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Isparta ili merkez ilcesinde domates seralarindan toplanan
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) populasyonlarinin
bazi akarisitlere karsi direng diizeyleri ve detoksifikasyon enzimleri*

Resistance levels and detoxification enzymes against some acaricides in populations of
Tetranychus urticae Koch (Acari:Tetranychidae) collected from tomato greenhouses in
central district of Isparta province

Sibel YORULMAZ SALMAN?* Bengi Kevser KAPLAN?

Summary

In this study, the resistance levels of Tetranychus urticae Koch (Acari:Tetranychidae) populations collected
from the greenhouses in the central district of the province of Isparta, Deregumu village, in 2014 against abamectin,
spiromesifen and hexythiazox were determined by bioassay and biochemical methods. LCso values of T. urticae
populations were found through leaf disk method by using spray tower. The resistance levels of T. urticae populations
was determined as between 8.36-25.26 folds against abamectine, 8.16-22.82 folds against spiromesifen and 8.85-
11.76 folds against hexythiazox. Enzymes of glutathione S-transferase (GST) and monooxygenase (P450) in the T.
urticae popluations were determined by using the kinetic method; and the enzyme of esterase was determined by
using the electrophoresis and kinetic methods. The levels of esterase, glutathione S-transferase (GST), and
monooxygenases (P450) in the populations of T. urticae were 10.80-22.60, 2.56-2.78 and 0.0020-0.0040 mOD min™
mg'l protein, respectively. As a result, it was concluded that the esterase and P450 enzymes can be effective, but
GST enzyme is not effective in the development of resistance against three acaricides in Tetranychus urticae
populations collected from tomato greenhouses.
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Ozet

Bu calismada, Isparta ili Merkez ilge Deregiimi kdyl domates seralarindan 2014 yilinda toplanan T. urticae
populasyonlarinin abamectin, spiromesifen ve hexythiazox'a karsi direng dizeyler bioassay ve biyokimyasal
yontemlerle belirlenmistir. T. urticae populasyonlarinin LCso deg@eri ilaglama kulesi kullanilarak yaprak disk metodu ile
bulunmustur. T. urticae populasyonlarinda abamectine’e karsi 8.36-25.26 kat; spiromesifen'e karsl 8.16-22.82 kat ve
hexythiazox'a kars1 8.85- 11.76 kat arasinda direng dlizeyleri belirlenmistir. T. urticae populasyonlarinda direngle
baglantili detoksifikasyon enzimlerinden esteraz enzimi elektroforez ve kinetik yontemlerle, GST ve P450 enzimleri
ise kinetik ydontemle belirlenmigtir. T. urticae populasyonlarinin esteraz, GST ve P450 seviyeleri sirasiyla 10.80-22.60,
2.56-2.78 ve 0.0020-0.0040 mOD min™ mg'l protein arasinda degismistir. Sonu¢ olarak domates seralarindan
toplanan T. urticae popllasyonlarinda (¢ akarisite karsi gelisen direngte esteraz ve P450 enzimlerinin etkili
olabilecegi, ancak GST enziminin ise direng gelisiminde etkili olmadigi gorisine variimistir.
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Isparta ili merkez ilgesinde domates seralarindan toplanan Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) populasyonlarinin bazi
akarisitlere kargi direng duizeyleri ve detoksifikasyon enzimleri

Giris

iki noktal kirmiziérimcek, Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) diinyada birgok Kiiltir
bitkisi cesidinde ekonomik kayiplara neden olan énemli bir zararlidir (Helle & Sabelis, 1985). T. urticae'nin
diinyada 150'den fazlasi ekonomik dneme sahip, yaklasik 1200 bitkide zarar yaptigi belirlenmistir (Zhang,
2003). iki noktal kirmizirimcek bitki 6zsuyunu sokup emme suretiyle yapraklarda sararma, kuruma ve
dokilmeyle dogrudan zarar yaparken, fotosentezin azalmasi ve virls hastaliklarinin nakliyle de dolayli
zarar meydana getirmektedir (Jeppson et al.,, 1975). T. urticae’nin savasiminda, uygulamasinin kolay
olmasi ve kisa surede etki gostermesi nedeniyle kimyasal micadele ilk sirada tercih edilmektedir (Van
Leeuwen et al.,, 2005). Ancak T. urticae’nin fitofag yapisi, Ureme potansiyelinin yliksek ve yasam
dongusinidn kisa olmasi gibi faktorler birkag uygulamadan sonra akarisitlere direng geligtirmesini
kolaylastirmaktadir (Stumpf & Nauen, 2001; Van Leeuwen et al., 2006). T. urticae’nin diinyada 60 Ulkede
80'den fazla akarisite kargi direng gelistirdigi belirlenmistir (Miresmailli et al., 2006).

Son yillarda Isparta ili Merkez ilge Deregiimii kdyiinde seracilik faaliyetleri oldukga yodun bir
sekilde yapilmaktadir. Antalya ilinde 6zellikle yaz aylarini icinde bulunduran dénemin sicaklik ve nem
degerlerinin agiri yukselmesi nedeniyle orthalti Uretim igin alternatif bolgeler aranmistir. Son bes yillik
surec icerisinde Akdeniz Bolgesi'nde yer almasina ragmen, karasal iklim 6zelligi gosteren ve bati gegit
kusaginda yer alan Isparta ili domates ve kesme gigek ortiialti lretimde énemli bir yere gelmistir. Isparta |l
Gida, Tarim ve Hayvancilik Midiirligii 2012 yil verilerine gére Merkez lige Deregimi Kdyii'nde 480
dekarlik alan Uzerinde o6rtlalti domates dretimi yapiimis ve 4451 ton domates UrinU elde dilmistir
(Anonymous, 2012). Deregiimi koyl domates Uretimi seralari igerisinde en fazla Urliin kaybina domates
glvesi (Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae) ve iki noktali kirmiziérimcek (T. urticae yol
acmaktadir. Bu bdlgedeki Ureticiler hastalik ve zararlilarla Gretim sezonu boyunca 6zellikle kimyasal
muicadele yapmaktadirlar. Domates seralari igerisinde yogun uygulanan ilaglama programi sonucunda
zararlilarin, 6zellikle de kirmiziorimceklerin kullanilan akarisitlere kargi direng gelistirmelerinin olasi bir
durum oldugu distniImektedir.

Abamectin (avermectin B1) toprak aktinomiseti Streptomyces avermitilis’den elde edilmis ve
insektisidal, nematisidal ve akarisidal etki gosteren bir pestisittir (Putter et al., 1981; Wang & Wu, 2007).
Abamectin Turkiye'de 1981 yilinda ruhsat almis ve birgok kultlr bitkisinde zarar yapan T. urticae’nin
kontroliinde kullaniimaktadir (Ay et al., 2005). Spiromesifen zararli kirmiziérimcek muicadelesinde
kullanilan blyime dizenleyici bir akarisittir (Nauen et al., 2000; Bretschneider et al., 2007). Tetronik asit
trevi grubu icerisinde yer alan spiromesifen zararllarda lipid sentezini engelleyerek etki gdstermekte ve
yumurta, larva ve nimf gibi ergin 6ncesi donemlerde kullaniimaktadir (Dekeyser, 2005). Hexythiazox
Thiazolidine grubu icerisinde yer alan kontakt etkili ve sistemik olmayan bir akarisittir. Hexythiazox
kirmiziérimceklerde ergin 6ncesi donemlerde kullaniimaktadir (Sanatgar et al., 2011). Bu akarisit
Entegre Mucadele programlari icerisinde kirmizirimcek muicadelesinde kullanilabilmektedir (Yamamoto
et al., 1996).

Bu g¢alismada domates seralarindan toplanan T. urticae populasyonlarinin abamectin, hexythiazox
ve spiromesifen akarisitlerine karsi duyarlilik diizeyleri belirlenmistir. Ayrica T. urticae populasyonlarinda
diren¢ ile baglantili olan esteraz, glutation S-transferaz (GST) ve P450 sitokrom monoksigenaz
detoksifikasyon enzim duzeyleri de arastiriimistir.
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Materyal ve Yontem
Tetranychus urticae popiilasyonlarinin orijini ve yetistirilmesi

Calismada ana materyal olarak kullanilan T. urticae popiilasyonlari Isparta ili Merkez ilce
Deregimu Kogyld'nde bulunan domates seralarindan toplanmigtir. Domates seralarina 2014 yili Haziran-
Temmuz-Agustos aylarinda survey calismalari yapilmis ve 6 adet populasyon toplanmistir. Buz kutusu
icerisinde laboratuvara getirilen yaprak o©rnekleri T. urticae populasyonlarinin artmasini saglamak
amaclyla temiz barbunya bitkilerine aktariimistir. Ornek popiilasyonlarin toplanma vyerleri ve toplanma
tarihleri cizelge 1'de verilmistir. Karsilastirma popllasyonu olarak kullanilan T. urticae’nin hassas
poplilasyonu German Susceptible Strain (GSS) 2001 yilinda Siileyman Demirel Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Bélimiindeki bécek yetistirme kabinlerine Rothamsted Arastirma istasyonundan
(ingiltere) getirtilmistir. T. urticae’nin hassas popiilasyonuna herhangi bir pestisit uygulamasi yapiimadan
yetistirimistir. Populasyonlar 26+1 °C sicaklikta, % 50-60 orantili nem ve florasan lambalar ile 16 saat
aydinlk, 8 saat karanlik kosullarda kultire alinmistir.

Cizelge 1. Denemede kullanilan Tetranychus urticae populasyonlarinin toplanma yerleri ve tarihleri

Popilasyon adi Toplandidi yer Toplandidi tarih
ID1 Domates serasi 15-06-2014
ID2 Domates serasi 15-06-2014
ID3 Domates serasi 21-07-2014
ID4 Domates serasi 21-07-2014
ID5 Domates serasi 17-08-2014
ID6 Domates serasi 17-08-2014
Hassas poilasyon (GSS) - 21-04-2001
Akarisitler

Calismada kullanilan akarisitler Isparta il Gida, Tarim ve Hayvancilik MGdirliga ile yapilan
calismalar sonucu belirlenmis olup Isparta ili Merkez iige Deregimii Kdyli domates seralarinda
kirmizidrimcek mdicadelesinde yaygin olarak kullanilan Ug¢ akarisit galismalarda kullaniimak Uzere
secilmigtir. Toksisite ¢alismalarinda abamectin (Agrimec EC, Syngenta, Japonya), spiromesifen (Oberon
SC 240, Bayer Crop Science, Almanya) ve hexythiazox (Twister 5 EC, Hektas, Turkiye) etkili maddeye
sahip akarisitler kullaniimistir.

Toksisite Testi

Abamectin, spiromesifen ve hexythiazox'un kirmizidrimceklerin ergin 6ncesi doéneminde
kullanilmasi sebebiyle bioassay calismalarin tamaminda 0-24 saatlik T. urticae larvalari kullaniimistir.
Ayni dénem kirmiziérimcek larvalarini elde etmek amaciyla, tabani islatilmig pamukla kapli 9 cm
capindaki Petri kaplari tGizerinde hazirlanan barbunya yaprak diskleri tizerine 15 adet ergin T. urticae disisi
aktariimis ve yumurta birakmalari saglanmistir. Yumurtalar agildiktan sonra ayni ddnemdeki akar larvalari
denemelerde kullaniimigtir. Bu yontemde secilen akarisitler saf su iginde ¢ézdurilerek uygun dozlar
hazirlanmisgtir. Calismada kullanilan akaristlerin ilk dozu olarak tarla uygulama dozlarinin iki kati
uygulanmistir. Akarisitlerin tarla uygulama dozlarinin iki katlarinin kullaniimasinin sebebi ise T. urticae
poptlasyonlarinin sera kosullarinda yodun pestisit uygulamalarindan dolayi bir miktar direng kazanmis
olabileceklerinin  distnilmesinden kaynaklanmaktadir. Hazirlanan ilk dozdan itibaren akarisit
konsantrasyonlari %50 seyreltilerek denemeler 1 kontrol+7 doz, 3 tekerrlr olacak sekilde kurulmustur.
Nem saglamak amaciyla tabani islatiimis pamukla kaplh 9 cm ¢apindaki Petriler tGizerinde 3 cm'’lik yaprak
diskleri hazirlanmistir. Yaprak diskleri tzerine 25 adet 0-24 saatlik akar larvalari binokiler altinda
yumusak uglu firga yardimiyla aktarilmistir. Hazirlanan ilag konsantrasyonlari Petrilere ilaglama kulesinde
1 atm basing altinda yaprak tzerine 2 ml olacak sekilde puskurtilmustir. Kontrol grubuna sadece saf su
uygulanmigtir. Kirmiziérimceklerde 6li-canli sayimlari 7. ginde yapilmistir. Elde edilen verilerden
yararlanarak farkli akar populasyonlarinin LCs, degerleri POLO bilgisayar paket programinda (LeOra
Software, 1994) hesaplanmigtir. Direng katlari, araziden alinan T. urticae populasyonlarinin LCsg
degerlerinin hassas populasyonun LCsy degerine bolinmesi ile hesaplanmistir.
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Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) ile esteraz enziminin incelenmesi

Elektroforez calismalarinda Goka & Takafuji (1992), Ay & Girkan (2005)'in yontemleri
uyarlanarak kullaniimistir. Elektroforez islemi mini kasetli sistemde (Bio-Rad) %7.5'luk ayirici ve
%3.5’luk yukleyici jel iceren kesikli dogal elektroforez metodu kullaniimigtir. Bes adet ergin disi birey 50
ul homojenizasyon tamponu (%0.1 Triton X-100 iceren %32’lik sukroz) icerisinde plastik ezici ile
homojenize edilmigtir. Polimerizasyondan sonra her bir jel hicresine 10 pul homojenat yuklenmistir.
Elektroforezde kosturma islemi 150 V'da yaklasik 1.5 saat'de yapiimistir. 0.2 M fosfat buffer (pH 6.5 ve
%1 aseton iceriyor) ile %0.02 lik a-naphthyl asetat subsrat sollisyonu hazirlanmistir. Jel bu ¢ozeltide
esteraz enzimi inkibasyonu i¢in 30 dk bekletilmistir. %0.02’lik a-naphthyl asetat soliisyonu ile %0.4
oraninda fast blue BB salt boya sollisyonu hazirlanmis ve jel bu ¢6zeltide 1 saat boyanmistir. Boyama
islemi bittikten sonra jel %7’lik asetik asit ¢bzeltisi icerisine alinarak 24 saat sonra goéruntileme
cihazinda fotografi ¢ekilmistir.

Tetranychus urticae populasyonlarinin esteraz, glutathion S-transferaz (GST) ve
monooksigenaz (P450) enzimlerinin kinetik olarak belirlenmesi

Esteraz aktivitesinin kinetik olarak belirlenmesinde substrat olarak a—naphtyl acetate ve Stumpf &
Nauen (2002)'in gelistirdikleri ydntem kullaniimistir. 20 adet ergin disi 100 uyl sodyum fosfat buffer (0.1M,
pH 7.5) (%0.1 Triton X-100 iceren) icinde homojenize edilmistir. Bu homojenat 10000 g, +4 ‘C'de ve 5 dk
santrif(ij edildikten sonra enzim kaynagi olarak kullaniimistir. Enzim kaynagi olarak kullanilan supernatant
10 kat seyreltiimistir. Mikroplakanin hicrelerine 25 pl supernatant + 25 pl fosfat buffer (0.2 M, pH:6)
konulmustur. Calisma hicrelere 200 ul substrat solliisyonunun eklenmesiyle baglatiimistir. Substrat
soliisyonu 30 mg fast blue RR tuzunun 50 ml 0.2 M sodyum fosfat buffer’da ¢ézilmesi ve bu karisima
500 pl 100 Mm a - naphtyl acetate’in eklenmesiyle elde edilmistir. Enzim aktivitesi 23 °C, 450 nm’'de 10 dk
sureyle okunmustur.

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

Sitokrom P450 monooksigenaz enziminin belirlenmesinde substrat olarak p-nitroanisole (PNOD) ve
Rose et al. (1995) yontemi uyarlanarak kullaniimistir. 50 adet disi birey 100 ul homojenizasyon tampon
cozeltisinde (0.05 M Tris-HCI + %1.15 KCI + 1mM EDTA pH (7.7)) plastik ezici ile ezilerek +4 ‘C 10000
gde 20 dk santrifij edilmistir. Mikroplaka hicrelerine 45 uL homojenizasyon buffer + 45 puL
supernatant+100 pL 2mM PNOD eklenerek karigim 30 ‘C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Reaksiyon mikroplaka
hicrelerine 10 uL 9.6 mM NADPH eklenerek baslatiimistir. P450 enzim aktivitesi Versamax kinetic
mikroplaka okuyucuda 405 nm, 30 ‘C'de 15 dk sireyle dlclimistiir.

Biyokimyasal ¢alismalarda, kontrol hiicreleri ise homojenatsiz olarak okunmustur. Enzim okumalari
dort tekerrarlii olarak yapilmistir. Tim enzim aktiviteleri Softmax PRO software programinda analiz
edilerek sonuclar mOD min™ mg™ protein olarak verilmistir. Orneklerin toplam protein miktarlarinin
belirlenmesinde Bradford (1976)'un total protein tayin yéntemi kullaniimis ve Bovine Serum Albumine
(BSA) standart olarak alinmistir. Enzim sonuglarindan elde edilen veriler tek yonli varyans analizi teknigi
ile (One-Way ANOVA) analiz edilmis ve poplilasyonlar arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Tukey testi
kullanilmigtir (Winer et al., 1991).
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Arastirma Sonuglarn ve Tartigsma
Toksisite sonuglari

Domates seralarindan toplanan T. urticae populasyonlari ve hassas popiilasyonda abamectin’e
karsi belirlenen LCsy degerleri ve direng oranlar Cizelge 2'de verilmistir. T. urticae populasyonlarinda
abamectin’e karsi belirlenen direng oarnlari 8.21-25.26 kat arasinda degismektedir. Abamectin’e karsi en
yuksek direng orani ID4 (25.26 kat) popllasyonunda belirlenirken en disik direng orani ise 1D6 (8.21 kat)
popllasyonunda belirlenmigtir. Sato et al. (2005) T. urticae populasyonunda bes seleksiyon sonucunda
342 kat abamectin direnci gelistigini bildirmiglerdir. Yorulmaz & Ay (2009), laboratuvar kosullarinda 15 kez
selekte ettikleri T. urticae populasyonunda 35.05 kat abamectin direnci belirlemislerdir.

Cizelge 2. Tetranychus urticae populasyonlarinin abamectin'e karsi belirlenen LCs, de@erleri ve direng oranlari
LCso (mg a.i ™)

Popiilasyon n' Egim+se (95% CL) R"
ID1 603 1.70+0.14 1.59 (1.27-1.93) 8.36
ID2 600 1.55+0.12 3.50 (2.66-4.65) 18.42
ID3 605 1.58+0.12 2.54 (2.06-3.08) 13.36
ID4 607 1.52+0.13 4.80 (2.67-6.31) 25.26
ID5 602 1.66+0.13 1.81 (0.81-3.09) 9.52
ID6 605 1.40+0.14 1.56 (0.94-2.23) 8.21
Hassas popllasyon 608 1.58+0.27 0.19 (0.01-0.54) -

*: denemede kullanilan birey say!
“hassas populasyona gore direng orani

Domates seralarindan toplanan T. urticae populasyonlari ve hassas poplilasyonda spiromesifen’e
karsi belirlenen LCsy degerleri ve direng oranlar Cizelge 3'de verilmistir. T. urticae populasyonlarinda
spiromesifen’e karsi belirlenen direng oranlari abamectin’e benzer sekilde ylksek bulunmustur.
Abamectin ve spiromesifen’e karsi diren¢ oranlarinin yiksek bulunmasinin sebebinin dzellikle domates
Uretim seralarinda Uretim sezonu boyunca yogun akarisit uygulamalarina bagh oldugu dustniimektedir.
Cunkl domates seralarindan toplanan T. urticae’'nin tarla populasyonlari surekli pestisit uygulamasina
maruz kalmakta ve direng gelistirebilmektedir. Spiromesifen’e karsi en yiksek diren¢ orani 22.82 kat ile
ID4 popllasyonunda belirlenirken en disik direng orani ise 8.16 kat ile ID2 populasyonunda
belirlenmistir. Pottelberge et al. (2009), 274 kat spirodiclofen direncli T. urticae populasyonunda P450
monoksigenaz ve esteraz enzimlerinin diren¢ gelisiminde rol oynadigini belirlemiglerdir. Demaeght et al.
(2013) 680 kat spirodiclofen direngli T. urticae popllasyonunun ayni grupta yer alan spiromesifen ve
spirotetramat akarisitlerine karsi da ¢apraz direng gelistirebilecedini bildirmislerdir. Hu et al. (2010) 90.8
kat spirodiclofen direncli Panonychus ulmi (Acari:Tetranychidae) popiilasyonunda spirotetramat'a karsi
capraz direng belirlemislerdir. Spirodiclofen ve spiromesifen etken maddeleri tetronik asit tiirevi grubu
altinda yer alan ve etki mekanizmalari benzer akarisitlerdir. Literatiirde spirodiclofen’e karsi
kirmizirimceklerde direng gelisimi ile ilgili fazla sayida ¢alisma bulunmasina kargi, spiromesifen ile
calisma sayisi sinirhdir. Ancak spirodiclofen ve spiromesifen’in etki mekanizmalarinin ayni oldugu
disundlurse, kirmiziGrimceklerde spiromesifen’e karsi direng gelisimi de olasi bir durumdur.
Calismamizda da domates seralarindan toplanan T. urticae'nin tarla populasyonlarinda spiromesifen
kullanimina bagli olarak orta diizeyde direng gelistigi gérulmektedir.

Domates seralarindan toplanan T. urticae populasyonlari ve hassas populasyonda hexythiazox'a
karsi belirlenen LCso degerleri ve direng oranlari Cizelge 4'de verilmistir. T. urticae populasyonlarinda
hexythiazox'a karsi belirlenen direng oranlari abamectin ve spiromesifen’e gore daha diisik bulunmustur.
T. urticae populasyonlarinda hexythiazox’a karsi belirlenen diren¢ oranlari 8.54-11.76 kat arasinda
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degismektedir. Hexythiazox’a karsi en yiksek direng orani ID4 (11.76 kat) populasyonunda belirlenirken
en dusuk direng orani ise ID5 (8.54 kat) poplilasyonunda bulunmustur. Reissig & Hull (1991) elma
bahgelerinden topladiklari P. ulmi’'nin tarla poptilasyonlarinda hexythiazox direnci belirlemislerdir. Pree et
al. (2002) hexythiazox direngli P. ulmi populasyonunda 2000 kat clofentezine direnci belirlemiglerdir.
Yorulmaz et al (2010), Isparta elma bahgelerinden topladiklari 13 adet T. urticae popiilasyonunda
cyhexatin’e karsi 1.24-3.36 kat, propargite karsi ise 1.23-3.18 kat arsinda degisen direng tespit
etmigslerdir.

Cizelge 3. Tetranychus urticae populasyonlarinin spiromesifen'e karsi belirlenen LCsy degerleri ve direng oranlari

LCso (mg a.i ™)

Popiilasyon n' Egim+se (95% CL) R”
ID1 600 1.37+0.11 35.16 (28.17-43.15) 11.75
ID2 602 1.28+0.11 24.40(16.36-33.64) 8.16
ID3 603 1.57+0.12 38.90 (28.00-52.70) 13.01
ID4 608 1.49+0.13 68.25(45.72-103.48) 22.82
ID5 603 1.56+0.12 28.94 (15.64-43.68) 9.67
ID6 600 1.90+0.16 51.26(31.99-76.75) 17.14
Hassas populasyon 603 1.21+0.47 2.99 (1.51-6.14) -

*: denemede kullanilan birey say!
“hassas popllasyona gore direng orani

Cizelge 4. Tetranychus urticae populasyonlarinin hexythiazox'a karsi belirlenen LCso degerleri ve direng oranlari
. LCso (mg a.i ™) -

Populasyon n Egim+se (95% CL) R
ID1 602 1.61+0.13 14.53 (6.67-18.76) 8.85
ID2 602 1.43+0.12 16.40 (9.55-22.62) 10.00
ID3 607 1.36+0.12 16.07 (13.55-20.30) 9.79
ID4 610 1.33+0.11 19.29 (15.22-24.45) 11.76
ID5 605 1.40+0.12 14.01 (11.28-20.02) 8.54
ID6 606 1.12+0.21 15.26 (13.40-19.50) 9.30
Hassas popllasyon 602 1.53+0.16 1.64 (0.94-2.42) -

*: denemede kullanilan birey sayi
“hassas popllasyona gore direng orani

Esteraz, Glutathion S-transferaz (GST) ve Sitokrom P450 Monoksigenaz Enzim Aktivitesi
Sonuglari

Tetranychus urticae'nin hassas ve domates seralarindan toplanan tarla populasyonlarinin esteraz,
GST ve P450 enzim aktivitesi sonuglari Cizelge 5'de verilmigtir. T. urticae populasyonlarinda en ylksek
esteraz enzim aktivitesi 22.60 mOD min™ mg'l protein degeriyle ID4 populasyonunda belirlenmistir.
Esteraz enzim aktivitesi bakimindan ID4, ID2 ve ID6 poptlasyonlar istatistiki olarak ayni grup icerisinde
yer almistir (P<0.05). ID2, ID3 ve ID5 poptlasyonlarinin esteraz enzim seviyeleri hassas populasyona
gore yuksek bulunmus ve farkli bir istatistik grupla ifade edilmistir. Domates seralarindan toplanan T.
urticae populasyonlarinin GST enzim aktiviteleri hassas populasyonla benzer bulunmus ve ayni istatistik
grup igerisinde yer almiglardir (P<0.05). Domates seralarindan toplanan T. urticae populasyonlarinda en
yuksek P450 monoksigenaz enzim aktivitesi 0.0042 mOD min™ mg'l protein degeri ile 1D4
populasyonunda, en dlsik enzim seviyesi ise 0.0026 mOD min™ mg'1 protein degeri ile 1D1
populasyonunda belirlenmistir. P450 enzim aktivitesi bakimindan 1D2, ID4, ID5 ve ID6 popllasyonlari
istatistiki olarak ayni grupta yer alirken, ID1 ve ID3 popllasyonlari ise farkh bir grubu olusturmustur
(P<0.05).
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Cizelge 5. Hassas ve domates seralarindan toplanan Tetranychus urticae populasyonlarinin esteraz enzim aktiviteleri

Spesifik aktivite

Popdlasyon n* mOD min™ mg™ protein RIS™
Esteraz

Hassas populasyon 4 10.80 c***

ID1 4 15.25b 141
D2 4 20.38 a 1.88
ID3 4 17.31b 1.60
D4 4 22.60 a 2.09
ID5 4 15.36 b 1.42
ID6 4 19.42 a 1.79
GST

Hassas popllasyon 4 2.78 a*** <1
ID1 4 2.67 a <1
D2 4 259 a <1
ID3 4 2.56 a <1
D4 4 2.75a <1
ID5 4 270 a <1
ID6 4 26la <1
P450

Hassas popllasyon 4 0.0020 c***

ID1 4 0.0026 b 1.30
ID2 4 0.0040 a 2.00
ID3 4 0.0031 b 1.55
ID4 4 0.0042 a 2.10
ID5 4 0.0035 a 1.75
ID6 4 0.0038 a 1.90

* TekerrUr sayisi
** Denenen popllasyonun enzim aktivitesi/ hassas populasyonun enzim aktivitesi
***Ayni harfler istatistiki olarak ayni grubu gostermektedir (P<0.05)

Poliakrilamid jel elektroforez sonuglari

Tetranychus urticae populasyonlarinin esteraz enzim bantlari poliakrilamid jel elektroforez
yontemiyle belirlenmis ve bantlar sekil 1°de verilmistir. Ayrica populasyonlarin esteraz bantlarinin kantitatif
yogunluklari densiometrede belirlenerek sonuglar Cizelge 6’da gosterilmigtir.

|12 2] o foss [a]s oo

Sekil 1. Tetranychus urticae poptlasyonlarinin esteraz bantlari (1: ID1, 2: ID2, 3: ID3, GSS: hassas poptlasyon, 4: 1D4, 5: ID5, 6: 1D6)

Tetranychus urticae populasyonlarinin esteraz bantlari incelendiginde, domates seralarindan
toplanan tarla populasyonlarina ait esteraz bantlarinin hassas popllasyona ait esteraz bandina goére
daha koyu c¢iktigi belirlenmigtir. Ayrica Cizelge 6 incelendiginde domates seralarindan toplanan T. urticae
populasyonlarinin esteraz bantlarindan belirlenen kantitatif yogunluklarinin hassas popilasyona gére
daha yuksek oldugu belirlenmigtir. Bu sonuglar T. urticae’nin tarla populasyonlarinin esteraz enzimlerinin
kinetik olarak belirlenmesi sonucu elde edilen sonuglar ile uyusmaktadir. Ciink{ tarla populasyonlarinin
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tamaminda esteraz enzim aktivitesi hassas populasyona gore ylksek bulunmustur. Ayrica tarla
poptlasyonlarinda abamectin, spiromesifen ve hexythiazox’a karsi belirlenen direng sonugclari ile de uyum
gOstermektedir.

Cizelge 6. Tetranychus urticae popilasyonlarinin esteraz bantlarinin kantitatif yogunluklar (P< 0.05)*

Populasyon Toplam yogunluk+SE Oran®
Hassas poptulasyon 2420.01+1.19 B -

ID1 2945.00+1.25 A 121
ID2 3456.05+1.35 A 1.42
ID3 3019.04+1.28 A 1.24
ID4 4325.08x1.21 A 1.78
ID5 3489.03+1.38 A 1.44
ID6 3845.02+1.99 A 1.58

@Ayni harfler istatistiki olarak ayni grubu géstermektedir (P<0.05)
P Tetranychus urticae poptlasyonlarinin enxim aktivitesi/hassas populasyon enzim aktivitesi

Esteraz, GST ve sitokrom P450 enzimleri bircok insektisit ve akarisit detoksifikasyonunda rol
oynamaktadir (Konanz & Nauen 2004). Literatiirde T. urticae’de birgok akarisite karsi gelisen direncte
detoksifikasyon enzimlerinin rol oynadigi gériimektedir. Yang et al. (2002), bifenthrin ile selekte edilen T.
urticae popillasyonunda esteraz seviyesinde artis belirlerken, GST aktivitesinin azaldigini bulmustur.
Stumpf & Nauen (2002) T. urticae’'nin abamectin direncli tarla popllasyonunda hassas popiilasyonla
karsilastinldiginda, 1.6 kat esteraz ve 12.7 kat P450 enzim aktivitesi belirlemiglerdir. Bu calismada da
benzer sekilde T. urticae’'nin tarla populasyonlarinda abamectin direnci belirlenmis ve esteraz ve P450
enzim seviyeleri yuksek bulunmustur. Calismamizda O6zellikle kirmiziérimcek populasyonlarinda en
yuksek direng abamectin’e karsi belirlenmistir. Rauch & Nauen (2003), 13 kat spirodiclofen direncli T.
urticae'de 1.2 kat esteraz enzim aktivitesi belirlemiglerdir. Calismamizda T. urticae’nin tarla
poptlasyonlarinda spirodiclofen ile ayni etki mekanizmasina sahip olan spiromesifen’e karsi 8.21-25.26
kat direng orani ve esteraz enzim aktivitesi ylksek bulunmustur. Van Leeuwen & Tirry (2007), T.
urticae’nin tarla populasyonunda yiiksek oranda bifenthrin direnci ve esteraz aktivitesi bulmuslardir. Van
Leeuwen & Tirry (2007), pamuk bitkisinden toplanan T. urticae’nin tarla populasyonunda yiksek oranda
bifenthrin direnci ve esteraz aktivitesi bulmuslardir. Khajehali et al. (2011) gll tzerinden toplanan ve
birgok akarisite karsi duyarh olan fakh T. urticae populasyonlarinda GST enzim aktivitelerinde énemli bir
farkhlik belilememislerdir. Calismamizda da benzer sekilde T. urticae'nin tarla populasyonlarinin GST
enzim aktiviteleri ile hassas popullasyonun GST enzim aktivitesi arasinda fark bulunmamigtir. Lin et al.
(2009), boérilce uzerinden topladiklari ve seleksiyon sonucu 8.7 kat abamectin direngli Tetranychus
cinnabarinus (Boiduval) (Acari:Tetranychidae) populasyonunda 2.7 kat esteraz ve 3.4 kat GST enzim
aktivitesi belirlemislerdir. Ay & Kara (2011), fasulye bitkisi Gizerinde yetistirilen 105.27 kat clofentezine
direncli T. urticae populasyonunun esteraz bant yogunlugunun fazla oldugunu belirlemislerdir. Moghadam
et al. (2012), gul bitkisi Gzerinden toplanan fenazaquin direngli T. urticae populasyonlarinda hassas
popllasyona goére esteraz enziminin arttigini belirlemiglerdir. Literatir bilgileri kirmizidrimceklerde
akarisitlere karsi gelisen direngte detoksifikastyon enzimlerinin etkili oldugunu belirtmektedir. Bu
calismada T. urticae’nin domates seralarindan toplanan tarla populasyonlarinda Ug¢ farkh akarisite karsi
gelisen direngte 6zellikle esteraz ve P450 enzimlerinin rol oynadigini akla getirmektedir. Ozellikle her (g
akarisite karsi en yilksek oranda diren¢ belirlenen 1D4 popilasyonunda esteraz ve P450 enzim
aktivitelerinin diger popllasyonlara gore en yiksek bulunmasi da bu gorisi desteklemektedir. Buna
karsilik GST enziminin kinetik olarak Olglilmesinde tarla popilasyonlari ve hassas popullasyon arasinda
farklilk belilenmemistir. Ancak bu tlr calismalarda daha detayl arastirmalar mutlaka yapilmali ve
Ozellikle pestisitlerin etki mekanizmalarini artiran ve detoksifikasyon enzim inhibitéri olarak gorev yapan
sinerjist gcalismalarininda yapiimasi gerekmektedir.
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Sonug olarak domates seralarindan toplanan T. urticae popullasyonlarinda abamectin, spiromesifen
ve hexythiazox akarisitlerine karsi orta dizeyde diren¢ belirlenmistir. Bunun yani sira T. urticae’nin tarla
populasyonlarinda bu U¢ akarisite karsi gelisen direngte 6zellikle esteraz ve P450 enzimlerinin rol
oynayabilecedi buna karsihk GST enziminin ise etkisinin bulunmadigi belirlenmistir. Dinyada ve
Ulkemizde iki noktali kirmiziérimcegin akarisitlere karsi diren¢ gelisimi ve mekanizmasinin belirlendigi
calisma sayisi oldukga fazladir. Ancak Isparta ili Merkez ilge Deregimi domates seralari Uretim
acisindan yeni bir bdlge olmasi ve yogun pestisit uygulamalarinin yapilmasindan dolayl bu alanda T.
urticae populasyonlarinin direng gelisimi bakimindan incelenmesi gerekliligini ortaya koymustur. Bu
calisma sonucunda Isparta ilindeki Merkez ilge Derglimi kdylu domates seralarinda kirmiziérimceklere
karsi yaygin olarak kullanilan G¢ akarisitin T. urticae populasyonunlarinda énemli bir duyarhlik kaybina
neden oldudu bulunmustur. Bu akarisitleri sik araliklarla ve arka arkaya kullanmak yerine, farkli etki
mekanizmasina sahip akarisitlerin rotasyonla kullanimlarinin yararl olacagi dusinulmektedir. Zararlilarla
etkili bir kimyasal mucadele i¢in duyarlilik dizeylerinin belirlenmesi 6nemlidir. Bu nedenle zararllarin
duyarlilik dizeylerinin sik araliklar kontrol edilerek direncin dnlenmesi veya geciktiriimesi i¢in gerekli
Onlemlerin alinmasi gerektigi dusuniimektedir.
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