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Oz: Bu arastirma, Akdeniz Bolgesi pamuk ekilis alanlarindan toplanan degisik Aphis gossypii
populasyonlarinda, insektisitlere direng ile iligkili olabilen mekanizmalarin biyokimyasal yontemlerle incelenmesi
amaciyla 2000-2003 yillari arasinda yurattilmustir. Denemelerde, Adana’nin doért pamuk alani ile Antalya’dan
toplanan Aphis gossypii populasyonlari ve yurtdigindan getirtilen standart populasyonlar kullaniimistir. Direng ile
iliskili olabilen toplam esteraz aktivitesi kinetik mikroplate assay ydntemi kullanilarak belirlenmistir.
Populasyonlarin esteraz bant diziligleri poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) yontemi kullanilarak incelenmistir.
Bunlara ilaveten, asetilkolinesteraz (AChE) duyarsizlasmasi sonucunda ortaya ¢ikan insektisitlere direng
durumu mikroplate assay yontemi kullanilarak arastiriimistir. Yapilan calismalar, toplanan populasyonlardan
doérdinin ylksek dizeyde esteraz aktivitesine sahip oldugunu gdstermistir. Elektroforez ile Ulkemiz
populasyonlarinin esteraz bant diziligleri belirlenmis olup, bu populasyonlarin direngli 1081K populasyonu ile
benzer bant dizilisinde oldudu tespit edilmistir. Modifiye AChE g¢alismasinda, inhibitér olarak pirimicarb ile
demeton-S-metil kullanilarak populasyonlarin hedef alan duyarhlklar incelenmistir. Populasyonlarin pirimicarb
ve demeton-S-metil'e degisen oranlarda duyarsiz asetilkolinesteraz aktivitesi sergiledikleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Aphis gossypii, insektisit direnci, esteraz, asetilkolinesteraz

Determination of the Insecticide Resistance Mechanisms Using
Biochemical Methods in the Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae)
Populations Damaging on Cotton in Turkey

Abstract: This research was performed between 2000 and 2003, to explore the role of the mechanisms in
conferring insecticide resistance of Aphis gossypii populations collected from the cotton areas of the
Mediterranean region of Turkey using biochemical methods. These populations collected from Antalya and four
different fields of Adana and standard A. gossypii populations were used throughout the studies. Total esterase
activity associated with insecticide resistance was detected using kinetic microplate assay. All populations were
characterized using polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) to determine the esterase banding pattern. In
addition, insecticide resistance resulted from insensitivity of acetylcholinesterase was investigated using
microplate assay. According to results from the biochemical assays, four cotton aphid populations were found to
have high esterase activity. Esterase banding patterns were determined with electrophoresis. This
demonstrated that all Turkish cotton aphids collected were the same banding pattern as the standard resistant
1081K population in the PAGE. In modified AChE study, target site sensitivities of the populations were
investigated using pirimicarb and demeton-S-methyl as inhibitors. All of these populations were identified with
differing levels of sensitivity to these chemicals.
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Pamuk, Ullkemizde yaklasik olarak yilda 637.329  zararli bocek populasyonlari hizla artis goéstermistir.
ha ekilis alani ve 2.345.734 ton Uretim miktariyla en  Zararli populasyonlarindaki artis, beraberinde yogun
onemli agroekosistemlerden birisidir (Anonim 2005). kimyasal muicadele uygulamalarini getirmis ve
Ozellikle sulu tarima gegigle birlikte, pamuk alanlarinda  dolayisiyla pamuk agroekosisteminde ruhsat alan
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tarim ilaci cesitliligi de artmistir. Akdeniz bdlgesi
pamuk agroekosistemi, tarim ilaci kullaniminin en
yogun oldugu bdlgemizdir. Bu durum agroekosistemde
varolan dengeleri tamamiyle bozmusg, dolayisiyla
ilaclamalardan beklenen fayda sadlanamamaya
baglamistir. Ulkemizde 6zellikle pamuk agroekosiste-
mi, diger butun Ulkelerde oldugu gibi insektisit direnci
problemi ile karsi karsiyadir (Tomlin 1997).

insektisitlere kargl gérilen direng, ginimiz
modern tariminin yiz yize kaldigi énemli sorunlardan
bir tanesidir. Gunimizde 553 tirin en azindan bir
insektisit veya akarisite karsi diren¢ kazanmig
durumda oldugu kaydedilmektedir (Anonymous 2007).

Boceklerle savasimda kullanilan organikfosforlu
ve karbamath insektisitler boceklerin sinir sistemi
Uzerine etkili olmaktadirlar. Bu sistemde
asetilkolinesteraz (AChE), sinir uyarilarini sinapsis adi
verilen sinirsel aglarla 6zel kisimlara ulastiran kimyasal
bir iletici olan asetilkolin (ACh)’in hidrolizinden sorumlu
bir enzimdir. Bu hidrolizasyon olmazsa, ACh tarafindan
baslatilan sinirsel iletim nedeni ile sinirlerin tekrarlayan
hareketi meydana gelmekte ve bdcek Olmektedir.
Sentetik piretroitli ilaglarda ise, kimyasal uyaricilar
tarafindan uyarilan sinir sistemi bu uyarilan elektriksel
olarak hiicrelere iletmektedir. iletilen bu uyarilara
bdcekler tepki verirler. Bdceklerin sinirsel iletiminde yer
alan sodyum kanallar igerisindeki sodyum iyonlari, bu
iletisimde 6nemli rol oynamaktadir. Piretroitli
insektisitler, bu iletisimi engelleyerek sodyum
kanallarini bloke etmekte ve bdceklerde 6lime neden
olmaktadirlar.

Etki sekli ne olursa olsun, bir insektisitin etkili
olabilmesi i¢in, hem hedef alinan organizmada belirli
bir yere ulagsmasi ve hem de biyolojik islemleri
etkilemek icin yeterli bir konsantrasyonda olmasi
gerekmektedir. insektisitin etki alanina ulasmasi
sirasinda meydana gelen fiziksel veya kimyasal
herhangi bir engelleme, bdcegin bu toksik maddeye
direng kazanmasina neden olabilir.

Boceklerde insektisitlere karsi olusan direncin
mekanizmalarinin  belilenmesinde  son  yillarda
biyokimyasal yéntemler olduk¢a yaygin bir sekilde
kullaniimaya baslanmistir. Bu sayede diren¢ daha
erken doénemde Dbelirlenerek  gerekli  6nlemler
alinabilmektedir. Bu ¢alisma, Akdeniz Bolgesi pamuk
ekilis alanlarindan toplanan degisik A. gossypii
populasyonunlarinda direng mekanizmalarinin
biyokimyasal karakteristiklerinin belirlenebilmesi
amaciyla yapilmigtir.

Materyal ve Yontem

Denemelerin ana materyalini, Akdeniz
Bolgesi'nde yogun insektisit kullanilan  pamuk
alanlarindan toplanan A. gossypii populasyonlari ile
karsilastirma amaciyla kullanilan ve yurtdisindan
getirtilen  standart  populasyonlar  olusturmustur
(Cizelge 1). Denemelerde ayrica dikey elektroforez
sistemi, mikroplaka okuyucu, c¢oklu homojenizer ve
sogutmali inkUbator gibi malzemeler kullaniimistir.
Modifiye asetilkolinesteraz (AChE) c¢alismalarinda
inhibitdr olarak pirimicarb ve demeton-S-metil'in aktif
maddeleri kullaniimigtir.

Denemelerde, Rothamsted Research (ingiltere)
den getirtilen “171B” kodlu A. gossypii populasyonu
hassas populasyon, elektroforez calismalarinda ise
“1081K” kodlu pirimicarb’a direngli A. gossypii
populasyonu standart populasyon olarak kullaniimigtir.

Yaprakbiti  kultiirlerinin  yetigtiriimesi: A.
gossypii ile bulasik pamuk yapraklan toplanarak, buz
kutusu icerisinde Ankara’ya getiriimis ve laboratuvarda
kiltire alinmiglardir. Kilturleri yetistirmek igin konukgu
bitki olarak kabak ve pamuk bitkileri kullaniimistir.
Kiltiirler 25+3°C sicaklik, % 40-50 orantili nem ve
floresan lambalarla 16 saat i1siklanma, 8 saat karanlik
kosullarin saglandidi iklim odasinda yetistirilmistir.

Toplam esteraz aktivitesinin belirlenmesi:
Toplam esteraz aktivitesi kinetik yontemle ve kinetik
mikroplaka okuyucu kullanilarak Han ve ark. (1998)'a
gbre belirlenmistir. Bazi populasyonlarda esteraz
aktiviteleri ¢ok fazla oldugundan tek tek bireylerin
homojenatlarindan yapilan analizlerde dahi sonug¢
alinmasi mumkuin olamamigtir. Bu nedenle Han ve ark.
(1998)'In yonteminin hassasiyetini arttirmak amaci ile
yaprakbitleri tek tek homojenize edildikten sonra 1/5
oraninda bu homojenattan alinarak esteraz aktivitesine
bakilmisgtir.

Cizelge 1. Calismalarda kullanilan Aphis gossypii populas-
yonlarinin toplandigi yer ve yillar

Populasyonlar Toplandigi Yer Toplandig Y1l

171B ingiltere 1981
1081K Zimbabwe 1992
Kuskin Yemisli kdyu-Adana 2000
Kahveci Yemisli kdyu-Adana 2000
Dogankent Dogankent-Adana 2001
Karatag Karatag-Adana 2001
Boztepe Aksu-Antalya 2001
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Mikroplakada 50uL fosfat buffer (0.02 M, pH: 7.0,
% 0.1 Triton X-100 igeren) icinde yaprakbitleri tek tek
homojenize  edilmislerdir.  Homojenizasyon igin
mikroplakaya uyan c¢oklu homojenizer (Burkard)
(ffrench-Constant ve Devonshire, 1987) kullaniimistir.
1.5 mM Fast Blue RR salt iceren fosfat buffer (pH: 6.0)
filtre edilmis ve aseton iginde hazirlanmis olan 1-natftil
asetat (100 mM)tan ilave edilerek, son substrat
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde bir ¢ézelti hazir-
lanmistir. Hazirlanan bu g¢ozeltiden her homojenata
200 pL verilmis ve ¢oklu homojenizer ile hizli bir sekil-
de karigtirilarak, 450 nm dalga boyunda 5 dakika sure
ile 10 saniyede bir yapilan okumalarla reaksiyonlar
izlenmigtir.

Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) ile
esterazin incelenmesi: A. gossypii populasyonlarinin
esteraz bant diziliglerinin  belirlenmesi amaciyla
yuritilen elektroforez calismalarinda Williams ve
Reisfeld (1964)in jel ve barbiton buffer sistemi
kullaniimigtir. Yaprakbiti homojenatlarinin hazirlanmasi
ve jel kosturma iglemleri Devonshire ve Moores
(1982)a goére yapilmistir. Jeller, Han ve ark. (1998)a
gbre boyanmis ve saklanmistir.

Yaprakbitleri 1 mL %1.6 Triton X-—100, 100 mg
sakkaroz ve 1-2 parga bromocresol purple
karisimindan  olusan  homojenizasyon  sivisinda
homojenize edilmiglerdir. Bu amagla hazirlanan
homojenizasyon sivisindan 10’ar pL alinarak
mikroplaka hucrelerine ayri ayrni konulmus ve her
hicreye 1 adet yaprakbiti bireyi aktariimistir. Daha
sonra ¢oklu homojenizer ile yaprakbitleri homojenize
edilmis ve uzerlerine ayni homojenizasyon sivisindan
20'ser uL daha eklenmigtir. Tekrar karistirilan
homojenat 10 dakika bekletilmigtir.

Jelin her bir hicresine 10’ar pL homojenat
yiiklenmistir. Jel, 250 \’da 1,5 saat siireyle 4°C'de
kosturulmustur. Daha sonra jel ¢ikarilmis ve 50 mL
fosfat buffer (0.2 M, pH: 6.0), 100 mg Fast Blue RR ve
1 mL 1-naftil asetat (30 mM) karisimindan olusan boya
icine alinarak karanlikta boyanmistir. Jeller %7’lik
asetik asit icinde fikse edilmis, fotograflandiktan sonra
ayni asit icinde saklanmistir.

Modifiye asetilkolinesterazin belirlenmesi: A.
gossypii populasyonlarinda AChE’in duyarsizlagsmasi
sonucunda ortaya ¢lkan diren¢  durumunun
incelenmesi icin yurutlilen calismada Moores ve ark.
(1996a)’'in yéntemi degistirilerek kullaniimigtir. Degisim
ile reaksiyon kinetik mikroplaka okuyucuda 20 dakika
yerine 1 saat suresince izlenmistir.
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Mikroplaka hicresine konulmug 50 pL fosfat
buffer (pH: 7.5, % 0.1 Triton X-100 igeren) igerisinde
yaprakbitleri tek tek goklu homojenizer ile homojenize
edilmiglerdir. Daha sonra ayni bufferdan 200 pL
eklenmis ve 30 dakika 4°C’de AChE’in ¢dziinmesi igin
beklenmigtir. Ayni yaprakbitine ait homojenattan 3 kez
50’'ser uL alinarak yeni bir mikroplakanin
kuyucuklarina yan yana konulmustur. Daha sonra her
birinin tzerine 50 yL buffer ve boya olarak 100 pL
DTNB (45 mM) [dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)]
eklenmigtir. Reaksiyon, hazirlanan bu karisima
inhibitérlerin diagnostik konsantrasyonunu iceren veya
icermeyen substrat [ATChl (1,5 mM) (acetylthiocholine
iodide)] ilave edilmesiyle baslamaktadir. Buna gore; 1.
homojenata 100 yL ATChl ¢ézeltisi, 2. homojenata 100
ML ATChI + pirimicarb ¢ozeltisi, 3. homojenata 100 pL
ATChl + demeton-S-metil c¢dzeltisi verilmistir. Son
substrat konsantrasyonu 0.5 mM, son DTNB
konsantrasyonu 15 uMdir. inhibitérler son hacimde 1.5
x10™'mM pirimicarb veya 600 pM demeton-S-metil
olacak sekilde kullaniimigtir.

Reaksiyonlar, kinetik mikroplaka okuyucu ile 405
nm’de 120 saniyede bir, 1 saat slresince yapilan
okumalarla O6lgllmistir. Elde edilen verilerden
engellenme oranlari, inhibitér uygulandigindaki AChE
aktivitesinin ayni yaprakbitinde inhibitér yoklugundaki
AChE aktivitesine oranlanmasi ile yiizde olarak ifade
edilmistir.

Bulgular ve Tartigma

A.gossypii'de biyokimyasal calismalar
kapsaminda bdceklerde insektisitlere kargi gorulen
direngle iligkili olabilen esteraz ve asetilkolinesteraz
enzimleri incelenmistir. Bu c¢alismalara ilaveten,
esteraz enzimi bant dizilisleri PAGE ile belirlenmistir.

Toplam esteraz aktivitesinin belirlenmesi:
Toplam esteraz aktivitesine ait veriler populasyonlara
gore duzenlenerek Cizelge 2'de verilmistir. Cizelge
incelendiginde toplam esteraz aktivitesinin hassas
171B populasyonunda 78 mOD/dakika/yaprakbiti
oldugu, buna kargilik (lkemizden toplanan Kuskin,
Kahveci, Dogankent, Karatas ve Boztepe
populasyonlarinda ise bu degerin sirasiyla 1776, 771,
1338, 1176 ve 1896 mOD/dakika/yaprakbiti oldugu
goérulmektedir. Han ve ark. (1998)'nin tim dinyadan
toplanan 21 A. gossypii populasyonunu inceledigi
arastirmada, toplam esteraz aktivitelerine gore
yaprakbitleri 3 sinifa ayrilmistir. Bu siniflandirma esas
alinarak denenen populasyonlarin toplam esteraz
aktivitelerine  gbére  degerlendirmesi yapildiginda
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Cizelge 2. Aphis gossypii populasyonlarinin toplam esteraz
aktivitelerine gore siniflandiriimasi

Populasyonlar Toplam esteraz aktivitesi Sinifr*
(mOD/dakika/yaprakbiti)

171B 78 disuk

Kuskin 1776 yuksek
Kahveci 771 orta

Dogankent 1338 yuksek

Karatas 1176 yuksek

Boztepe 1896 yuksek

* Han ve ark. (1998)'a gére

Esteraz aktivitesi
(LogmOD/dakikalyaprakbiti)

171B  Kuskin
Aphis gossypii populasyonlan

Kahveci Dogankent Karatas Boztepe

Sekil 1. Aphis gossypii populasyonlarinda ortalama
esteraz aktiviteleri.

(Cizelge 2), hassas 171B populasyonu, “disik” sinifta
yer almistir. Kahveci populasyonu “orta” sinifta yer
alirken, diger populasyonlar “yiksek” dizeyde toplam
esteraz aktivitesine sahip bulunmuslardir.

Sekil 1’de denemelerden elde edilen esteraz
aktiviteleri populasyonlara gére ayri ayri verilmektedir.
Seklin incelenmesiyle de anlasilacagdi gibi Ulkemizden
toplanan A. gossypii populasyonlari, hassas 171B
populasyonu ile karsilastirildiginda oldukga yilksek
diizeyde esteraz aktivitesine sahip durumdadir.

Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) ile
esterazin incelenmesi: Ulkemizden toplanan A.
gossypii populasyonlari ile standart populasyonlar

olarak kullanilan 171B ve 1081K populasyonlarina ait
elektroforez bant dizilisleri Sekil 2°de goérulmektedir.
Elektroforez calismalari sirasinda Kahveci
populasyonuna ait kultir elden ¢iktigi icin, bu
populasyona ait veriler fotografta yer almamigtir.
Denemede kullanilan 1081K adli standart populasyon
pirimicarb’a direncli ancak organikfosforlulara en fazla
4 kat direngli olan bir populasyondur. Sekil
incelendiginde, 1081K populasyonu ile ulkemiz
populasyonlarinin farkli yogunluklarda ancak benzer
bant dizilislerine sahip olduklari gérilmektedir. Hassas
171B  populasyonu ise 1081K ve (lkemiz
populasyonlarindan farkl ve daha hizli ylriiyen bant
dizilisine sahip bulunmustur.
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Sekil 2. Aphis gossypii populasyonlarinin poliakrilamid jel
elektroforez ile belirlenen esteraz bant diziligleri.

Duinyadaki calismalara bakildiginda, A.
gossypii'de, esteraz aktivitesi, esteraz bant dizilisi ve
insektisitlere direng arasinda iliski olup olmadigina dair
pek cok calisma yapildigi gorilmektedir. Yapilan
arastirmalarla, ABD (O’Brien ve ark. 1992), Cin
(Moores ve ark. 1996b, Han ve ark. 1998), Japonya
(Suzuki ve ark. 1993, Saito ve Hama 2000), Avustralya
(Herron ve ark. 2001), Afrika’'nin (Deguine 1996) ve
Avrupa’nin bir kisminda (Furk ve Hines 1993, Delorme

ve ark. 1997) organikfosforlulara diren¢ durumu
belirlenmistir.  Birgcok arastirici  organikfosforlulara
diren¢ ile esteraz aktivitesi arasinda pozitif

korelasyonda bir iligki oldugunu belirtmektedir (Takada
ve Murakami 1988, O’Brien ve Graves 1992, Suzuki
ve ark. 1993, Saito ve Hama 2000). Bu konu ile ilgili
olarak Suzuki ve ark. (1993), fenitrothion’un etkisizlik
g6stermesinden esterazlarin fazla miktarda Gretiminin
dogrudan rol oynadigini belirtmektedirler. Buna ilave
olarak hassas ve direngli yaprakbitlerinin esterazlari
elektroforetik jellerde farkli bant diziligleri
sergilemektedir (Furk ve ark. 1980, Takada ve
Murakami 1988, O’Brien ve ark. 1992, O’Brien ve
Graves 1992). Delorme ve ark. (1997), bu farkliigin
enzimin  farkli  elektroforetik  mobiliteye sahip
olmasindan kaynaklandidini belirtmektedirler. Furk ve
Hines (1993)’in arastirmasinda hassas olan A. gossypii
populasyonu, denenen diger populasyonlara gore
daha hizli yuriiyen bantlara sahip bulunmustur. Diger
populasyonlarin elektroforetik bant diziliglerindeki artan
esteraz aktivitesine bagli olarak diazinon'un LCso
degerinin  de arttigini, dolayisiyla organikfosforlu
insektisitlere direng ile esteraz arasinda pozitif bir iligki
olabilecegini belirtiimektedirler.
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Saito  (1993), organikfosforlulara  direngli
yaprakbitlerinde toplam esteraz aktivitesinin hassas
yaprakbitlerinden 6nemli diizeyde yiksek oldugunu
belirlemis ve isoelektrik fokus’ta hassas yaprakbitinin
direncgli yaprakbitinde pl 5.8'de gorilen en buyuk
banttan yoksun oldugunu tespit etmistir.

Bu belirli esteraz bant diziligleri ve aktiviteleri,
yuksek dizeyde toplam enzim aktivitesi ve orta
dizeyde organikfosforlu insektisit direnci ile yakindan
iliskili bulunmustur (O’'Brien ve ark. 1992, Saito ve
Hama 2000). O’'Brien ve ark. (1992), chlorpyrifos’a 4
kat diren¢c tespit etti§i populasyonlarin esteraz
aktivitesinin  hassas populasyonunkinden  6nemli
derecede ylksek oldugunu belirtmektedirler.

A. gossypiide organikfosforlulara direng ile
esteraz aktivitesi arasinda bir iligki bulunsa bile bu iligki
Myzus persicae’deki direngten ¢ok farkli durumdadir.
M. persicae’de tek bir isozim (E4)in artmasi dirence
sebep olurken (Devonshire ve Sawicki 1979), A.
gossypii'de toplam esteraz aktivitesi s6z konusudur
(Saito ve Hama 2000).

Organikfosforlulara direng ile artan esteraz
aktivitesi arasinda iligki oldugunu belirten arastiricilar
olmasina karsin bdyle bir baglantlyr bulamayan
aragtiricilar da bulunmaktadir. Han ve ark. (1998)'in
arastirmasinda demeton-S-meti’e  hassas olan
populasyonlarin disik veya orta diizeyde esteraz
aktivitelerine sahip olduklari gérilmustir. Bu durumda
arastiricilar artan esteraz aktivitesi ile organikfosforlu
direnci arasinda var oldugu belirtilen pozitif iliskiye
supheli yaklagmaktadirlar. Sun ve ark. (2005) organik
fosforlulara direngli bir A. gossypii populasyonunu
laboratuvarda omethoate uygulayarak selekte etmistir.
Bu irk, organik fosforlulara direngli olan A. gossypii
populasyonundan daha direngli bulunmustur. Ancak,
direngli olan populasyonda alfa naftil asetat ve alfa
naftil butirat kullanildiginda esteraz aktivitesi hassas
populasyona oranla énemli diizeyde disik bulunmus
olup, ayni egilim PAGE’de de belirlenmistir.

Takada ve Murakami (1988)'nin c¢alismasinda,
organikfosforlulardan malathion’a diren¢ ile artan
esteraz  aktivitesi arasinda  pozitif korelasyon
belirlenmesine ragmen, karbamatlilardan pirimicarb
icin bdyle bir iliski bulunmamistir. Suzuki ve ark.
(1993), karbamatli insektisitlere direng ile esteraz
aktivitesi arasinda bir korelasyon bulunmadigini
belirtmektedirler. Delorme ve ark. (1997), oksidaz ve
esteraz inhibitorleri kullanarak yaptigi arastirmasinda,
bu enzim gruplarinin higbirinin karbamat direncine
neden olmadigini géstermiglerdir.

Ulkemiz pamuk ekilig alanlarindan 1993 yilinda
toplanan bir A. gossypii populasyonunda orta diizeyde
esteraz aktivitesi belirlenmigtir (Han ve ark. 1998).
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Arastirmamizda ise Ulkemiz  populasyonlarindan
sadece biri orta diizeyde esteraz aktivitesine sahip
bulunmus, digerleri ise ylksek dlzeyde esteraz
sinifinda degerlendiriimistir. Yaptigimiz arastirmada,
dinyadaki calismalara benzer olarak disik esteraz
aktivitesine sahip olan hassas 171B populasyonunun
diger tim populasyonlardan farkli ve hizl yirtyen bant
dizilisinde oldugu gorilmektedir. Orta veya ylksek
duzeyde esteraz aktivitelerine sahip bulunan Ulkemiz
populasyonlari ise 1081K populasyonu ile benzer bant
dizilisindedir. Dolayisiyla Ulkemiz populasyonlarinin
hassas populasyondan farkli bant dizilisi sergilemesi,

bunlarin  6zellikle  organikfosforlular  agisindan
degerlendirildiginde  daha direngli  olabilecekleri
seklinde yorumlanabilir. Ayrica, Kahveci disindaki

populasyonlarin toplam esteraz aktivitelerinin yuksek
olmasi da bu yorumu desteklemektedir.

Modifiye asetilkolinesterazin belirlenmesi:
Direng mekanizmalarindan birisi olan hedef alanin
duyarsizligi, organikfosforlu ve karbamatli insektisitlere
direncin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. AChE’In
duyarsizlagsmasi, ilk kez Smissaert (1964) tarafindan
Tetranychus  urticae’de  yapilan bir arastirma
sonucunda belirlenmistir (Metcalf 1989). Daha sonraki
arastirmalar sonucunda, laboratuvarda yaprakbiti
bireylerinden tek tek bu mekanizmanin belirlenmesi
mumkin olmustur (Moores ve ark. 1988).

Pirimicarb ile demeton-S-metil uygulanmis ve
uygulanmamis, dolayisiyla AChE’1 engellenmis ve
engellenmemis mikroplate kuyularindan elde edilen
ortalama AChE degerlerinin birbirlerine oranlanmasi ile
bulunan “kalan  aktivite” degerleri  kullanilarak
populasyonlara goére ayri ayri gizilen dagihm grafikleri
Sekil 3’de gorilmektedir.

Sekilde, hassas 171B populasyonuna ait bireyle-
rin, pirimicarb ve demeton-S-metil uygulandiginda
kalan AChE aktivitelerinin olduk¢a dusuk oldugu
dolayisiyla AChE’In engellendigi anlasilmaktadir. Yani
bu insektisitlerin 171B populasyonuna ait bireyleri
oldirme kapasitesine sahip oldugu goérilmektedir.
Ulkemiz populasyonlarina ait bireylerde ise pirimicarb
uygulandiginda kalan aktivite degerlerinin 171B’ye
gbre daha yiksek oldugu gorilmektedir. Bu duruma
gore, pirimicarb’in  AChE’1I tamamen engellemedigi
anlasiimaktadir.

Demeton-S-metil uygulandiginda ise Ulkemiz
populasyonlarinin tepkileri heterojenlik gdstermistir.
Her populasyon iginde 171B’ye benzer aktiviteye sahip
bireylerin yaninda, AChE’In daha duyarsiz oldugunu
gOsteren yiksek kalan aktiviteye sahip bireyler de
bulunmaktadir. Ornegin, Boztepe populasyonuna ait
tim bireylerin demeton-S-metil uygulandiginda bile
yuksek AChE aktivitesine sahip oldugu gérilmektedir.
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Buna karsin Kahveci ve Karatas populasyonlari,
¢ogunlukla 171B populasyonuna benzer aktiviteye
sahip bireylerden  olugsmaktadir. Ancak  bu
populasyonlarda daha yiiksek AChE aktivitesine sahip
bireyler de bulunmaktadir.

Selektif bir afisit olan pirimicarb’a direng durumu,
1970’li yillarda ortaya gikmaya baslamistir. Predator
akarlara duslk toksisitesi nedeniyle entegre zararli
micadelesi programlarinin ¢ogunda yaygin olarak
kullaniimasi bu bilegigin problem haline gelmesine
neden olmus (Furk ve ark. 1980) ve dolayisiyla direng
mekanizmasinin belirlenebilmesi icin pek ¢ok galisma
yapilmistir.  Yapilan arastirmalar, pirimicarb’a direncin
modifiye AChE varligiyla iligkili oldugunu
gostermektedir  (Silver 1984: Devonshire 1989'dan,
Moores ve ark. 1988, 1996a, 1996b, Delorme ve ark.
1997, Han ve ark. 1998). Moores ve ark. (1988)'In
insektisitlere direngli Musca domestica, Bemisia tabaci
ve A. gossypii populasyonlarinda  yaptiklari
incelemelerde, bu populasyonlarin duyarsiz AChE’a
sahip olduklari tespit edilmistir. Moores ve ark.
(1996a), pirimicarb ile belirli organikfosforlulara farkli
spektrumda direng sergileyen insektisite duyarsiz iki
AChE tipi belirlemislerdir. Her iki tip de pirimicarb’a en
azindan 300 kathk duyarsizliga sahiptir.

Han ve ark. (1998)in arastirmasinda Cin,
ingiltere, ispanya, Pakistan, Peru, Turkiye, Yunanistan
ve Zimbabwe’den toplanan populasyonlar incelenmis
ve bazi populasyonlarda modifiye AChE nedeniyle
pirimicarb’a diren¢ durumu belirlenmistir. Arastirma,
pirimicarb’a direncin primer mekanizmasinin AChE
duyarsizhi@r oldugu fikrini desteklemektedir. Silver ve

ark. (1995), direncgli yaprakbitlerinde pirimicarb’a
AChE'In yiliksek dlUzeyde duyarsizlik gostermesi
durumunda, glcli bir diren¢ igin baska bir
mekanizmanin  bulunmasina  gerek  olmadidini
belirtmektedirler.
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Sekil 3. Aphis gossypii populasyonlarinin pirimicarb ve
demeton-S-metil ile AChE’larinin engellen-mesi
sirasinda kalan aktivite yizdeleri.

A. gossypii ve M. persicae’de AChE benzeri
proteinleri kodlayan ace1 ve ace2 adh iki gen
bulunmustur. Direngli ve hassas A. gossypii ve M.
persicae populasyonlarinda ace1 ve ace2 gen
zincirlerinin karsilastirmasi sonucu, ace1’de direngli
fenotip ile iligkili olan iki nokta mutasyonu
belirlemiglerdir (Andrews ve ark. 2004, Li ve Han 2004,
Javed ve ark. 2003). Bunlardan biri S431F (Torpedo
F331) pirimicarb gibi dimetilkarbamatlara yiksek
selektif direng ile iligkilidir. Diger mutasyon A302S
(Torpedo A201) ise A. gossypii'de S431F ile birlikte
bulunmustur ve daha genel organikfosforlu ve
karbamath direnci ile iligkili gériilmektedir (Dong ve ark.
2005). Toda ve ark. (2004) ise ace2 geninde
belirledikleri S431P ve A302S mutasyonunun ace1’de
bulunmadigini  belirtmektedirler.  Aragtiricilar  bu
mutasyonlarin pirimicarb ve organik fosforlulara direng
ile iligkili olabilecegini belirtmektedirler.

Benting ve Nauen (2004), S431F mutasyonu
tasiyan A. gossypii'den alinan ve rekombinant olarak
cogaltilan AChETin pirimicarb ve omethoate’e
duyarsizlik ancak demeton-S-metil’e  duyarlilik,
carbufuran’a ise asiri duyarlilikta rol oynadigini
belirlemiglerdir. Ayrica, A. gossypii'de AChET’in
karbamatlilar ve organik fosforlular igcin hedef bdlge
oldugu sonucuna varmiglardir.

Han ve ark. (1998)'1n arastirmasinda, ulkemizden
1993 yilinda pamuktan toplanan A. gossypii
populasyonunda modifiye AChE’a rastlanmamis ve
duyarli fenotipte oldugu belirlenmistir. Elde edilen
verilere goére, bu calisma kapsaminda ulkemizden
toplanan yaprakbiti populasyonlarinin modifiye AChE
nedeniyle pirimicarb’a karsi degisik oranlarda direng
gOsterdikleri tespit edilmistir.

Organikfosforlulara direng ile artan esteraz
aktivitesi arasinda iligki bulunmakla beraber, ayni
zamanda modifiye AChE da bu gruptan belirli
insektisitlere  direng  mekanizmalarindan  birisidir
(Moores ve ark. 1996a). Modifiye AChE ile artan
esteraz aktivitesi arasindaki interaksiyonun ilk kez

galisildigi arastirmada, pirimicarb’a kargi kuvvetli
sekilde duyarsiz olan AChE'In, ayni zamanda
demeton-S-meti’'e de o6nemli dizeyde direng

olusturdugu belirtiimektedir. Ancak bu durum artan
esteraz aktivitesi ile birlikte gérilmektedir (Han ve ark.
1998). Moores ve ark. (1996a, 1996b)’'in belirledigi iki
AChE tipi, pirimicarb’a karsi 300 katlik direng verirken,
demeton-S-metil’e biri 76 digeri ise en fazla 4 kathk
direng gostermektedir.

Han ve ark. (1998)’in arastirmasinda Glkemizdeki
pamuklardan toplanan A. gossypii populasyonunun
orta diizeyde esteraz aktivitesine sahip oldugu ve
demeton-S-metil’e hassas oldugu belirlenmistir.
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Yapilan c¢alismada, ulkemiz populasyonlar 1081K
standart populasyonu ile benzer bant dizilisine sahip
bulunmustur. 1081K populasyonu Han ve ark. (1998)
tarafindan MACEA (Modified AcetylCholinEsterase A)
olarak ifade edilen ve pirimicarb’a 300 kat, demeton-S-
metil'e ise en fazla 4 katlik direng gdsteren bir irktir.
Ancak bu irkin esteraz aktivitesi “disUk” diizeydedir.
Ulkemiz populasyonlarinin ise Kahveci haricindekileri
“yuksek” dizeyde esteraz  aktivitesine  sahip
durumdadir. Bu nedenle bire bir 1081K populasyonu
ile karsilastirma yapmak uygun olmayacaktir. Gunki
artan esteraz aktivitesi de organikfosforlu direncinden
sorumlu olmaktadir.

Sonug
Yaptigimiz arastirma sonuglarina goére, A.
gossypii populasyonlarindan biri (Kahveci)

haricindekiler, ylksek dizeyde esteraz aktivitesine
sahip bulunmuslardir. Ayrica, yapilan elektroforez
(PAGE) calismalarinda ulkemiz populasyonlari, hassas
171B populasyonundan farkli ancak, pirimicarb’a
direncli olan 1081K populasyonu ile ayni bant diziligi
sergilemiglerdir. Hem artan esteraz aktivitesi, hem de
hassas 171B'den farkli bant dizilisi gdstermesi
toplanan populasyonlarin 6zellikle organikfosforlulara
direngli olma olasiigini  arttirmaktadir.  Nitekim
dinyadaki galismalarda da organikfosforlulara direng
ile esteraz aktivitesi arasinda pozitif bir iliski oldugu
pek c¢ok arastirici tarafindan ortaya konulmustur
(Takada ve Murakami 1988, O’'Brien ve Graves 1992,
Suzuki ve ark. 1993, Saito ve Hama 2000). Ayni
zamanda direngli yaprakbitlerinin  esterazlarinin,
PAGE'te hassas yaprakbitlerinden farkli bant dizilisleri
sergiledikleri de bilinmektedir (Furk ve ark. 1980,
Takada ve Murakami 1988, O’Brien ve ark. 1992,
O’Brien ve Graves 1992).

Sonug olarak, Aphis gossypii’ nin bes farkh
populasyonu ile yapilan biyokimyasal calismalar
Isiginda, hem yiksek esteraz aktivitesine, hem de
direngli olan 1081K populasyonu ile ayni bant dizilisine
sahip olmalari yaninda pirimicarb ve demeton-S-metil'e
degdisen oranlarda duyarsiz asetilkolinesteraz aktivitesi
sergilemelerinden  dolay;,  bu populasyonlarin
karbamathlara ve organikfosforlulara karsi degisik
seviyelerde direng géstermesi beklenmektedir.

Yapilan bu calisma ile, Ulkemiz A. gossypii
populasyonlarinin insektisitlere karsi géstermis oldugu
direncin biyokimyasal karakteristikleri ortaya
konulmustur. Elde edilen veriler, direncin erken
donemde belirlenebilmesi ve uygun direng yonetim
stratejilerinin geligtiriimesine yoénelik yeni ¢alismalara
temel olusturabilecek niteliktedir.
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