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Determination of the susceptibility and detoxification enzyme levels of the predatory
mite Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae) populations against three
different acaricides
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Summary

This study aimed to determine the sensitivity levels of Neoseiulus californicus (McGregor) (Acari:
Phytoseiidae) populations collected from the apple orchards in Isparta in 2011 to etoxazole, hexythiazox and
spirodiclofen by using bioassay methods. LCsy values of N. californicus populations were determined by using a
spray tower with the leaf disk method. According to LCsq values, compared susceptible populations, resistance of
Atabey-1, Atabey-2, Agdilkéy-1, Agdilkéy-2, Gonen and Yalvag populations collected from the orchard in 2011 is
determined to be 10.14, 11.34, 11.75, 14.41, 9.85 and 9.66 fold to etoxazole; to be 6.35, 3.96, 9.33, 8.35, 7.34 and
9.79 fold to hexythiazox; and to be 4.61, 4.36, 5.86, 4.82, 4.10 and 7.08 fold, respectively. Moreover, the effect of the
PBO, IBP and DEM synergists on pesticides was examined. Enzymes of S-transferase (GST), monooxygenases
(P450) and acetylcholinesterase (AChE) in the popluations were determined by using the kinetic method; and the
enzyme of esterase was determined by using the electrophoresis and kinetic methods. The determined enzyme
activity ranges of esterase, glutathion S-transferaz (GST), monooxygenases (P450) ve asetilkolinesteraz (AChE)
were between from 7.130 to 11.788, from 2.07 to 3.47, from 0.0223 to 0.0695 and from 0.0211 to 0.0243
mOD/min/mg proteins, respectively.
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Ozet

Bu calismada, Isparta ili elma bahgelerinden 2011 yilinda toplanan Neoseiulus californicus (McGregor)(Acari:
Phytoseiidae) populasyonlarinin etoxazole, hexythiazox ve spirodiclofen’e kargi duyarlilik dizeyleri biyoassay
yontemlerle belirlenmistir. N. californicus populasyonlarinin LCso degeri ilaglama kulesi kullanilarak yaprak disk
metodu ile belirlenmistir. 2011 yilinda elma bahgelerinden toplanan Atabey-1, Atabey-2, Agilkdy-1, Agilkdy-2, Génen
ve Yalvag isimli N. californicus populasyonlarinda etoxazole kargi sirasiyla 10.14, 11.34, 11.75, 14.41, 9.85 ve 9.66
kat; hexythiazox'a karsi 6.35, 3.96, 9.33, 8.35, 7.34 ve 9.79 kat ve spirodiclofen’e karsi 4.61, 4.36, 5.86, 4.82, 4.10 ve
7.08 kat direng belirlenmistir. Ayrica N. californicus populasyonlarinda PBO, IBP ve DEM sinerijistlerinin ilaglar ile
sinerjistik etkileri incelenmistir. N. californicus populasyonlarinda glutathion S-transferaz (GST) ve asetilkolinesteraz
(AChE) enzimleri kinetik yontemle, esteraz enzimi elektroforez ve kinetik yontemlerle belirlenmistir. Esteraz,
glutathion S-transferaz (GST), monooksigenaz (P450) ve asetilkolinesteraz (AChE) enzim aktiviteleri sirasiyla 7.130-
11.788, 2.07-3.47, 0.0223-0.0695 ve 0.0211-0.0243 mOD/min/mg protein olarak belirlenmistir.

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

Phytoseiidae familyasi igerisinde yer alan avci akar tirleri seralarda, baglarda meyve ve turuncgil
bahgelerinde, zararl akar turleri Gzerinde oldukga etkili olmaktadir (Sato et al., 2000). Bu familya
icerisinde bulunan Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae) fitofag akarlarin kontroliinde kullanilan
etkin ve yaygin akar tiirlerinden bir tanesidir (Castagnoli & Simoni, 1999). ilk defa 1954 yilinda, McGregor
tarafindan Kaliforniya’daki limon agaglarinda Typhlodromus californicus (Acari: Phytoseiidae) olarak
tanimlanmistir (Rhodes & Liburd, 2005). N. californicus’un gesitli tlkelerde ticari irklarinin bulunmasinin
yani sira Avrupa, Guney Afrika, Dodu Asya, Kuzey ve Glney Amerika gibi Ulkelerde de dogal
populasyonlari bulunmaktadir (Canlas et al., 2006). N. californicus’ un dogal populasyonu, Tirkiye'de ilk
kez Aydin'in Kusadasi ilgesinde cilek, seftali, fasulye ve biber Uzerinden bulunmustur (Cakmak &
Gobanoglu, 2006). Isparta’da bulunan elma bahgelerinde de N. californicus varhgi tespit edilmistir
(Yorulmaz & Ay, 2011).

Zararllarla savasta tek bir yontem vyeterli olmadigi gibi kimyasallar olmadan basarili olmak
mumkin goérinmemektedir. Diger savasim yontemleri ila¢c kullanimi ile desteklenmedidi taktirde
zararhlardan dolay! verimde ve Urun kalitesinde azalmalar meydana gelmektedir. Ancak ilaglarin yogun
kullanimi zararli turlerde direng gelisimine neden olurken faydali tirlere de olumsuz yan efkileri
olmaktadir. Bunun yani sira yogun pestisit kullanilan alanlarda faydali tirlerin de ilaglara direng gelistirdigi
bilinmektedir. Sato et al. (2000), Amblyseius womersleyi Schicha (Acari:Phytoseiidae)'nin methidathion ile
laboratuvarda 4 kez seleksiyon sonrasi direncinin 311 kat artigini belirlemiglerdir. Auger et al. (2005),
mancozeb ile 10 kere seleksiyon yaptiklari Typhlodromus pyrinin populasyonunda direncin 73 kat
arttigini rapor etmislerdir. Bonafos et al. (2007), bag alanlarindan topladiklari Typhlodromus pyri
Scheuten (Acari:Phytoseiidae) ve Amblyseius. andersoni (Acari:Phytoseiidae) populasyonlarinin
deltamethrin, lamda-cyhalothrin ve chlorpyrifos-ethly’e karsi orta diizeyden ylksek dizeye kadar degisen
oranlarda direngli bulmuslardir. Tirello et al. (2012), bag alanlari ve elma bahgelerinden toplanan doért fakli
Kampimodromus aberrans (Oudemans) (Acari:Phytoseiidae) popilasyonlarinda 1.85-6.83 arasinda
degisen katlarda chlorpyrifos direnci belirlemiglerdir.Bazi pestisitlere karsi direng gelistiren dogal
dismanlarin entegre mucadele programlari icerisinde kullanilabilecekleri belirtiimektedir. IPM’in  bir
bolumind olusturan pestisit direng yonetim programlarinda zararli turlerde direng gelisimi istenmezken;
dogal dismanlarin pestisitlere kargi dayanikh olmalari istenmektedir (Sato et al., 2000).

Son yillarda Isparta’da bulunan elma bahgelerinde yogun olarak N. californicus varligi tespit edilmistir
(Yorulmaz & Ay, 2012). Zararlilara karsl yogun ilaglama programi uygulanan bu alanlarda avci akarin
bulunma sikhgi ve popllasyon yodunlugunun fazla oldugu survey galismalarinda gézlenmistir. Bu nedenle
avci akarin elma bahcgelerinde yogun kullanilan bazi ilaglara kargi diren¢ gelistirebilecedi dusuniimustar.
Yapilan bu c¢alismada, zararli kirmiziériimceklerin 6nemli bir avcisi olan N. californicus’'un elma
bahgelerinden toplanan popilasyonlarinin etoxazole, spirodiclofen, hexythiazox’'a karsi duyarlilik diizeyleri
bioassay ve biyokimyasal yontemlerle incelenerek direng mekanizmalarinin belirlenmesi amaclanmistir.

Materyal ve Yontem
Materyal
Neoseiulus californicus popiilasyonlarinin toplanmasi ve yetistiriimesi

Calismanin ana materyalini 2011 yilinda Isparta ili Egirdir, Atabey, Gonen ve Yalvag ilgelerinden
toplanan N. californicus populasyonlari olusturmustur (Cizelge 1). Laboratuara getirilen poptlasyonlar
temiz barbunya bitkileri Gzerine aktarilarak kultire alinmistir. Isparta ili Egirdir ilgesinde bulunan
Meyvecilik Arastirma istasyon Miidirliigiindeki organik elma bahgesinden 2008 yilinda toplanilarak
Sileyman Demirel Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bélimiinde bulunan iklim odasinda
yetistirilen N. californicus popllasyonu hassas popllasyon olarak kullanilimigtir. N. californicus
poptlasyonlari 26+1 °C sicaklikta, %60-65 nem ve 16:8 (A:K) fotoperiyot kosullarinin saglandigi iklim
odalarinda ve populasyonlarin birbirleriyle bulagsmalarini engellemek amaciyla igerisinde su dolu kivetler
bulunan kafesler igerisinde yetistirilmistir.
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Cizelge 1. EIma bahgelerinden toplanan Neoseiulus californicus populasyonlari

Ornegin toplandigi yer Tarih

Atabey-1 14-07-2011
Atabey-2 14-07-2011
Agilkdy-1 14-07-2011
Agilkdy-2 14-07-2011
Goénen 21-07-2011
Yalvag 20-07-2011

Pestisitler

Calismalarda etoxazole (Zoom 10 SC, Sumitomo, Japonya), spirodiclofen (Envidor SC 240,
Bayer, Almanya), hexythiazox (Twister 5 EC, Hektas, Trkiye) etkili maddeye sahip ticari formilasyonlar
kullaniimisgtir. Akarisit 6zelligi bulunan spirodiclofen tetronik asit yapisinda, lipid sentezi engelleyici olarak
kullanilan bir ilagtir. Akarisitler grubu icerisinde yer alan hexythiazox’da lipit sentezi engelleyicisidir
(Onclier & Durmusoglu, 2008). Akarisitler igerisinde digerleri grubunda yer alan etoxazole’un ise deri
degistirmeyi kisitlayici ve zararlida kitin biyosentezini engelleyici bir etkisi bulunmaktadir (Nauen &
Smagghe, 2006). Uretici firmalar tarafindan spirodiclofen ilaci kirmizidrimceklerde ergin ve ergin dncesi
dénemlere Onerilirken, etoxazole ve hexythiazox ilaglari ise vyalnizca ergin 6ncesi dénemde
Onerilmektedir.

Metot
Biyoassay ¢aligsmalari

Denemede kullanilan ilaglarin kirmiziérimceklerde ergin dncesi doneme etkili olmalari nedeniyle
bioassay calismalarin tamaminda 0-24 saatlik nimfler kullaniimistir. Tabani islatilmis pamukla kaplh 9 cm.
capindaki petriler Uzerinde hazirlanan barbunya yaprak diskleri Gizerine 15 adet ergin avci akar disisi
aktaniimigtir. 15 adet hazirlanan petrilerden 24 saat sonra birakilan yumurtalar temiz petrilere
aktaniimistir. Yumurtalar acgildiktan sonra ayni dénemdeki avci akar nimfleri denemelerde kullaniimigtir.
Bu yontemde secilen ilaglar saf su icinde ¢ézdurilerek uygun dozlar hazirlanmistir. Hazirlanan ilk dozdan
itibaren ilag konsantrasyonlari %50 seyreltilerek denemeler 1 kontrol + 7 doz, 3 tekerrlr olacak sekilde
kurulmustur. Nem saglamak amaciyla islatiimis pamukla kapli 9 cm. ¢apindaki petriler lizerinde yaprak
diskler hazirlanmistir. Yaprak disk Uzerine 25 adet 0-24 saatlik avci akar nimfleri binokuler altinda
yumusak uglu firga yardimiyla aktarilmistir. Petrilere ilaglama kulesinde 1 atm basing altinda yaprak
Uzerine 2 ml olacak sekilde ilag puskurtiimustir. Kontrole sadece saf su uygulanmistir. Ayrica yaprak
disk Uzerine av olarak kullaniimak Gzere Tetranychus urticae (Acari:Tetranychidae) bireyleri aktariimigtir.
Oli-canli sayimlari 7. ginde vyapilmistir. Elde edilen verilerden yararlanarak farkli avci akar
populasyonlarinin LCs, degerleri POLO bilgisayar paket programinda (LeOra Software, 1994)
hesaplanmistir. Avci akar populasyonlarinin belirlenen LCsy degerlerinin hassas popilasyonun LCsg
degerine oranlanmasi ile direng katlari bulunmustur.

Sinerjist + ilag galigmalan

Sinerjistlerin ilaglar Uzerindeki etkilerini belilemek amaciyla monoksigenaz enzim inhibitéri
piperonyl butoxide (PBO) (2000ul/l) (Leeuwen et al., 2004), esteraz enzim inhibitdéri S-Benzyl-O,0-
diisopropyl phosphorothioate (IBP) (200 ul/l) (Kim et al., 2004) ve GST enzim inhibitéri diethylmaleate
(DEM) (2000ul/l) (Leeuwen et al., 2004) sinerjistleri kullaniimistir. Sinerjist+ilag ¢calismalarinda avci akarin
0-24 saatlik nimfleri kullanilmistir. Denemeler bioassay ¢alismalarda anlatildigi gibi, 1 kontrol+7 doz ve 3
tekerrir olarak kurulmustur. Sinerjistler 1:1 oraninda aseton:saf su igerisinde ¢dzilmustur. Hazirlanan
sinerjist ¢ozeltileri ilagclama kulesinde petrilere 1 atm. basing altinda 1 ml olarak puskurtilmustir. Ayrica
yaprak disk Uzerine av olarak kullaniimak lizere T. urticae aktariimistir. igerisinde avci akar bulunan
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petriler 24 saat boyunca 261 °C sicaklikta %60-65 nem ve 16:8 fotoperiyot kosullarinin saglandigi iklim
odalarinda birakilmistir. Sinerjist uygulamasindan 24 saat sonra hazirlanan ilag sollsyonlari ile ilaglama
yapilmistir. Kontrolde sadece sinerijist uygulanmistir. Olii-canli sayimlari 7. giinde yapiimistir. Elde edilen
verilerden yararlanarak farkli akar populasyonlarinin LCsy, degerleri POLO bilgisayar paket programinda
hesaplanmistir.

Sinerjistik etki orani= Sinerjistsiz LCsq / Sinerijistli LC5o formuli ile hesaplanmistir (Kim et al., 2004).
Biyokimyasal ¢caligmalar
Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) ile esteraz enziminin incelenmesi

Elektroforez c¢alismalarinda Ay & Girkan (2005)in ydntemi uyarlanarak kullaniimigtir.
Elektroforez islemi mini kasetli sistemde (Bio-Rad) %7.5’luk ayirici ve %3.5’luk yukleyici jel iceren kesikli
dogal elektroforez metodu kullaniimigtir. 5 adet ergin disi birey 50 pl homojenizasyon tamponunda
(%0.1 Triton X-100 igceren %32’lik sukroz) igerisinde plastik ezici ile homojenize edilmistir.
Polimerizasyondan sonra her bir jel hiicresine 10 ul homojenat yliklenmistir. Elektroforezde kosturma
islemi 150 V’da yaklasik 1.5 saat’'de tamamlanmistir. 0.2 M fosfat buffer (pH 6.5 ve %1 aseton igeriyor)
ile %0.02 lik a-naphthyl asetat subsrat sollisyonu hazirlanmigtir. Jel bu ¢dzeltide esteraz enzimi
inkiibasyonu igin 30 dk bekletilmistir. %0.02’lik a-naphthyl asetat solisyonu ile %0.4 oraninda fast blue
BB salt boya sollUsyonu hazirlanmis ve jel bu ¢bézeltide 1 saat boyanmistir. Boyama iglemi bittikten sonra
jel %7’lik asetik asit gozeltisi icerisine alinmis ve 24 saat sonra goérUntileme cihazinda fotografi
cekilmigtir.

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 ydontem kullaniimigtir. 20 adet ergin disi 100 yl sodyum fosfat buffer (0.1M,
pH 7.5) (%0.1 Triton X-100 igeren) icinde homojenize edilmistir. Bu homojenat 10000 g, +4 °C’'de ve 5 dk
santrifij edildikten sonra enzim kaynagi olarak kullaniimigtir. Enzim kaynagi olarak kullanilan supernatant
10 kez seyreltilmistir. Mikroplakanin hicrelerine 25 pl supernatant +25 pl fosfat buffer (0.2 M, pH:6)
konulmustur. Calisma hicrelere 200 pyl substrat solisyonunun eklenmesiyle baslatiimistir. Substrat
solisyonu 30 mg fast blue RR tuzunun 50 ml 0.2 M sodyum fosfat buffer'da ¢ézilmesi ve bu karigsima
500 pl 100 Mm a — naphtyl acetate’in eklenmesiyle elde edilmistir. Enzim aktivitesi 23 °C, 450 nm’de 10
dk sureyle okunmustur. Kontrol hiicreleri ise homojenatsiz olarak okunmustur. Enzim okumalari en az G¢
tekerrirli olacak sekilde yapiimistir.

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

GST enziminin kinetik olarak belilenmesinde Stumpf & Nauen (2002)'in gelistirdikleri ydntem
kullanilmigtir. 30 ergin disi 300 pl Tris HCL buffer (0.05M, pH:7.5) icinde homojenize edilmistir.
Supernatant 10000g, +4 °C’de 5 dk santrifiij edilmistir. 100 pl supernatant, 100 ul 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB) ve 100 pl reduced glutathione (GSH)'dan olusan toplam hacim mikroplaka
hlcrelerine konulmustur. CDNB %0.1 ethanolde hazirlanmis ve final konsantrasyonda hicrelerde 0.4
mM CDNB bulunmustur. GSH Tris HCL tamponda hazirlanmis ve final konsantrasyonda hicrelerde 4
mM GSH bulunmustur. Absorvanstaki degisim 340 nm, 25 °C’'de ve 5 dk'da okunmustur. Enzim
okumalari en az g tekrarli olacak sekilde yapilmistir.

Neoseiulus californicus’un asetilkolinesteraz (AChE) enziminin kinetik olarak incelenmesi

Asetilkolinesteraz belirlenmesinde Stumpf et al. (2001) ydntemi uyarlanarak kullaniimistir.
N. californicus’un 50 ergin disisi eppendorf tlp i¢inde bulunan 500 pl %0.1 Trion X-100 iceren fosfat
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buffer (0.1,M pH:7.5) icinde plastik ezici ile homojenize edilmistir. Buz iginde 20 dakika dokularin
cozllmesi beklendikten sonra, homojenat 10 000 g, 4 °C'de ve 5 dk santrifij edilerek elde edilen
supernant enzim kaynagi olarak kullaniimistir. AChE aktivitesini 6lgmek igin mikroplaka hiicrelerine 100 pl
acetylcholine iodide (ATChl), 100 ul 5.5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) ve 100 ul enzim sollsyonu
konmustur. 300 uL’lik final konsantrasyonunda her bir maddenin miktari 0.5 mM olmustur. AChE aktivitesi
kinetik mikroplaka okuyucuda 23 °C de 412 nm'de 20 dakikada Olglilmistir. Kontrol hiicreleri ise
homojenatsiz olarak okunmustur. Okumalar en az Ug¢ tekrarli olacak sekilde yapiimistir.

Biyokimyasal calismalarda, orneklerin toplam protein miktarlarinin belirlenmesinde Bradford
(1976)'un total protein tayin yontemi 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 popllasyonlar arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Tukey testi kullaniimigtir ( Winer
etal., 1991).

Arastirma Sonuglari
Bioassay sonuglari

Isparta ili Egirdir, Atabey, Gonen ve Yalvag ilgelerinden toplanan N. californicus populasyonlarinin
etoxazole, spirodiclofen ve hexythiazox’a karsi duyarliik dizeyleri ve detoksifikasyon enzimleri
belirlenmistir. N. californicus popullasyonlarinda etoxazole karsi 9.66-14.41 kat arasinda degisen direng
oranlari bulunmustur (Cizelge 2). Etoxazole karsi en yuksek direng orani Agilkdy-2 populasyonu (14.41
kat), en az direng orani ise Yalvag popllasyonunda (9.66) bulunmustur. N. californicus populasyonlarinda
spirodiclofen’e karsi 4.10-7.08 kat arasinda direng oranlari belirlenmistir (Cizelge 2). Spirodiclofen’e karsi
ile en ylUksek diren¢ Yalva¢ populasyonunda (7.08 kat), en az direng ise Gonen populasyonunda (4.10
kat) bulunmustur. N. californicus populasyonlarinda hexythiazox’a karsi 3.69-9.79 kat arasinda degisen
oranlarda direng belirlenmistir (Cizelge 2). Hexythiazox’a karsi en yliksek diren¢ Yalvag popilasyonunda
(9.79 kat), en az direng Atabey-2 popllasyonunda (3.69 kat) bulunmustur.

Cizelge 2. Neoseiulus californicus popllasyonlarinin etoxazole, spirodiclofen ve hexythiazox’a karsi belirlenen LCsy degerleri ve
direng oranlari

etoxazole spirodiclofen hexythiazox
Poplas- LCso ul/100 LCso pI/100 LCso pI/100
yon n* Egim+se ml R** Egim+se mi R Egim+se mi R
(Guven araliklarr) (Guiven araliklarr) (Guiven araliklarr)
12.28 10.1 10.52 20.92
Atabey-1 600 1.25+0.12 7431909 4 1.3440.12 6.63-10.07 4.61 1.431£0.13 14.14-29.28 6.35
13.73 11.3 9.96 12.16
Atabey-2 600 1.211£0.11 9182039 4 1.43+0.11 791-13.28 4.36 1.41+0.11 8.10-17 49 3.69
[ 14.22 1.7 13.37 30.72
Agilkoy-1 600 1.5210.14 8752115 5 1.40£0.14 8.66-19.28 5.86 1.40+012 15.72-54.71 9.33
Agilkéy-2 600 1.3410.13 17.44 1?4 1.5240.12 10.99 4.82 1.4310.14 27.49 8.35
grkoy D 10.72-26.83 e 7451552 A 17.62-30.48
i 11.93 9.37 2417
Gonen 600 1.4410.14 7 5617 27 9.85 1.63£0.15 5.83-13.60 4.10 1.2940.13 19.30-30 11 7.34
11.70 9.66 16.16 7.08 32.22
Yalvag 600 1.5410.17 7 96-16.29 1.4310.12 11.64-21.89 1.40£0.12 20.11-48.28 9.79
Hassas
S 1.21 2.28 3.29
popilasy 600 174014 49445 T OB e 079 © 10 a3 402

on

* n: denemede kullanilan birey sayisi.
**R:Direng oranl.
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Sinerjist + ilag galigma sonuglari

Etoxazole+PBO’nun birlikte uygulanmasi sonucunda Yalvag popllasyonunda en az (2.31 kat)
Atabey-1 populasyonunda ise en yulksek (3.18 kat); etoxazole+IBP’nin birlikte uygulanmasi sonucunda
Yalvag populasyonunda en disik (<1) ve AQgilkdy-2 popllasyonunda en vyiksek (2.61 Kkat);
etoxazole+DEM sinerijistinin birlikte uygulanmasi sonucunda ise Yalvag populasyonunda en disuk (1.08
kat) ve Gonen populasyonunda en yulksek (1.65 kat) sinerjistik etki oranlari belirlenmistir (Cizelge 3).
N. californicus populasyonlari igerisinde spirodiclofen’e karsi Agilkéy-1 (5.86 kat) ve Yalvag
poptlasyonlarinda (7.08 kat) diger populasyonlara gore ylksek direng orani belirlenmistir. Diger dort avci
akar populasyonlarinin spirodiclofen’e kargi direng oranlarinin diisik bulunmasi nedeniyle PBO, IBP ve
DEM sinerjist galismalari yalnizca direng oranlari diger populasyonlara gore daha ylksek bulunan
Agilkéy-1 ve Yalvag populasyonlarinda yapilmis ve sonuglar Cizelge 3'de verilmistir. Atabey-2
populasyonunun hexythiazox direncinin disiik ¢ikmasi nedeniyle (3.69 kat) sinerjist calismalari diger bes
popilasyonda yapilmistir.  Hexythiazox+PBO’nun  birlikte uygulanmasi sonucunda Atabey-1
populasyonunda en distik (1.96 kat) Agilkdy-2 popllasyonunda ise en yiksek (3.15 kat);
hexythiazox+IBP’nin birlikte uygulanmasi sonucunda Yalvag populasyonunda en dusuk (1.06) ve Agilkdy-
2 popllasyonunda en yiksek (1.81 kat); hexythiazox+DEM sinerijistinin birlikte uygulanmasi sonucunda
ise Gonen populasyonunda en dusik (1.34 kat) ve Atabey-1 popllasyonunda en yiksek (1.89 kat)
sinerjistik etki oranlari belirlenmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Neoseiulus californicus popllasyonlarinda etoxazole ve etoxazole + sinerjistlerin LCso degerleri ve sinerjist etki oranlari

Etoxazole Spirodiclofen Hexythiazox
LC50 LC50 LC50 p|/1 00
Popiilasyon n* Egim+se ul/100 ml SR** Egim+se pl/100 ml SR Egim+se mi SR
(Glven araliklarr) (Guven araliklari) (Guven araliklari)
Atabey-1 600 1.25+0.12 12.28 - - - 1.43+0.13 20.92
(Sinerjistsiz) 7.43-19.09 14.14-29.28
PBO 600 1.51+0.12 3.86 - - - 1.57+0.15 10.63
3.18 1.96
2.59-5.44 8.10-13.46
IBP 600 1.43+0.12 7.62 - - - 1.44+0.13 15.45
1.61 1.35
5.27-10.55 8.85-24.42
DEM 600 1.35+0.12 8.14 - - - 1.43+0.12 11.05
1.50 1.89
5.52-11.67 8.16-14.57
Atabey-2 600 1.21+0.10 13.73 - - - - - -
(Sinerjistsiz) 9.18-20.39 )
PBO 600 1.65+0.13 4.35 315 - - - - - -
3.11-5.83 ’
IBP 600 1.38+0.11 5.49 - - - - -
2.50
4.44-6.71
DEM 600 1.37+£0.13 10.90 1.95 - - - - - -
8.29-10.95 ’
AgGilkoy-1 600 1.52+0.13 14.22 1.40£0.14 13.37 1.40+012 30.72
(Sinerjistsiz) 8.75-21.15 i 8.66-19.28 i 15.72-54.71 i
PBO 600 1.61+0.14 5.83 1.60£0.13 4.91 1.43+0.12 14.48
2.42 2.72 2.12
3.83-8.28 3.51-6.61 11.32-18.31
IBP 600 1.51+0.13 11.04 1.44+0.13 8.18 1.55+0.15 25.81
1.20 1.63 1.19
8.46-13.96 4.80-12.70 13.40-45.82
DEM 600 1.40+0.11 10.84 1.31£0.11 9.42 1.37+0.11 19.95
1.31 1.41 1.53
8.85-13.24 6.20-13.92 16.17-24.44
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Cizelge 3. Devami.

Etoxazole Spirodiclofen Hexythiazox
LCso pl/100 LCso LCso pl/100
Popilasyon n* Egim+se ml SR** Egim+se pl/100 ml SR Egimtse ml SR
(Giiven araliklar) (Giiven araliklar) (Giiven araliklari)
Agilkoy-2 600 1.38+0.12 17.44 - - - 1.43+0.14 27.49
(Sinerjistsiz) 10.72-26.83 17.62-39.48
PBO 602 1.4810.13 7.10 - - - 1.64+0.15 8.70
2.45 3.15
4.59-10.21 5.65-12.30
IBP 601 1.65+0.13 6.67 - - - 1.540.1 15.17
2.61 1.81
4.84-8.88 10.58-20.84
DEM 600 1.44£0.13 10.68 - - - 1.41+0.11 15.43
1.63 1.78
8.33-13.39 11.03-21.33
Gonen 600 1.4310.13 11.93 - - - 1.2940.13 2417
(Sinerijistsiz) 7.56-17.27 19.30-30.11
PBO 600 1.450.15 4.87 - - - 1.411£0.12 9.33
2.44 2.59
3.46-6.60 5.21-14.80
IBP 602 1.341£0.11 10.29 - - - 1.62+0.14 18.53
1.15 1.30
7.08-14.46 11.89-26.72
DEM 603 1.2910.11 7.23 - - - 1.3840.12 18.02
1.65 1.34
5.83-8.95 12.61-24.82
Yalvag 600 1.53£0.16 11.70 1.43610.125 16.16 1.40£0.12 32.22
(Sinerijistsiz) 7.96-16.29 11.64-21.89 20.11-48.28
PBO 601 1.4410.12 5.06 1.521+0.127 5.78 1.47+0.12 13.40
2.31 2.79 2.40
3.07-7.64 3.80-8.40 8.55-19.81
IBP 602 1.4610.14 12.56 1.449+0.118 11.74 1.49+0.15 30.22
0.93 1.37 1.06
7.36-19.30 7.77-16.52 20.11-42.32
DEM 605 1.36£0.13 10.77 1.51910.143 11.73 1.60£0.14 23.68
1.08 1.35 1.36
8.18-13.80 8.11-16.81 16.67-32.05

* n: denemede kullanilan birey sayisi.
**SR: Sinerijistik etki orani.

Biyokimyasal sonuglar

Biyokimyasal c¢alismalar igerisinde N. californicus populasyonlarinin esteraz enzimleri hem
elektroforetik hem de kinetik olarak incelenmistir. Ayrica N. californicus populasyonlarinin GST, sitokrom
P450 ve AChE enzim aktiviteleri de kinetik olarak belirlenmistir.

Esteraz, glutathion S-transferaz (GST), sitokrom P450 monoksigenaz ve asetilkolinesteraz
(AChE) enzim aktivitesi sonug¢lari

Esteraz enzimi Atabey-2 populasyonunda 11,788 mOD/min/mg protein degeriyle en yuksek olarak
belirlenmistir. Atabey-2 popllasyonu istatistiki olarak diger populasyonlardan farkh bir grubu
olusturmustur (P<0.05). Yalvag poptlasyonu ise 7,130 mOD/min/mg protein degeri ile en dislk esteraz
enzim seviyesine sahiptir ve istatistiki olarak diger populasyonlardan farkli bulunmustur (Cizelge 4).
Gonen populasyonunun 3,47 mOD/min/mg protein degeri GST enzim aktivitesini hassas ve diger
popilasyonlardan daha ylksek seviyede oldugu belirlenmistir ve istatistiki olarak farkli bulunmustur
(P<0.05). Atabey-1, Atabey-2, Agdilkdy-1, Agilkdy-2 ve Yalvag populasyonlarinin GST enzim aktiviteleri
hassas populasyonun GST enzim aktivitesiyle benzer bulunmus ve bu populasyonlar istatistiki olarak ayni
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grup icerisinde yer almislardir (Cizelge 4). Agilkdy- 1 populasyonunda 0,0695 mOD/min/mg protein degeri
ile en yuksek diizeyde sitokrom P450 monoksigenaz enzimi seviyesi belirlemis ve istatistiki olarak diger
populasyonlardan farkli bulunmustur. Atabey-2, Génen, Yalvag ve hassas populasyonlar istatistiki olarak
ayni grup igerisinde yer almiglardir (P<0.05). Atabey-1 ve Agilkdy-2 popilasyonlarinda sitokrom P450
monoksigenaz enzim seviyesi hassas popllasyona gore daha az bulunmustur (Cizelge 4). Atabey-1 ve
Agilkdy-2 populasyonlari 0.0243 mOD/min/mg ve 0.0237 mOD/min/mg protein degerleri ile en yuksek
seviyede AChE enzim aktivitesini gostermigler ve istatistiki olarak farkl bir grup olusturmuslardir (Cizelge
4). Diger populasyonlarin AChE enzim aktivitesi hassas popuilasyonla benzerlik gostermis ve istatistiki
olarak ayni bir grup icerisinde yer almiglardir (P<0.05).

Cizelge 4. Neoseiulus californicus popllasyonlarinin esteraz enzim aktiviteleri

Esteraz GST P450 AChE
Poptlasyon N* mOD/min/mg N mOD/min/mg N mOD/min/mg N mOD/min/mg
Atabey-1 3 8,882C 3 2,76 B 3 0,0299 C 3 0,0243 A
Atabey-2 3 11,788 A 3 2,37B 3 0,0494 B 3 0,0211 B
Agilkdy-1 3 9,431 BC 3 2,48B 3 0,0695 A 3 0,0217 B
Agilkoy-2 3 10,030 B 3 2,25B 3 0,0223 C 3 0,0237 A
Gonen 3 10,837 B 3 3,47 A 3 0,0445B 3 0,0217 B
Yalvag 3 7,130 D 3 2,89B 3 0,0439B 3 0,0222 B
Hassas 4 8,615C 3 2,07B 3 0,0398 B 3 0,0220 B

"N: tekerriir sayisi.
Poliakrilamid jel elektroforez sonuglari

N. californicus populasyonlarinin esteraz enzimleri poliakrilamid jel elektroforez yontemiyle
belirlenmis ve bantlar sekil 1’de verilmistir.

N. californicus’un tim populasyonarinda esteraz enzimleri tek banttan olustugu belirlenmistir.
Hassas poplilasyona ait bantlara diger popiilasyonlara ait bantlardan daha ince cikmistir. Ozellikle
Atabey-1, Atabey-2 ve Agilkdy-1’e ait bantlar olduk¢a koyu cikmistir. Diger tarla populasyonlarinin da
hassas populasyona gore bant kalinliklari daha yogun bulunmustur.

Sekil 1. Neoseiulus californicus populasyonlarinin esteraz izozimlerinin PAGE elektroforez bant sistemleri (1,8: Hassas, 2:Atabey-1,
3: Atabey-2, 4:Agilkoy-1, 5:Agilkdy-2, 6:Gonen, 7:Yalvag).
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Tartisma

Bu calismada zararli kirmiziérimceklerin énemli ve etkili bir avcisi olan N. californicus’'un arazi
popilasyonlarinin etoxazole, spirodiclofen ve hexythiazox’a kargi direng gelistirme Ozellikleri ve direng
dizeyleri ve direng mekanizmalari mekanizmalari belirlenmistir.

Etoxazole, spirodiclofen ve hexythiazox’a karsi arazi populasyonlarinin tamaminda hassas
populasyonla karsilastiriidiginda LCsq deg@erlerine goére duyarlilik kaybi bulunmustur. N. californicus
populasyonlarinda etoxazole karsi 9.66 — 14.41 kat; spirodiclofen’e karsi 4.10 — 7.08 kat ve hexythiazox’'a
karsi ise 3.69 - 9.79 arasinda degisen oranlarda direng belirlenmistir. Sokeli et al. (2007), Isparta ili ve
cevresindeki elma Uretimi yapilan alanlardan toplanan T. urticae populasyonlarinda propargite,
chlorpyrifos ve abamectin igin sirasiyla <1.0-1.046, 2.341-40.206 ve <1.0-1.387 kat diren¢ belirlemistir.
Bonafos et al. (2007) bag alanlarindan topladiklari Typhlodromus pyri (Acari:Phytoseiidae) ve Amblyseius
andersoni (Acari:Phytoseiidae) populasyonlarinin deltamethrin, lamda-cyhalothrin ve chlorpyrifos-ethly’e
karsi orta dizeyden ylksek diizeye kadar degisen oranlarda direngli bulmuslardir. Yorulmaz vd. (2010),
elma bahgelerinden topladiklari 13 adet T. urticae populasyonunda cyhexatin’e karsi 1.24-3.36 kat,
propargite karsl ise 1.23-3.18 kat arsinda degisen direng tespit etmislerdir. Tirello et al. (2012), bag
alanlari ve elma bahgelerinden toplanan doért fakh Kampimodromus aberrans populasyonlarinda 1.85-
6.83 arasinda degisen katlarda chlorpyrifos direnci belirlemislerdir.

Avci akarin arazi ve hassas popllasyonlarinda etoxazole +PBO, spirodiclofen+PBO ve
hexythiazox+PBO’'nun birlikte uygulanmasi sonucunda sirasiyla 2.31- 3.18, 2.72-2.79 ve 1.96- 3.15
arasinda degisen katlarda sinerijistik etki belirlenmistir. N. californicus populasyonlari igerisinde etoxazole
kargi yuksek direng katlarina sahip Atabey-1, Atabey-2 ve Agilkdéy-2 (10.14, 11.34 ve 14.41kat)
popilasyonlarinda en yiiksek sinerjistik etki belirlenmistir (3.18, 3.15 ve 2.45 kat). Spirodiclofen+PBO’nun
birlikte uygulanmasi sonucunda, spirodiclofene’e karsi yuksek direng belirlenen Yalvag (7.08 kat) ve
Agilkdy-1 (5.86 kat) populasyonlarinda 2.79 ve 2.72 kat sinerjistik etki belirlenmistir. Diger avci akar
popllasyonlarinin spirodiclofene karsi duyarlilik diizeylerinin disik ¢ikmasi nedeniyle sinerjistik calis-
malar yapilmamistir. Hexythiazox+PBO ile yapilan g¢alismalar sonucunda N. californicus populasyonlari
icerisinde hexythiazox’a karsi belirlenen ylksek direng katlarina sahip Yalvag (9.79 kat), Agilkdy-1 (9.33
kat) ve Agilkdy-2 (8.35 kat) populasyonlarinda yuksek sinerjistik etki belirlenmistir (sirasiyla 2.40, 2.12 ve
3.15 kat). Bu sonuglar g6z éniine alindiginda spiromesifen, spirodiclofen ve hexythiazox’a karsi PBO ile
yuksek sinerjistik etki belirlenen popllasyonlarda yiksek direng belirlenmistir. PBO sinerjistinin inhibitori
oldugu sitokrom P450 monoksigenaz enzimi AJilkdy-1 populasyonunda en yuksek, Atabey-1 ve Yalvag
popllasyonlarinda ise hassas popllasyonla ayni dizeyde bulunmustur. P450 enzimi ve PBO sinerjisti
birlikte dusunudldiginde P450 monoksigenaz enziminin bu populasyonlarda direng gelisiminde etkisi
oldugu soylenebilir. Ancak yiiksek sinerjistik etki belirlenen Atabey-1 ve Agilkdy-2 popllasyonlarinda ise
hassas popllasyona gore daha disuk seviyede bulunmus ve farkli bir istatistik grupta ifade edilmistir.
Sato et al. (2001), monooksigenaz inhibitdrleri olan piperonyl butoxide ve 2-propynyl 2,3,6-
trichlorophenyl'in methidathion direngli A. womersleyi'de yiiksek derecede sinerjistik etki gosterdigini ve
oksidatif metabolizmasinin arttigini ortaya koymuslardir. Kim et al. (2006), 240 kat pyridaben direngli
T. urticae’de fenpyroximate icin 373 kat, acrinathrin icin 329 kat, benzoximate icin 84 kat diren¢ tespit
belirledikleri galismada, PBO’nun pyridaben direnci Gzerinde biylk etkisi oldugu bulmuslardir. Sato et al.
(2006) 177 kat methidathion direncli ve hassas Amblyseius womersley’de monoksigenaz aktivitesinin
direncli populasyonda hassas poptlasyona gore 3.60 kat arttigini belirlemiglerdir.

Etoxazole +IBP, spirodiclofen+IBP ve hexythiazox+IBP’nin birlikte uygulanmasiyla <1-2.61, 1.37-
1.63 ve 1.06-1.81 arasinda degisen katlarda sinerjistik etki bulunmustur. N. californicus popilasyonlari
icerisinde 14.41 kat ve 11.34 kat ile etoxazole yuksek direng goOsteren Agilkdy-2 ve Atabey-2
popilasyonlarinda IBP sinerjisti igin 2.61 kat ve 2.50 kat ile yiksek etki belirlenmistir. Buna karsilik 9.66
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kat ile en disuk dirence sahip olan Yalvag popilasyonunda ise sinerjistik etki <1 olarak bulunmustur.
Spirodiclofen’e karsi belirlenen direng oranlarinin disik olmasi nedeniyle sadece Agilkdy-1 ve Yalvag
poptulasyonlarinda yapilan sinerjist calismalarinda 1.63 ve 1.37 kat sinerjistik etki bulunmusgtur.
Hexythiazox+IBP sonucunda ise hexythiazox’a karsi yuksek direng belirlenen Agilkdy-2 (8.35 kat), Gdnen
(7.34 kat) ve Atabey-1 (6.35 kat) populasyonlarinda 1.81, 1.30 ve 1.35 kat sinerjistik etki belirlenmistir.
Elektroforez sonucu elde edilen bantlarda ylksek sinerjistik etki belirlenen Atabey-1, Atabey-2, Agilkdy-1
ve Agilkdy-2 popllasyonlarinin hassas poptilasyona gore bant kalinliklari daha fazladir. Ayrica esteraz
enziminin kinetik olarak incelenmesi sonucunda Atabey-2, Agilkdy-2 ve AQgilkdy-1 popilasyonlarinin
enzim miktarlari hassas populasyona gére yuksek bulunmustur. Bu durumda bu avci akar
populasyonlarinda etoxazole, spirodiclofen ve hexythiazox’a karsi diren¢ gelisiminde esteraz enziminin
etkisi oldugu soéylenebilir. Booth et al. (2007), tarla ve laboratuar kosullarinda, lambda-cyhalothrin ve
dimethoate’nin Rhopalosiphon padi (L.) (Hemiptera:Aphidoidea) ve afitin predatéri olan Micromus
tasmaniae Walker (Neuroptera:Hcmerobidaee) Uzerine etkilerini arastirdiklari ¢alismada, kolinesteraz
enzimi dimethoate direncini etkilerken; GST enziminin lambda-cyhalothrin ve dimethoate (izerine etkisi
olmadigi belirlemiglerdir. Sayyed et al. (2010), 896 kat deltamethrin direngli Chrysoperla carnae
(Neuroptera:Chrysopidae) populasyonunda esteraz ve monoksigenaz enzim seviyelerinin arttigini
belirlemislerdir.

Etoxazole+DEM, spirodiclofen+DEM ve hexythiazox+DEM uygulamalari sonucunda sirasiyla 1.08-
1.65, 1.35-1.41 ve 1.34-1.89 kat olarak bulunmustur. Etoxazole+DEM uygulamasi sonucunda etoxazole
kargi yuksek direng belirlenen Agilkdy-2 (14.41 kat) ve Gonen (9.85 kat) popdilasyonlarinda en ylksek
sinerjistik etkiler belirlenmistir (1.63 ve 1.65 kat). Hexythiazox+DEM uygulamasi sonucunda ise,
hexythiazox'a karsi yiksek direng belirlenen Agilkoy-1 (9.33 kat), Agilkoy-2 (8.35 kat) ) ve Gonen (7.34
kat) populasyonlarinda yiksek sinerjistik etki belirlenmistir (1.53, 1.78 ve 1.34 kat). GST enziminin kinetik
olarak belirlenmesi sonucunda ise en ylksek enzim miktari Génen popilasyonunda belirlenmis ve
istatistiki olarak farkli bir grupta ifade edilmistir (P<0.05). Diger avci akar populasyonlarinin GST enzim
miktari hassas populasyonla benzer bulunmus ve ayni grup igerisinde yer almiglardir (P<0.05). DEM
sinerjisti ve GST enzim sonuglan birlikte disutnildiginde Goénen popilasyonunda hexythiazox direng
gelisiminde GST enziminin etkisi oldugu sdylenebilir. Fournier et al. (1987), Phytoseiulus persimilis
(Acari:Phtoseiidae)’ demethidathion direnci tizerinde yalnizca GST enziminin etkili oldugunu bulmusglardir.
Pottelberge et al. (2009), 274 kat spirodiclofen direngli T. urticae popilasyonunda P450 monoksigenaz,
esteraz ve GST enzimlerinin direng gelisiminde rol oynadigini belirlemiglerdir.

Neoseiulus californicus populasyonlarinin AChE enzim aktiviteleri ve diren¢ oranlari birlikte
degerlendirildiginde, AChE enzim aktivitesi Atabey-1 ve Agilkdy-2 populasyonlarinda yiksek bulunmus ve
istatistiki olarak farkh bir grupta yer almislardir (P<0.05). Hassas popllasyon ve diger avci akar
populasyonlarinin AChE enzim aktiviteleri ise benzer bulunmus ve ayni grup icerisinde yer almiglardir.
Atabey-1 ve AJilkdy-2 populasyonlari 6zellikle etoxazole karsi yuksek direng belirlenen populasyonlardir.
Anber & Overmeer (1988), Amblyseius andersoni (Garman)de substrat olarak acetylthiocholine
kullanarak S ve A irklarinda 0.71 kat ve 0.35 kat asetilkolinesteraz enzimi 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 belirtiimistir. Bu
durum diren¢ gelisiminde AChE enziminin etkisinin de olabilecegini dustndirmektedir. Ayrica AChE
enziminin organik fosforlu ve karbamatl ilaglarla iligkisi oldugu bilinmektedir. N. californicus’'un arazi
popilasyonlarinin elma bahgelerinde bu gruptan ilaglara maruz kaldidi ve bdylece AChE enziminin
yukseldigi de diger bir olasiliktir. Bu nedenle avci akarin laboratuarda bu ilaglara karsi seleksiyon baskisi
sonucu direng gelistiren populasyonlarinda da AChE enziminin incelenmesi gerekmektedir.
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Sonug olarak, bu galismada N. californicus’un arazi populasyonlarinin etoxazole, spirodiclofen ve
hexythiazox’a karsi direng gelisimleri biyoassay ve biyokimyasal yodntemlerle incelenerek direng
mekanizmalari belilenmeye calisiimistir. Calismada kullanilan ilaglara karsi direng gelisiminden tek bir
enzim aktivitesinin sorumlu olmadigi, esteraz, P450 monooksigenaz, GST ve AChE enzimlerinin degisik
oranlarda direng gelisimine katildi§i distniimektedir. ilaglarin dogal diismanlar (izerindeki yan etkilerinin
yani sira predatér ve parazitoidlerin bazi kimyasallara karsi diren¢ kazandidi bilinmektedir. Clnkl yogun
ilag uygulanan alanlarda bulunan dogal dismanlar hedef olmamalarina ragmen uygulanan
kimyasallardan dolayl olarak etkilenmektedir. Bir sekilde ilaglara karsi diren¢g kazanan dogal diismanlarin
Ozellikle diren¢ yonetim programlari icerisinde kullanilabilecedi dusunuUlmektedir. Ayrica yapilan bu
¢alisma, N. californicus’da direng mekanizmasinin belirlenmesi adina diinyada ve Ulkemizde yapilan ilk
¢alisma olmasi yéninden de dnem kazanmaktadir. Bu tir ¢alismalar N. californicus’da ilerde yapilacak
olan diger ¢calismalara da altyapi hazirlamasi yoniinden fayda saglayabilir.
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