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Predator akar Neoseiulus californicus (McGregor) (Acari:
Phytoseiidae)'un dort farkh popiilasyonunun spirodiclofen,
hexythiazox, etoxazole karsi direng¢ diizeyleri ve direng
mekanizmalarinin belirlenmesi’

Sibel YORULMAZ SALMAN?, Fatma AYDINLI? Recep AY?

Resistance levels and resistance mechanisms of four different
populations of the predatory mite Neoseiulus californicus (McGregor)
(Acari:Phytoseiidae) against spirodiclofen, hexythiazox and etoxazole

Abstract: In this study, the sensitivity levels of Neoseiulus californicus (McGregor)
(Acari: Phytoseiidae) populations collected from apple orchards in Isparta province in 2013
to spirodiclofen, hexythiazox and etoxazole were determined by means of bioassay. The
LCsp values of N. californicus populations were determined with the leaf disk method and a
spray tower. In the populations of N. californicus collected from apple orchards in Gonen,
Esinyurt, Gelendost and Agilkéy towns, 6.36-, 7.52-, 5.12- and 6.57-fold resistance to
spirodiclofen was found, respectively; 7.75-, 8.02-, 5.23- and 8.06-fold resistance to
hexythiazox was found, respectively; and 11.47-, 13.31-, 6.59- and 11.75-fold resistance to
etoxazole was found, respectively. Furthermore, the effects of the synergists PBO, IBP and
DEM were studied in N. californicus populations. The results for the synergistic effects of
PBO, IBP and DEM were <1-1.37, 1.02-1.35 and <I-fold, respectively, for the Gonen
population; <1-1.26, 1.23-1.33 and <1 fold, respectively, for the Esinyurt population; <1,
<1-1.01 and <1fold, respectively, for the Gelendost population; and <1-1.05, 1.02-1.72 and
<1 fold for the Agilkdy population. In the populations of N. californicus, glutathion S-
transferase (GST) and monooxygenase (P450) enzymes were identified with the kinetic
method and the esterase enzyme was identified through electrophoresis and the kinetic
method. The enzyme activities of esterase, glutathione S-transferase (GST) and
monooxygenase (P450) were 8.98-11.05, 2.05-2.62 and 0.0239-0.0426 mOD min™ mg *
protein, respectively.

Keywords: Neoseiulus californicus, acaricide, resistance, synergist, detoxification enzymes

Ozet: Bu caligmada, Isparta ili elma bahgelerinden 2013 yilinda toplanan Neoseiulus
californicus  (McGregor) (Acari: Phytoseiidae) popiilasyonlarinin  spirodiclofen,
hexythiazox ve etoxazole kars1 duyarlilik diizeyleri biyoassay yontemlerle belirlenmistir. N.
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californicus popiilasyonlarinin LCsq degeri ilaglama kulesi kullanilarak yaprak disk metodu
ile bulunmustur. 2013 yilinda elma bahgelerinden toplanan N. californicus'un Gonen,
Esinyurt, Gelendost ve Agilkdy beldelerinden toplanan popiilasyonlarinda spirodiclofen'e
kars1 sirasiyla 6.36, 7.52, 5.12 ve 6.57 kat; hexythiazox’a kars1 7.75, 8.02, 5.23 ve 8.06 kat
ve etoxazole kars1 11.47, 13.31, 6.59 ve 11.75 kat diren¢ belirlenmistir. Ayrica N.
californicus popiilasyonlarinda PBO, IBP ve DEM sinerjistlerinin akarisiler ile sinerjistik
etkileri incelenmistir. PBO, IBP ve DEM sinerjistik etki sonuglar1 Gonen popiilasyonu i¢in
<1-1.37 kat, 1.02-1.35 kat ve <1 kat; Esinyurt popiilasyonu i¢in <1-1.26 kat, 1.23-1.33 kat
ve <1 kat; Gelendost popiilasyonu i¢in <1, <I-1.01 ve <1 kat; Agilkdy popiilasyonu i¢in
<1-1.05 kat, 1.02-1.72 kat ve <l kat degerleri arasinda belirlenmistir. N. californicus
popiilasyonlarinda glutathion S-transferaz (GST) ve monooksigenaz (P450) enzimleri
kinetik yontemle, esteraz enzimi elektroforez ve kinetik yontemlerle belirlenmistir. Esteraz,
glutathion S-transferaz (GST) ve monooksigenaz (P450) enzim aktiviteleri sirasiyla 8.98-
11.05, 2.05-2.62 ve 0.0239-0.0426 mOD min™ mg ™ protein olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Neoseiulus californicus, akarisit, direng, sinerjist, detoksifikasyon
enzimleri

Giris

Phytoseiidae familyasi igerisinde yer alan avci akar tiirleri de seralarda, bag
alanlarinda, meyve ve turunggil bahgelerinde, zararli akar tiirlerini baski altina
alabilmektedir (Castognoli & Falchini 1993; Sekeroglu & Kazak 1993; Kazak et al.
2002; Gotoh et al. 2006). Bu familya igerisinde bulunan N.californicus zararl
kirmizidriimeeklerin kontroliinde kullanilan etkin bir avci akar tiiriidiir (Castagnoli
& Simoni 1999; Cakmak et al. 2009; Kustutan & Cakmak 2009). Phytoseiidae
familyasi icerisindeki predatdr akar tiirleri habitat ve besin segiciligine gore tip I,
Il, III ve IV olarak simiflandirilmaktadir (McMurtry & Rodrigues 1987; Luh &
Croft 2001; Croft et al. 2004). N. californicus Tetranychus urticae
(Acari:Tetranychidae) disinda alternatif besin ve pollenle beslenerek yasamini
stirdiirebilmesi dolayisiyla tip II sinifi icerisinde yer almaktadir (McMurtry & Croft
1997) Ayrica N. californicus'un diisiik nem ve yiiksek sicaklik gibi iklim sartlarina
tolerensi diger predator akarlara gore daha fazladir (Stenseth 1979; Palevsky et al.
1999; Zhang 2003; Alzoubi & Cobanoglu 2008). N. californicus’un gesitli
iilkelerde ticari irklarinin bulunmasinin yani sira Avrupa, Giliney Afrika, Dogu
Asya, Kuzey ve Giiney Amerika gibi iilkelerde de dogal popiilasyonlar
bulunmaktadir (Canlas et al. 2006). N. californicus’un dogal popiilasyonu,
Tiirkiye’de ilk kez Aydin’in Kusadasi ilgesinde cilek, seftali, fasulye ve biber
iizerinden bulunmustur (Cakmak & Cobanoglu 2006). Daha sonraki yillarda
Isparta’da bulunan elma bahgelerinde de N. californicus varligi tespit edilmistir
(Yorulmaz & Ay 2012).

Diinyada tarimsal {iretim alanlar1 icerisinde hastalik ve zararlilarla miicadelede
pestisit kullanilmasi kaginilmazdir (Dekeyser 2005). Ancak zararli miicadelesi igin
yogun pestisit kullanilan alanlarda bulunan Phytoseidaee familyasi igerisindeki
avcl akar tiirleri de dolayli olarak kimyasallardan etkilenmektedir. Uygulanan



Yorulmaz Salman et al. 83

pestisitlerin aver akarlar iizerinde yan etkileri olabilecegi gibi, zaman zaman bu
tiirlerin pestisitlere karsi tarla ve laboratuar kosullarinda direng gelistirdikleri de
bilinmektedir (Sato et al. 2000; Auger et al. 2005; Bonafos et al. 2007; Tirello et al.
2012). Baz1 pestisitlere kars1 direng gelistiren dogal diismanlarin ilerde entegre
miicadele programlar1 igerisinde kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir. Ciinkii
entegre miicadelenin igerisinde yer alan pestisit diren¢ yOnetim programlarinda
zararl tiirlerde direng gelisimi istenmezken; dogal diismanlarin pestisitlere karsi
dayanikli olmalar1 istenmektedir (Dunley et al. 1991).

Spirodiclofen tetronik asit tiirevleri igerisinde bulunan selektif, sistemik
olmayan son donemde yaygin olarak kullanilan bir akarisittir (Van Pottelberge et
al. 2009). Bu akarisit zararhlarda lipid biyosentezini engelleyerek ve
karboksilesteraz enzim aktivitesini inhibe ederek etki goOstermektedir
(Bretschneider et al. 2007). Hexytihazox thiazolidine grubu icerisinde yer alan ve
kirmiziériimeeklerde ergin 6ncesi dénemlerde etkili olan bir akarisittir (Sanatgar et
al. 2011). Bu akarisit zararlida biliyime ve iireme engelleyici olarak goérev
yapmasinin yani sira, entegre miicadele programlari icerisinde kullanilabilmektedir
(Yamamoto et al. 1996). Etoxazole’un ise deri degistirmeyi kisitlayici ve zararlida
kitin biyosentezini engelleyici bir etkisi bulunmaktadir (Nauen &Smagghe 2006).
Spirodiclofen, hexythiazox ve etoxazole akarisitleri diinyada ve iilkemizde
kirmizi6riimeek miicadelesinde yaygin olarak kullanilan akaristlerdir. Bu nedenle
iiretim alanlar igerisinde bulunan predator akarlarin da yogun olarak kullanilan bu
akarisitlere kars1 direng gelistirmelerinin olas1 bir durum oldugu diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada, predator akar N. californicus popiilasyonlarinda tiretim alanlar
igerisinde zararli kirmizidriimcek miicadelesinde yaygin kullanilan spirodiclofen,
hexythiazox ve etoxazole karsi gelisen direncin bioassay ve biyokimyasal
yontemlerle belirlenmesi amacglanmistir. Ayrica ¢aligmada direngle ilgili olarak
akarisitlerin etkinliklerini artiran sinerjistik c¢alismalar ve detoksifikasyon
enzimlerinin de etkileri de incelenmistir.

Materyal ve yontem

Neoseiulus californicus popiilasyonlariin toplanmasi ve iiretilmesi

Calismanin ana materyalini 2013 yilinda Isparta ili ve ilgelerinde bulunan elma
bahgelerinden toplanan dort farkli N. californicus popiilasyonlari olusturmustur
(Cizelge 1). Laboratuara getirilen popiilasyonlar {izerinde avci akarlar igin besin
olarak T. urticae bireyleri bulunan barbunya bitkileri lizerine aktarilarak kiiltiire
alimmstir. Isparta ili Egirdir ilgesinde bulunan Meyvecilik Arastirma Istasyon
Miidiirligiindeki organik elma bahgesinden 2008 yilinda toplanilarak Siileyman
Demirel Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimiinde bulunan iklim
odasinda yetistirilen N. californicus popiilasyonu hassas popiilasyon olarak
kullanilmigtir. Hassas N. californicus popiilasyonun 2008 yilindan giiniimiize kadar
higbir pestisite maruz kalmadan iklim odasinda yetistirilmektedir. N. californicus
popiilasyonlari, avcr akarlarin beslenmesi amaciyla yetistirilen T. urticae ve
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barbunya bitkileri 261 °C sicaklikta, %60-65 nem ve 16:8 (A:K) fotoperiyot
kosullarinin  saglandigr iklim odalarinda ve popiilasyonlarin birbirleriyle
bulagmalarin1 engellemek amaciyla icerisinde su dolu kiivetler bulunan kafesler
igerisinde yetistirilmistir.

Cizelge 1. Elma bahgelerinden toplanan Neoseiulus californicus popiilasyonlari

Table 1. Neoseiulus californicus populations collected from the apple orchars

Ornegin toplandig yer Tarih

Gonen 12-06-2013
Esinyurt 12-06-2013
Gelendost 12-06-2013
Agilkoy 12-06-2013

Biyoassay calismalar:

Toksisite testi

Calismada kullanilan akarisitlerin kirmizi oriimceklerde ergin Oncesi donemde
etkili olmalar1 sebebiyle, biyoassay c¢aligmalarin tamaminda 0-24 saatlik ayni
dénem N. californicus gen¢ dénemleri kullanilmistir. Ayn1 dénem avci akar geng
donemlerini elde etmek amaciyla, tabani 1slatilmis pamukla kaplt 9 cm ¢apindaki
petriler iizerinde hazirlanan 3 c¢cm barbunya yaprak diskleri {izerine 15 adet ergin
avci akar disisi aktarilmigtir. Aver akarlarin kagmasini engellemek amaciyla yaprak
disklerin etrafi Tangle Trap yapiskani ile ¢evrilmistir. Bu yaprak diskler iizerine
disiler tarafindan 24 saat sonra birakilan yumurtalar temiz petrilere aktarilmistir.
Yumurtalar agildiktan sonra gen¢ donemdeki avci akarlar tiim biyoassay
denemelerde kullanilmistir. Toksisite denemelerinde ise, nem saglamak amaciyla
tabani 1slatilmig pamukla kapli 9 cm. ¢apindaki petriler iizerinde yaprak diskler
hazirlanmigtir. Yaprak disk iizerine 25 adet 0-24 saatlik avcr akarin geng donemleri
binokiiler altinda yumusak uglu firga yardimiyla aktarilmistir. Bu yontemde segilen
akarisitlerin tarla uygulama dozlar1 dikkate alinarak ilk konsantrasyonlar
hazirlanmistir. Hazirlanan ilk konsantrasyondan itibaren akarisit konsantrasyonlari
% 50 seyreltilerek denemeler 1 kontrol+7 doz ve her doz 3 tekerriirden olusacak
sekilde kurulmustur. Petrilere ilaglama kulesinde 1 atm basing altinda yaprak
iizerine 2 ml olacak sekilde akarisit konsantrasyonlar1 piiskiirtiilmiistiir. Kontrole
sadece saf su uygulanmistir. Ayrica yaprak disk {izerine avci akarin av ihtiyacini
karsilamak tizere T. urticaemin tim yasam donemlerini igeren Dbireyler
aktarilmigtir. Toksisite denemelerinde avci akarlarda 6lii-canli sayimlar1 7. giinde
yapilmigtir. Elde edilen verilerden yararlanarak farkli N. californicus
popiilasyonlarinin LCsy degerleri POLO bilgisayar paket programinda (LeOra
Software 1994) hesaplanmistir. Calismada kullanilan her akarisit i¢in avel akar
popiilasyonlarinin belirlenen LCs degerlerinin hassas popiilasyonun LCsy degerine
oranlanmasi ile direng katlar1 bulunmustur.



Yorulmaz Salman et al. 85

Sinerjist + ila¢ calismalar
Sinerjistlerin  akarisit etkinligi tiizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla
monoksigenaz enzim inhibitdrii piperonyl butoxide (PBO) (2000ul/1) (Leeuwen et
al. 2004), esteraz enzim inhibitori S-Benzyl-O,0-diisopropyl phosphorothioate
(IBP) (200 pl/l) (Kim et al. 2004) ve GST enzim inhibitorii diethylmaleate (DEM)
(2000ul/1) (Leeuwen et al. 2004) sinerjistleri kullanilmistir. Sinerjist denemeleri
yukarida toksisite caligmalarda anlatildign sekilde yapilmustir. Sinerjistler 1:1
oraninda aseton:saf su igerisinde ¢Oziilmiistiir. Hazirlanan sinerjist ¢ozeltileri
ilaglama kulesinde petrilere 1 atm basing altinda 1 ml olarak piiskiirtiilmiistiir.
Kontrol grubuna akarisit uygulamasi yapilmamis, yalnizca sadece sinerjist
uygulanmustir. Sinerjist uygulamasindan Kontrol grubu disindaki 7 doz grubuna ise
24 saat sonra hazirlanan akarisit konsantrasyonlar1 ile ilaglama yapilmistir.
Icerisinde avci akar bulunan petriler 26+1 °C sicaklikta % 60-65 nem ve 16:8
fotoperiyot kosullarinin saglandigi iklim odalarinda 7 giin boyunca birakilmistir.
Olii-cal1 sayim1 yapilacak olan 7. giiniin sonuna kadar avci akarlara besin olarak T.
urticae bireyleri verilmistir.

Sinerjistik etki orani= Sinerjistsiz LCso / Sinerjistli LCsy formiilii kullanilarak
hesaplanmustir.

Biyokimyasal ¢calismalar

Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) ile esteraz enziminin incelenmesi
Elektroforez ¢alismalarinda Goka & Takafuji (1992), Ay & Giirkan (2005)’1in
yontemleri uyarlanarak kullanilmistir. Elektroforez islemi i¢in mini kasetli
sistemde (Bio-Rad) % 7.5’luk ayirici ve % 3.5’luk yiikleyici jel igeren kesikli dogal
elektroforez metodu kullanilmistir. 5 adet aynmi yastaki ergin avci akar digisi 50 pl
homojenizasyon tamponunda (% 0.1 Triton X-100 iceren % 32’lik sukroz)
icerisinde plastik ezici ile homojenize edilmistir. Polimerizasyondan sonra her bir
jel hiicresine 10 pul homojenat yiiklenmistir. Elektroforezde kosturma islemi 150
V’da yaklagik 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 i¢in 30 dk bekletilmistir. % 0.02’lik o-
naphthyl asetat soliisyonu ile % 0.4 oraninda fast blue BB salt boya soliisyonu
hazirlanmig ve jel bu ¢ozeltide 1 saat boyanmistir. Boyama islemi bittikten sonra
jel % 7’lik asetik asit ¢Ozeltisi igerisine alinmig ve 24 saat sonra goriintilleme
cihazinda fotografi ¢ekilmistir.

Neoseiulus californicus’un toplam esteraz enziminin kinetik olarak
belirlenmesi

Esteraz aktivitesinin kinetik olarak belirlenmesinde substrat olarak a—naphtyl
acetate ve Stumpf & Nauen (2002)’in gelistirdikleri yontem kullanilmistir. 20 adet
ayni yastaki ergin avci akar disisi 100 pl sodyum fosfat buffer (0.1M, pH 7.5) (%
0.1 Triton X-100 igeren) i¢inde homojenize edilmistir. Bu homojenat 10000 g, +4
°C’de ve 5 dk santrifiij edildikten sonra enzim kaynagi olarak kullanilmigtir. Enzim
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kaynagi olarak kullanilan supernatant 10 kez seyreltilmistir. Mikroplaka
hiicrelerine 25 pl supernatant +25 pl fosfat buffer (0.2 M, pH:6) konulmustur.
Calisma hiicrelere 200 ul substrat soliisyonunun eklenmesiyle baslatilmigtir.
Substrat soliisyonu 30 mg fast blue RR tuzunun 50 ml 0.2 M sodyum fosfat
buffer’da ¢oziilmesi ve bu karisigma 500 pl 100 Mm o —naphtyl acetate’in
eklenmesiyle elde edilmistir. Enzim aktivitesi 23 °C, 450 nm’de 10 dk siireyle
okunmustur.

Neoseiulus californicus’un glutathion S-transferaz (GST) enziminin
kinetik olarak incelenmesi

GST enziminin kinetik olarak belirlenmesinde substrat olarak 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB) ve Stumpf & Nauen, (2002)’in gelistirdikleri yontem
kullanilmigtir. 30 adet ayn1 yastaki ergin aver akar disisi 300 pl Tris HCL buffer
(0.05M, pH:7.5) i¢inde homojenize edilmistir. Supernatant 10000g, +4 °C’de 5 dk
santrifiij edilmigtir. 100 pl supernatant, 100 pl 1-chloro-2,4-dinitrobenzene
(CDNB) ve 100 ul 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 HCL
tamponda hazirlanmis ve final konsantrasyonda hiicrelerde 4 mM GSH
bulunmustur. Absorbanstaki degisim 340 nm, 25 °C’de ve 5 dk’da okunmustur.

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 ayni yastaki ergin avci akar disi birey 100 pl homojenizasyon buffer’da (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 pL
homojenizasyon buffer + 45 uL supernatant+100 uL 2mM PNOD eklenerek
karisim 30 °C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Reaksiyon mikroplaka hiicrelerine 10 pL
9.6 mM NADPH eklenerek baslatilmistir. P450 enzim aktivitesi Versamax kinetic
microplate reader’da (Molecular Devices) 405 nm 30 °C’de 15 dk siireyle
Olglilmiistiir.

Biyokimyasal ¢alismalarda, kontrol hiicreleri ise homojenatsiz olarak
okunmustur. Enzim okumalar1 dort tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Tiim
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 kullanilmis ve
Bovine Serum Albumine (BSA) standart olarak alinmistir. Enzim sonuglarindan
elde edilen veriler tek yonlii varyans analizi teknigi ile (One-Way ANOVA) analiz
edilmis ve popiilasyonlar arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Tukey testi
kullanilmistir (Winer et al. 1991).
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Bulgular ve tartisma

Toksisite sonuclar:

Gonen, Esinyurt, Gelendost, Agilkdy ve hassas N. californicus popiilasyonlarinin
spirodiclofen, hexythiazox ve etoxazole karsi duyarlilik diizeyleri Cizelge 2'de
verilmigtir. N. californicus popiilasyonlarinda spirodiclofen’e karst 5.12-7.52 kat
arasinda direng oranlart belirlenmistir. Spirodiclofen’e karsi ile en yiiksek direng
Esinyurt popiilasyonunda (7.52 kat), en az direng ise Gelendost popiilasyonunda
(5.12 kat) bulunmustur. N. californicus popiilasyonlarinda hexythiazox’a karsi
5.23-8.06 kat arasinda degisen oranlarda direng belirlenmistir (Cizelge 2).
Hexythiazox’a karst en yiiksek direng Agilkdy popiilasyonunda (8.06 kat), en az
diren¢ Gelendost popiilasyonunda (5.23 kat) bulunmustur. N. californicus
popiilasyonlarinda etoxazole kars1 6.59-13.31 kat arasinda degisen direng oranlari
bulunmustur. Etoxazole kars1 en yiiksek direng orani Esinyurt popiilasyonu (13.31
kat), en az direng oranit ise Gelendost popiilasyonunda (6.59) bulunmustur.
Literatiirde bazi1 predator akar tiirlerinin de tarla ve laboratuar popiilasyonlarinin
bazi pestisitlere kars1 direng gelistirdigi goriilmektedir. Sato et al. (2000) labaratuar
kosullarinda methidathion ile 4 kez selekte ettikleri Amblyseius womersleyi
Schicha (Acari:Phytoseiidae)'de 311 kat direng gelistigini belirlemislerdir. Nauen
et al. (2001) T. urticae'de 1000 kat hexythiazox ve clofentezine direnci
belirlemislerdir. Rauch & Nauen (2003) T. urticae'de spirodiclofen ile 37
seleksiyon sonrast 13 kat direng gelistigini belirlemislerdir. Ozellikle N.
californicus'un avi olan T. urticae'de hexythiazox ve spirodiclofen'e karsi direng
gelisimi yapilan ¢alismalarla belirlenmistir. N. californicus ve T. urticae'de
akarisitlere karsi gelisen direngte aynm1 mekanizmalarin etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Auger et al. (2005) Typhlodromus pyri Scheuten
(Acari:Phytoseiidae)'de mancozeb ile 10 seleksiyon sonrast 73 kat direng gelistigini
bulmuslardir. Bonafos et al. (2007) bag alanlarindan topladiklar1 avci akarlar T.
pyri ve Amblyseius andersoni (Acari:Phytoseiidae) popiilasyonlarinin deltamethrin,
lamda-cyhalothrin ve chlorpyrifos-ethly’e karsi orta diizeyden yiiksek diizeye kadar
degisen oranlarda direngli bulmuslardir. Mugo et al. (2011), chlorpyrifosa karsi
Euseius kenyae (Acari: Phytoseiidae)’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
topladiklart N. californicus'un 8 popiilasyonunda spiromesifen’e kars1 4.35-7.61
kat; hexythiazox’a karsi 3.75-8.01 kat, ve spirodiclofen’e kars1 5.07- 8.60 kat
direng belirlemislerdir. Spirodiclofen, hexythiazox ve etoxazole zararl
kirmiziériimeeklerin miicadelesinde yaygin kullanilan akaristlerdir.



Neoseiulus californicus 'a akarisitlerin etkisi

88

welo Suan(.,,

1s14es A2Xq UR[IUR[IY] 2PIWSUIP U,

SH1-660 0P€9°T 6LT-T8'1T oisendod

g T1 P OFPL'T = 6T€ ET0709°T = 8T'T PTOFPL'T 009 SesseH
SELT-1T 0T TI'€E-L8°0T L L9°8T-06'TT

SLTT Tyl TIOFLP'T 908 7807 ET°0F6P'T S0 00°ST ET0FPET 009 Loynsy
85°6-75°9 YUITLSET 4 OLST-S0'8

65°0 86°L ST'0¥98°T €TS 1TLT ST'OFIL'T TS 69°TT PI0FTS'T 009 Jsopusen
88°61-96'TT 18°7€-L6°0T CETTIPET

I€ET 1191 roFov'T 708 0¥°9T ET0F8P' T TS'L STLT IT0F1ITT 009 yndursg
8S°LT-89°0T 86'T€-88°61 9 LOST-0S'TT

LY'TT 88°€T E0FPP'T SLL TE'ST PIOFSS'T €90 IS¥1 TI0FST'T 009 usugs)
(UeTqRLE T2409) (uepqiese 2un9) (Lepyese BiD)

P 1o/ %5)71 asFunsy | ™o/ 05T asTunsy 3 T o1/ 95D asrundy Ju uoisemdog

3jozexoa XOZETPAXAY u3jopdrpoands

suonemdod snoLiofijpa snnasoaNT A 2[0ZexX0l2 “XOzeIpRAXaY ‘wajopiponds jsweSe paummualep s[2a] 05T pue opelr 2duelsisay T S[qEL
ueURIO Suamp 2A 132pafap 95T uauapmaq ¥y sjozexole 2a xozenpixay ‘uajopiponds urunreuoisemdod snonwofijpo snniasoa "7 ABRU)



89

Yorulmaz Salman et al.

TUEIO B33 sILRS 1S,

1574Es A2Nq UB[UE[Y SpAWLUP U .

8 AT 8 TIE9TC : S O0T
Le0 ¢t wosezr 50 e worer %0 st SIOFEYT 009 WaaQ
0 cozrrol - - Lortst o 70T 601.T9 -
&€l €I0%0r T reT CrovosT L8 T0sTFT 009 agi
. PSITT 2 L3TEIT 96186
060 st I 434 srozot 00 car 110%0CT 009 ogd
- £L1T01 - TEE80T ) 981611 (@sisiaurg)
1l TOFLF1 ot TORSH 0¢t TUORSHT 009 LoxpEy
e s .
6o T - 6 cre o 56 Fs -
s ToF6rl 01 EUORHTL 811 SUOROFT 009 WEa
coI6¢ €0TL ST THLO0T
01 00T L6°0
g 6L PLOTYT " el T0%6ST 0Tt TOFIST 009 agi
’ €799 . FITTS ; rerLL
e 0 oressrt 100 1S aesrr 00 44 STOFLOT 009 0gd
- gec9 - TITsel N LS10'8 (@sistiauig)
6L SI0%98'1 T SIORILT 91l LI0F08'T 009 3s0pu2pD
€31C01 V6T T T €0TT el
66" L6 60
o 191 TR i §9C €TOFECT 0’81 I0FIFT 009 Waa
L6IST 9TTT S CCIis
: ¥
st el ToTsyl et e wosser xa TR 009 adi
ori 6TC6El o - STt - 650 Foreal o
911 FIORIST 602 TWOFECT gLl PIORICT 009 ogd
. §61-6T1 . §TEE0C ’ cIerel (@sisibaug)
191 (455! ¥oT CI0FsH T PIOFIST 009 wmAursg
2 [ETEaT 2 96TF T ° 98I F 1l
860 01 aosgr 00 09T acert 00 861 TORTET 009 waa
set ITeTe o S Lerst L —_— 69176 -
To €IO%6rT 43¢ WoTTH T Tl TORLET 009 ad
TS s £5T9°0T $81-€01
Lot 001 erosscr 00 8T wosegr 90 cer T0TFT 009 ogd
- SLI901 - 61861 B} 08I (@sisilsaun)
8¢l EUOFHT g5t PIOFSCT Stl TUORYT 009 uauon
(LerqIELE T2i05) e (Leryese 2ano) o (LeTqTELE T2i0D) 2 i
N asiun3 » asFu3 s N asymn3 M uoisen
<% quooumi 0531 1 I ooy %1 - I qmooumi 501 1 e
3[ozexoly X0ZENPAXaH uajopdIpoaldg

smoneiafipps snnissos)r Jo suonemdod 01151E12UAS B INOYIM PUE Uik SIPIOUEIE JO ONEIISIEIAUAS PUE s[aad] %5)7 g AqeL
uepueso nfa 1siaws aa wapagap 05)7 uuepsiiawis + JequsuENe 2 JeusueNe epuueuoisemdod snoneigfijps snpnissos) g ABRZL)



90 Neoseiulus californicus 'a akarisitlerin etkisi

Ozellikle N. californicus popiilasyonlarinin toplandigi elma bahgelerinde Panonychus
ulmi (Acari: Tetranychidae) ve T. urticae miicadelesinde sik¢a bu akarisitler
kullanilmaktadir. Bu nedenle N. californicus popiilasyonlarinin da dolayli olarak bu
akarisitlere maruz kaldigi ve direng gelistirdigi disiiniilmektedir. Akarisitler+
sinerjistlerin birlikte uygulanmasi sonucu N. californicus popiilasyonlarinda belirlenen
sinerjistik etki oranlar1 Cizelge 3'de verilmistir. Spirodiclofen+sinerjist uygulamasinda,
Gonen ve Esinyurt popiilasyonlarinda IBP sinerjistinde 1.02 ve 1.33 kat sinerjistik etki
belirlenmistir. Bunun diginda spirodiclofen+ sinerjist uygulamalarin tamaminda N.
californicus popiilasyonlarinda sinerjistik etkiler <l kat olarak belirlenmistir.
Hexythiazox+sinerjist uygulamalarinda ise, tim N. californicus popiilasyonlarinda
DEM sinerjistinin etkisi <1 kat olarak bulunmustur. Ayrica Gonen ve Gelendost
popiilasyonlarinda hexythiazox+PBO uygulamasi sonucunda sinerjistik etki <1 kat
belirlenmistir. Ancak Esinyurt ve Agilkoy popiilasyonlarinda PBO sinerjistik etki orani
sirastyla 1.26 ve 1.05 kat bulunmustur. Hexythiazox+IBP uygulamasinda N.
californicus popiilasyonlarinda 1.00-1.24 kat arasinda sinerjistik etki belirlenmistir.
Etoxazole+tDEM uygulamalarinda tiim N. californicus popiilasyonlarinda sinerjistik
etki oranlar1 <1 kat olarak bulunmustur. Hexythiazox+PBO uygulamalarinda sinerjistik
etki oranlar1 Gelendost ve Agilkoy popiilasyonlarinda <1 kat olarak belirlenirken,
Gonen ve Esinyurt popiilasyonlarinda ise 1.37 ve 1.10 kat olarak belirlenmistir.
Etoxazole+IBP uygulmalarinda ise N. californicus popiilasyonlarinda 1.01-1.35 Kat
arasinda degisen oranlarda sinerjistik etki belirlenmistir.

Biyokimyasal sonuglar

Biyokimyasal ¢aligsmalar igerisinde N. californicus popiilasyonlarinin esteraz enzimleri
hem elektroforetik hem de kinetik olarak incelenmistir. Ayrica N. californicus
popiilasyonlarinin  GST ve sitokrom P450 enzim aktiviteleri de kinetik olarak
belirlenmistir.

Esteraz, glutathion S-transferaz (GST) ve sitokrom P450 monoksigenaz
enzim aktivitesi sonuclari

Neoseiulus californicus poptilasyonlarinin esteraz, GST ve P450 enzim aktivite
sonuglart Cizelge 4'de verilmistir. Esteraz enzimi Esinyurt, Goénen ve Agilkdy
popiilasyonlarinda sirastyla 11.05, 10.08 ve 10.03 mOD min™ mg™ protein olarak
belirlenmis ve bu ii¢ popiilasyon istatistiki olarak ayni grup igerisinde yer almistir
(P<0.05). Gelendost ve hassas popiilasyonda ise esteraz enzim miktar1 farkli bir
istatistik grubu icerisinde degerlendirilmistir. N. californicus popiilasyonlarinda GST
enzim miktar1 2.05-2.62 mOD min™ mg™ protein degerleri arasinda bulunmustur. GST
enzim miktart bakimindan tiim N. californicus popiilasyonlar istatiksel olarak ayni
grup igerisinde yer almistir (P<0.05). N. californicus popiilasyonlar: igerisinde P450
enzim miktar1 en yiiksek olarak Agilkdy (0,0426 mOD min™ mg™ protein) ve Gonen
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(0,0423 mOD min™ mg™ protein) popiilasyonlarinda belirlenmistir. Esinyurt ve hassas
popiilasyonlarda ise P450 enzim miktari sirasiyla 0.0392 ve 0.0398 mOD min™ mg™
protein belirlenmis ve bu iki popiilasyon farkli bir istatistiki grubu olusturmustur
(P<0.05). N. californicus popiilasyonlar: igerisinde en diisiik P450 enzim miktar
0.0239 mOD min™ mg™ protein degeri ile Gelendost popiilasyonunda bulunmustur. Bu
nedenle Gelendost popiilasyonu diger popiilasyonlardan farkli bir istatistik grup
igerisinde yer almistir (P<0.05).

Cizelge 4. Neoseiulus californicus popiilasyonlarinin esteraz, GST ve P450 enzim aktiviteleri
Table 4. Esterase, GST and P450 enzymes activities in Neoseiulus californicus populations

Esteraz GST P450
Popiilasyon N* mOD min® N* mODmin'mg N* mOD min’ mg™
mg™ protein ! protein protein

Gonen 4 10,08 A 4 255A 4 0,0423 A
Esinyurt 4 11,05 A 4 2,12 A 4 0,0392 B
Gelendost 4 8,98 B 4 2,05A 4 0,0239 C
Agilkoy 4 10,03 A 4 2,62 A 4 0,0426 A

Hassas 4 8,71B 4 225 A 4 0,0398 B
popiilasyon

'N: tekerrir sayisi

Poliakrilamid jel elektroforez sonu¢lari
Neoseiulus californicus popiilasyonlarmnin esteraz enzimleri poliakrilamid jel
elektroforez yontemiyle belirlenmis ve bantlar sekil 1°de verilmistir.

e e e

Sekil 1. Neoseiulus californicus popiilasyonlarinin esteraz bantlari ( 1,2: Esinyurt, 3,4: Gonen,
5,6: Agilkoy, 7,8: Gelendost, 9,10: Hassas)

Figure 1. Esterase zones in populations of Neoseiulus californicus ( 1,2: Esinyurt, 3,4: Gonen,
5,6: Agilkoy, 7,8: Gelendost, 9,10: Susceptible)
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N. californicus’un tiim popiilasyonlarinda esteraz enzimlerinin tek banttan olustugu
belirlenmistir. Esinyurt, Génen ve Agilkdy popiilasyonlarina ait olan esteraz enzim
bant kalinliklarinin hassas ve Gelendost popiilasyonlarina ait olan bant kalinliklarina
gore daha yogun oldugu belirlenmistir. Ozellikle hassas ve Gelendost popiilasyonlarina
ait olan esteraz enzim bant kalinliklarinin birbirine benzer oldugu goriilmektedir.

Esteraz enzim inhibit6rii IBP sinerjisti ile esteraz enzimi aktivite sonuglari birlikte
degerlendirildiginde Esinyurt, Gonen ve Agilkdy popiilasyonlarinda uygulanan tim
akarisitlerde IBP sinerjistik etki oranmin > 1 kat oldugu ve esteraz enzim
aktivitelerinin hassas popiilasyona gore yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun yani sira
esteraz enziminin elektroforetik olarak incelenmesi sonucunda Esinyurt, Gonen ve
Agilkoy popiilasyonlarina ait esteraz bantlarinin da hassas popiilasyona gore net bir
sekilde kalin oldugu belirlenmistir. Aksine, Gelendost popiilasyonunda ise IBP
sinerjistik etki oraninin diger popiilasyonlara gore diisiik oldugu goriilmektedir. Hatta
spirodiclofen+IBP uygulanmasinda sinerjistik etki oran1 <1 bulunmustur. Bu sonucu
esteraz enzim sonuglar1 da desteklemektedir. Ciinkii esteraz enziminin Kinetik ve
elektroforetik ~ olarak  belirlenmesinde  Gelendost  popiilasyonunun  hassas
popiilasyondan fakli olmadig1 belirlenmistir. Ayrica uygulanan tiim akarisitler i¢in
Esinyurt, Gonen ve Agilkdy popiilasyonlarinda belirlenen direng oranlari Gelendost
popiilasyonuna gore yiiksektir. Bu sonuclar gz oniine alindiginda esteraz enziminin
Esinyurt, Gonen ve Agilkdy popiilasyonlarinda spirodiclofen, hexythiazox ve
etoxazole karsi gelisen direngte etkili oldugu, ancak Gelendost popiilasyonunda bu
etkinin goriilmedigi disiiniilmektedir. Farkli dogal diisman tiirlerinde de baz
pestisitlere kars1 diren¢ gelisiminde esteraz enziminin etkili oldugu belirlenmistir.
Ornegin, Sayyed et al. (2010), 896 kat deltamethrin direncli Chrysoperla carnae
(Neuroptera: Chrysopidae) poptilasyonunda esteraz ve monoksigenaz enzim
seviyelerinin arttigini belirlemiglerdir. Kumral et al. (2011), Panonychus ulmi (Acari:
Tetranychidae) ve avcisi Stethorus gilvifrons (Mulsant) (Coleoptera: Coccinellidae)’da
parathion-methyl direnci, karboksilesteraz enzim seviyesi ve AChE hassasiyetini
benzer bulmuslar ve Stethorus gilvifrons’un tarla kosullarinda ilaglara karsi direng
gelistirebilecegi belirtilmistir. Yorulmaz Salman & Ay (2013), 64.04 kat hexythiazox
direngli N. californicus'da 2.27 kat esteraz enzim aktivitesi belirlemislerdir.

P450 monoksigenaz enzim inhibitorii PBO sinerjisti ile yapilan ¢alismalarda ise,
hexythiazox+PBO uygulamasinda Esinyurt ve Agilkdy popiilasyonlarinda 1.26 ve 1.05
kat; etoxazolet+PBO uygulamasinda ise Gonen ve Esinyurt popiilasyonlarinda 1.37 ve
1.10 kat sinerjistik etki belirlenmistir. PBO sinerjistik etki sonuglar1 P450 enziminin
kinetik olarak belirlenmesi sonucunda elde edilen veriler ile uyum gostermektedir.
Ciinkii P450 enzim miktar1 Gonen ve Agilkdy popiilasyonlarinda yiiksek, Esinyurt
popiilasyonunda ise hassas popiilasyonla benzer bulunmustur. Bu durumda &zellikle
Gonen popiilasyonunda etoxazole karsi gelisen 11.47 ve Agilkdy popiilasyonunda
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hexythiazox'a karsi gelisen 8.06 katlik direngte P450 enziminin esteraz enzimiyle
birlikte rol oynadigi diisiiniilmektedir. Esinyurt popiilasyonunda ise her iki akarisite
kars1 direng gelisiminde iki enziminde rol oynadig1, ancak esteraz enziminin etkisinin
daha fazla oldugu sdylenebilir. Sato et al. (2001), monooksigenaz inhibitorleri olan
piperonyl butoxide ve 2-propynyl 2,3,6-trichlorophenyl’in methidathion direngli A.
womersleyi’de yiikksek derecede sinerjistik etki gosterdigini ve oksidatif
metabolizmasinin arttigini ortaya koymuslardir. Sato et al. (2006) 177 kat methidathion
direngli ve hassas A. womersleyi’de monoksigenaz aktivitesinin direngli popiilasyonda
hassas popiilasyona gore 3.60 kat arttigini belirlemislerdir. Literatiir ¢alismamizla
benzer sekilde P450 enziminin predatér akarlarda bazi pestisitlere karsi direng
gelisiminde etkili oldugunu gostermektedir.

GST enzim inhibitérii DEM sinerjisti ile yapilan ¢alismalarda ise, spirodiclofen,
hexythiazox ve etoxazole akarisitleri igin N. californicus popiilasyonlarinin tamaminda
sinerjistik etki orami <1 kat olarak belirlenmistir. GST enziminin kinetik olarak
belirlenmesi sonucunda Gonen, Esinyurt, Gelendost ve Agilkdy popiilasyonlarina ait
enzim miktarlar1 hassas popiilasyondan farkli bulunmamistir. Bu sonuglar goz 6niine
alindiginda, N. californus'un elma bahgelerinden toplanan popiilasyonlarinin
tamaminda spirodiclofen, hexythiazox ve etoxazole karsi direng gelisiminde GST
enziminin bir rolii olmadig1 diisiiniilmektedir. Booth et al. (2007), tarla ve laboratuar
kosullarinda,  lambda-cyhalothrin ve dimethoate’nin Rhopalosiphon padi (L.)
(Hemiptera: Aphidoidea) ve afitin predatorii olan Micromus tasmaniae Walker
(Neuroptera: Hcmerobidaee)'de GST enziminin lambda-cyhalothrin ve dimethoate
direng gelisimi iizerine etkisi olmadigini belirlemislerdir.

Sonug olarak, elma bahgelerinden toplanan N. californicus popiilasyonlarinda
spirodiclofen, hexythiazox ve etoxazole direng gelistirdigi belirlenmigtir. N.
californicus  popiilasyonlarinin  zararlh  kirmizidriimcek  miicadelesinde  yaygin
kullanilan bu akarisitlere dolayli olarak maruz kaldiklar1 ve direng gelistirdikleri olasi
bir durumdur. Bazi pestisitlere karsi direng gelistirmis bu tiir dogal diismanlarin
entegre miicadele programlar icerisinde kullanilabilecegi diisliniilmektedir. Ancak
tarla kosullarinda N. californicus popiilasyonlar1 hastalik ve zararlilara kars: kullanilan
bir¢ok pestisite maruz kalmaktadir. Bu durumda avci akarlarda gelisen direngte birgok
mekanizma etkili olabilir. Bu nedenle N. californicus popiilasyonlarinda spirodiclofen,
hexythiazox ve etoxazole diren¢ mekanizmalarimin daha iyi anlagilabilmesi igin
laboratuar kosullarinda ayrintili seleksiyon galismalarin da yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
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