen
veriler tek yonlil varyans analizi teknigi ile (One-
Way ANOWA) analiz edilmis ve popiilasyonlar
arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Tukey testi
kullanilmistir (Winer et al 1991).

3. Bulgular ve Tartisma

Bu c¢alismada zararlh kirmizi  Oriimceklerin
onemli ve etkili bir avcist olan N. californicus’un
elma bahgelerinden toplanan popiilasyonlarinin
milbemectin’e karsi direng diizeyleri ve direng
mekanizmalar1  biyoassay ve  biyokimyasal

yontemlerle belirlenmistir.
3.1. Biyoassay sonuglari

3.1.1. Toksisite sonuglart

Isparta ili Egirdir ve Gelendost ilgelerindeki
elma Dbahgelerinden toplanan N. californicus
popiilasyonlarmin milbemectin’e kargt duyarlilik
diizeyleri Cizelge 2’de verilmistir.
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Cizelge 2- Neoseiulus californicus popiilasyonlarinin
milbemectin’e karsi belirlenen LC,, degerleri ve
direnc¢ oranlari

Table 2- Resistance rations and LC levels determined

from  Neoseiulus  californicus  populations  to
milbemectin

LC, (mga.il')

Popiilasyon n Egim+tse (% 95 CL) R
L. 2.45
Egirdir 600 1.35+0.12 187-3.13 7.20
N 2.22
Eytipler 600 1.42+0.11 181271 6.52
Gelendost 600 1.36+0.12 2.50 7.35
’ ’ 1.94-3.15 ’
Hassas 0.34
. 600 1.98+0.21 -
popiilasyon 0.21-0.46

*, Denemede kullanilan birey say1; **, Direng orani

N. californicus popiilasyonlarinda milbemectin’e
karst en yiksek direng oram 7.35 kat ile
Gelendost popiilasyonunda belirlenmistir. Egirdir
popiildsyonunda milbemectin’e karst1 7.20 kat
ve Eyiipler popiilasyonunda ise 6.52 kat direng
belirlenmistir. Hassas popiilasyonla karsilastirildiginda
tarla  popiilasyonlarinin  tamami  milbemectin’e
kargt LC,, degerlerine gore direngli bulunmustur.
Egirdir, Eyiipler ve Gelendost popiilasyonlarinda
7.20, 6.52 ve 7.35 kat direng belirlenmistir. Sato
et al (2005) 342 kat abamectin direngli 7 wrticae
popiilasyonunda milbemectin’e karsi 16.3 kat
capraz direng gelistigini belirlemislerdir. Suh et al
(2006) sera ve elma bahgesinden toplanan 7. urticae
popiilasyonlarinda fenpyroximate ve pyridaben direng
oranlarin1 saptamuglardir. Sokeli et al (2007) Isparta
ili ve ¢evresindeki elma tiretimi yapilan alanlardan
toplanan 7. wurticae popiilasyonlarinda propargite,
chlorpyrifos ve abamectin igin sirasiyla <1.0-1.046,
2.341-40.206 ve <1.0-1.387 kat diren¢ belirlemistir.
Bonafos et al (2007) bag alanlarindan topladiklart
avci akarlar 70 pyri ve A. andersoni popiilasyonlarinin
deltamethrin, lamda-cyhalothrin ve chlorpyrifos-
ethly’e karst orta diizeyden yiiksek diizeye kadar
degisen oranlarda direngli bulmuslardir. Yorulmaz et
al (2010) Isparta elma bahgelerinden topladiklar1 13
adet 7" urticae popiilasyonunda cyhexatin’e kars1 1.24-

3.36 kat, propargite kargt ise 1.23-3.18 kat arsinda
degisen direng tespit etmislerdir. Mugo et al (2011)
chlorpyrifosa karst Euseius kenyae (Swirski & Ragusa)
(Acari: Phytoseiidac)’nun popiilasyonlarinda 1-10
kat arasinda degisen diizeylerde direng bulmuslardir.
Tirello et al (2012) bag alanlar1 ve elma bahgelerinden
toplanan dort fakli  Kampimodromus aberrans
(Oudemans) (Acari: Phytoseiidae) popiilasyonlarinda
1.85-6.83 arasinda degisen katlarda chlorpyrifos
direnci belirlemislerdir. Yorulmaz & Ay (2012) Isparta
ili elma bahgelerinden topladiklari N. californicus’un
8 popiilasyonunda spiromesifen’e kars1 4.35-7.61 kat;
hexythiazox’a kars1 3.75-8.01 kat, ve spirodiclofen’e
kars1 5.07-8.60 kat direng belirlemislerdir. Literatiirde
de yapilan calisma ile benzer sekilde bazi avet
akarlarin tarla kosullarinda bazi pestisitlere karst
direng gelistirebildigi belirtilmektedir. Milbemectin
elma bahgelerinde iki noktali kirmizi Griimcek ve
Avrupa kirmizi 6riimcegine karst 14.06.2012 tarihinde
ruhsat almig ve bu tarihten sonra elma bahgelerinde
uygulanmaya baglanmustir. Bunun yani sira son birkag
yila kadar Isparta ilindeki elma bahgelerinde kirmizi
ortimcek miicadelesi i¢in abamectin kullanilmaktadir
(Sokeli et al 2007). Ozellikle N. californicus’un tarla
popiilasyonlarinda gelisen milbectin direncinin 6nceki
yillarda kullanilan abamectin ile baglantili oldugu
distiniilmektedir. Clinkii abamectin ile milbemectin
arasinda ¢apraz direng gelisimi bulunmaktadir (Sato et
al 2005).

3.1.2. Sinerjist + ila¢ sonuglar

N. californicus popiilasyonlarindamilbemectin+PBO,
milbemectin+IBP ve milbemectintDEM
sinerjistlerinin birlikte uygulanmasi sonucu belirlenen
sinerjistik etki oranlar1 Cizelge 3’de verilmistir.

MilbemectintPBO’nun birlikte uygulanmasi
sonucunda Egiridir popiilasyonunda <1 Kkat,
Eyiipler popiilasyonunda 1.59 kat ve Gelendost
popiilasyonunda ise 1.85 kat sinerjistik etki oranlari

belirlenmistir. Milbemectin+IBP un birlikte
uygulanmast sonucunda tiim popiildsyonlarda
belirlenen sinerjistik etki oranlart  birbirine

yakin bulunmustur (sirastyla Egiridir, Eyiipler
ve Gelendost popiilasyonlar: igin; 1.81, 1.86 ve
1.82 kat). DEM sinerjistinin milbemectin ile
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Cizelge 3- Neoseiulus californicus popiilasyonlarinda milbemectin ve milbemectint sinerjistlerin LC,

degerleri ve sinerjistik etki oranlari
Table 3- LC

50
californicus populations

levels and synergistic effect rates of milbemectin and milbemectin+synergist in Neoseiulus

LC, (mgail)

Popiilasyon n Egim+se (% 95CL) SR
Egirdir 2.45
(Sinerjistsiz) 600 1:35+0.12 1.87-3.13 ;
. . 2.47
Milbemectin + PBO 600 1.87+0.15 192-2.84 0.99
Milbemectin +IBP 600 1.34+0.16 135 1.81
emec R 1.05-1.64 :
. . 1.31
Milbemectin +DEM 600 1.38+0.13 1.01-1.66 1.87
Eytipler (Sinerjistsiz) 600 1.4240.11 2.22 -
yup L e 1.81-2.71
. . 1.39
Milbemectin + PBO 600 1.80+0.15 1.12-1.69 1.59
. . 1.19
Milbemectin +IBP 600 1.46+0.14 0.90-1.51 1.86
Milbemectin +DEM 600 1.24+0.10 146 1.52
emee S 1.03-2.13 :
Gelendost (Sinerjistsiz) 600 1.36+0.12 2.50 -
’ ' 1.94-3.15
. . 1.35
Milbemectin + PBO 600 1.414+0.14 1.02-1.72 1.85
Milbemectin +IBP 600 1.284+0.13 1.37 1.82
emee SO 1.03-1.77 :
. . 1.11
Milbemectin +DEM 600 1.32+0.10 0.90-1.10 2.25

*, Birey sayis1; **, Sinerjistik etki orani

birlikte uygulanmasi sonucunda ise Gelendost
popiildsyonunda 2.25 kat ile en yiiksek sinerjistik
etki orani bulunmustur. Eyiipler popiilasyonunda
1.52 kat ile en disiik sinerjistik etki orant
belirlenirken, Egiridir popiilasyonunda ise 1.87 kat
etki bulunmustur.

3.2. Biyokimyasal sonuglar

Biyokimyasal ¢aligmalar igerisinde N. californicus
popiildsyonlarmin ~ esteraz ~ enzimleri ~ hem
elektroforetik hem de kinetik olarak incelenmistir.
Ayrica N. californicus popiilasyonlarinimn GST,
sitokrom P450 ve AChE enzim aktiviteleri de
kinetik olarak belirlenmistir.

3.2.1. Esteraz, glutathion s-transferaz (gst),
sitokrom p450 monooksigenaz ve asetilkolinesteraz
(ache) enzim aktivitesi sonug¢lar

N. californicus’un hassas Egirdir, Eyiipler ve
Gelendost popiilasyonlarinin esteraz, GST, P450 ve
AChE enzim seviyeleri Cizelge 4’de verilmistir.

Esteraz enzimi Egirdir popiilasyonunda 11.64
mOD min' mg™ protein degeriyle en yiiksek olarak
belirlenmistir. Gelendost popiilasyonunda 10.29
mOD min'! mg™' protein ve Eylipler popiildsyonunda
ise 928 mOD min' mg' protein olarak
belirlenmigtir. Tarla popiildsyonlarmin tamaminda
esteraz enzim seviyesi hassas popiilasyona gore
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Cizelge 4- Neoseiulus californicus popiilasyonlarinin esteraz, GST, P450 ve AChE enzim aktiviteleri

(P<0.05)
Table 4- Esterase, GST, P450 and AChE enzyme activities of Neoseiulus californicus populations (P< 0.05)
Esteraz GST P450 AChE
Popiilasyon  N*  mOD'min'mg ~ N* mOD'min’'mg N*  mOD'min'mg  N*  mOD'min'mg
protein protein protein protein
Egirdir 4 11.64 A™ 4 3.70 A™ 4 0.02 B™ 4 0.01 A™
Eyitipler 4 9.28 A™ 4 3.82A" 4 0.03 B™ 4 0.01 A™
Gelendost 4 10.29 A™ 4 3.12A™ 4 0.05A™ 4 0.02A™
Hassas 4 8.86 B” 4 2.11 B” 4 0.03 B™ 4 0.02 A™
popiilasyon

“, N: tekerriir say1st

**_ Stutunlar yukaridan asagiya incelendiginde ayni harfi iceren ortalamalar istatistiksel olarak dnemli degildir (P<0.05)

yiiksek bulunmus ve istatistiki olarak fakli gruplar
olusturmuglardir (P<0.05) (Cizelge 4). GST enzimi
Egirdir popiilasyonunda 3.70 mOD min! mg’
protein degeriyle en yiiksek oranda belirlenirken,
hassas popiilasyonda ise 2.11 mOD min!' mg!
protein degeriyle en diisiik seviyede belirlenmistir.
GST enzimi bakimindan tarla popiilasyonlarimin
tamam1 ile hassas popiilasyon istatistiki olarak
birbirlerinden farkli  bulunmuslardir (P<0.05)
(Cizelge 4). Egirdir ve Eyiipler popiilasyonlarinda
P450 enzim seviyesi hassas popiilasyonla benzer
bulunmus ve bu ii¢ popiilasyon istatistiki olarak
ayn1 grup igerisinde yer almislardir. P450 enzimi
Gelendost popiilasyonunda 0.05 mOD min' mg!
protein degeriyle en yiiksek seviyede belirlenerek
istatistiki olarak digerlerinden farkli bir grubu
olusturmustur (Cizelge 4). N. californicus’un
tim popiilasyonlarinda AChE enzim seviyesi
birbirlerine benzer bulunarak ayni grup icerisinde
yer almislardir (P<0.05).

N. californicus’un Egirdir, Eyiipler ve Gelendost
popiilasyonlarinda milbemectin+tPBO’nun birlikte
uygulanmast sonucunda sirasiyla <1 kat, 1.59
kat ve 1.85 kat sinerjistik etki belirlenmistir.
Milbemectin’e kars1 7.35 kat ile en yiiksek direng
oranina sahip Gelendost popiildsyonunda P450
monoksigenaz enzim inhibitorii PBO sinerjisti i¢in
1.85 kat ile en yiiksek sinerjistik etki belirlenmistir.
Bunun yami sira Gelendost popiildsyonunda 0.05

mOD min™ mg' protein degeri ile en yiiksek P450
monooksigenaz enzim aktivitesi de bulunmustur.
Egirdir popiilasyonunda PBO ile yapilan ¢aligmalar
sonucunda <1 sinerjistik etki orani belirlenmistir.
Bu popiilasyonda P450 monoksigenaz enzimi
hassas popiilasyonla benzer bulunmustur. Eytiipler
popiilasyonunda ise PBO i¢in 1.59 kat sinerjistik
etki belirlenmis, fakat P450 enzim seviyesi hassas
popiilasyonla benzer bulunmustur. P450 enzimi ve
PBO sinerjisti birlikte disiiniildiigiinde Gelendost
popiilasyonunda milbemectin’e  karsi  gelisen
diren¢te P450 monoksigenaz enziminin etkisi oldugu
disiiniilmektedir. Sato et al (2001) monooksigenaz
inhibitorleri olan piperonyl butoxide ve 2-propynyl
2,3,6-trichlorophenyl’in methidathion direngli A.
womersleyi’de yiiksek derecede sinerjistik etki
gosterdigini ve oksidatif metabolizmasinin arttigini
ortaya koymuslardir. Kim et al (2006) 240 kat
pyridaben direngli 7. wrticae’de fenpyroximate
i¢in 373 kat, acrinathrin igin 329 kat, benzoximate
icin 84 kat direng tespit belirledikleri galismada
PBO’nun pyridaben direnci lizerinde biiyiik etkisi
oldugunu bulmuslardir. Sato et al (2006) 177 kat
methidathiona direngli ve hassas 4. womersleyi’de
monoksigenaz aktivitesinin direngli popiilasyonda

hassas popiilasyona gore 3.60 kat arttigini
belirlemislerdir.

MilbemectintIBP  ile yapilan ¢alismalar
sonucunda N.  californicus’un  tim  tarla
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popiilasyonlarinda sinerjistik etki oranlari birbirine
yakin bulunmustur (1.81-1.86 kat). Esteraz enzim
inhibitori IBP sinerjisti ile yapilan g¢aligmalar
popiilasyonlarda  belirlenen  esteraz ~ enzim
seviyelerini de desteklemektedir. Ciinkii Egirdir,
Eytipler ve Gelendost popiilasyonlarinda belirlenen
esteraz enzim miktarlar1 hassas popiilasyonda
belirlenen enzim miktarlarina gore daha yiiksek
olmus ve istatistiki olarak farkli bulunmustur
(P<0.05). Elektroforez galismalart sonucu dzellikle
Egirdir ve Gelendost popiilasyonlarindan elde
edilen esteraz bantlarimin hassas popiildsyondan elde
edilen bantlara gore daha kalin oldugu belirlenmistir
(Sekil 1).

Sekil 1- Neoseiulus californicus popiilasyonlarinin
esteraz izozimleri

Figure 1- Esterase isozymes of Neoseiulus californicus
populations

Bu sonuglar g6z Oniine alindiginda N
californicus’un  tim tarla  popiilasyonlarinda
milbemectin’e kars1t gelisen direncte esteraz

enziminin rol oynadig1 disiiniilmektedir. Booth et
al (2007) tarla ve laboratuvar kosullarinda, lambda-
cyhalothrin ve dimethoate’nin Rhopalosiphon padi
(L.) (Hemiptera: Aphidoidea) ve afitin predatorii
olan Micromus tasmaniae Walker (Neuroptera:
Hcemerobidaee) iizerine etkilerini  arastirdiklari
calismada kolinesteraz enzimi dimethoate direncini
etkilerken; GST enziminin lambda-cyhalothrin ve
dimethoate iizerine etkisi olmadig1 belirlemislerdir.
Sayyed et al (2010) 896 kat deltamethrin direngli
Chrysoperla carnae (Neuroptera: Chrysopidae)
popiilasyonunda esteraz ve monoksigenaz enzim
seviyelerinin arttigini belirlemislerdir.

GST enzim inhibitérii DEM  sinerjisti ile
yapilan caligmalar sonucunda milbemectin’e karsi
7.35 kat ile en yiiksek diren¢ oranma sahip olan
Gelendost popiilasyonunda 2.25 kat ile en yiiksek
sinerjistik etki belirlenmistir. Egirdir ve Eyiipler
popiilasyonlarinda da 1.87 ve 1.52 kat ile DEM
sinerjisti i¢in yiiksek sinerjistik etkiler bulunmustur.
Bunun yam sira Egirdir, Eyiipler ve Gelendost
popiilasyonlariin tamaminda GST enzim seviyesi
hassas popiilasyona gore yiliksek bulunmus ve
istatistiki olarak farkli gruplarla ifade edilmislerdir
(P<0.05). Fournier et al (1987) Phytoseiulus
persimilis (Acari: Phytoseiidae)’in demethidathion
direnci iizerinde yalnizca GST enziminin etkili
oldugunu bulmuslardir. Pottelberge et al (2009) 274
kat spirodiclofen direncli 7. urticae popiilasyonunda
P450 monoksigenaz, esteraz ve GST enzimlerinin
direng¢ gelisiminde rol oynadigini belirlemislerdir.
Yorulmaz & Ay (2009) seleksiyon sonucu 35.05
kat abamectin direnci gelistirilen 7. wrticae
popiilasyonunda GST ve P450 monooksigenaz
enzimlerinin etkili oldugunu belirlemislerdir.

Neoseiulus californicus’un  Egirdir, Eytipler
ve Gelendost popiilasyonlarinda belirlenen AChE
enzim seviyeleri hassas popiilasyonda belirlenen
AChE enzim seviyesi arasinda istatistiki olarak
bir farkliik bulunmamisti. Bu durumda avci
akarin tarla popiilasyonlarinda gelisen milbemectin
direnci iizerine AChE enziminin bir etkisi olmadigt
sOylenebilir. Ancak kesin bir ifade i¢gin AChE enzim
inhibitorli olan sinerjistlerle ¢alisma yapilmasimin
faydali olacagi diisiiniilmektedir. Anber and
Overmeer (1988) A. andersoni’de substrat olarak
acetylthiocholine kullanarak S ve A irklarinda 0.71
ve 0.35 kat asetilkolinesteraz enzimi belirlemislerdir.
Kumral et al (2011) P ulmi ve avcis1 Stethorus
gilvifrons (Mulsant) (Coleoptera: Coccinellidae)’da
parathion-methyl direnci, karboksilesteraz enzim
seviyesi ve AChE hassasiyetini benzer bulmuslar
ve Stethorus gilvifrons’un tarla kosullarinda ilaclara
kars1 direng gelistirebilecegi belirtilmistir.

3.2.2. Poliakrilamid jel elektroforez sonuglar

N. californicus popiilasyonlarimin esteraz enzimleri
poliakrilamid  jel  elektroforez  yontemiyle
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belirlenmis ve bantlar Sekil 1°de verilmistir. N.
californicus’un  tim  popiilasyonarinda esteraz
enzimleri tek banttan olustugu belirlenmistir. Hassas
popiilasyona ait bantlara Eytipler popiilasyonuna ait
bantlar benzerlik gostermistir. Egirdir ve Gelendost
popiilasyonuna ait bantlarin kalinliklari ise hassas
popiilasyona ait bant kalinliklarindan biraz daha
yogun oldugu gézlemlenmistir.

4. Sonuclar

Sonug olarak, bu calismada N. californicus’un
tarla popiilasyonlarinin milbemectin’e karst direng
gelisimleri biyoassay ve biyokimyasal yontemlerle
incelenerek diren¢ mekanizmalar1 belirlenmeye
caligtlmistr. Ozellikle kirmizi ortimcek
miicadelesinde uzun yillardan beri abamectin
kullanilan elma bahgelerinde  milbemectin’e
kars1 belirlenen direngte abamectin’in sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii abamectin ve
milbemectin ayn1 grup igerisinde yer alan ve
aralarinda ¢apraz diren¢ gelisimi belirlenen
akarisitlerdir. Bu nedenle milbemectin’in de uzun
siire kullanimlarinda abamectin benzeri zararli
ve dogal diisman popiilasyonlar: iizerinde direng
gelisimine neden olacagi diistiniilmektedir. Bu
tir ¢aligmalarin yapilarak olast sonuclarin ortaya
konmasi1 ileride entegre miicadele programlari
icerisinde hem milbemectin direngli zararlilarin
miicadelesinde hem de direngli dogal diigmanlarin
kullaniminda fayda saglayacaktir. Avci akarin
tarla  popiilasyonlarinda  milbemectinre  karst
direng gelisiminden tek bir enzim aktivitesinin
sorumlu olmadigi, esteraz, P450 monooksigenaz
ve GST enzimlerinin degisik oranlarda direng
gelisimine katildig1  diisiiniilmektedir. Ilaglarin
dogal diigmanlar {izerindeki yan etkilerinin yani
sira predatdr ve parazitoidlerin bazi kimyasallara
karsi diren¢ kazandigi bilinmektedir. Ciinki
yogun ila¢ uygulanan alanlarda bulunan dogal
dismanlar hedef olmamalarina ragmen uygulanan
kimyasallardan dolayli olarak etkilenmektedir.
Bir sekilde ilaglara karsi direng kazanan dogal
diismanlarin 6zellikle direng ydnetim programlari
icerisinde kullanilabilecegi diigiiniilmektedir (Sato
et al 2000). Ayrica yapilan bu ¢alisma, aver akar V.

californicus’da milbemectin diren¢ mekanizmasinin
belirlenmesi adina diinyada ve lilkemizde yapilan ilk
¢alisma olmasi yoniinden de 6nem kazanmaktadir.
Bu tiir ¢aligmalar N. californicus’da ilerde yapilacak
olan diger c¢alismalara da altyapt hazirlamasi
yoniinden fayda saglayacagi disiiniilmektedir.
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