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Orijinal aragtirma (Original article)

Manisaili bag alanlarinda Salkim guvesi
[Lobesia botrana (Denis & Schiffermuller) (Lepidoptera: Tortricidae)]

populasyonlarinin insektisit direncinin belirlenmesi

Determination of insecticide resistance of European grapevine moth [Lobesia
botrana (Denis & Schiffermdiller) (Lepidoptera: Tortricidae)] populations in vineyards
of Manisa province

Ahmet HATIPOGLU?  Enver DURMUSOGLU? M.Oktay GURKAN?

Summary

This study was carried out to determine the resistance to insecticides of European Grapevine Moth, the main
pest of vineyards between 2011-2014. Using the diet method, Lethal Concentration (LC) values of four different
insecticides were determined in 10 different European Grapevine Moth populations and then the resistance
coefficients were calculated comparing these values with susceptible population. LCsp values were about 6 fold for
chlorpyrifos-ethyl in Sarig6l-2 population, about 5 fold for deltamethrin in Salihli population, about 6 fold for
indoxacarb in Ahmetli population, about 6.5 fold for spinosad in Saribey population. These results suggest that these
populations have developed resistance against the used insecticides. Enzyme activities of AChE, EST and GST were
determined in 10 populations. No significant difference was detected in GST enzyme activities of the populations. In
Sarig6l-2 population, AChE enzyme activity was 5 fold while EST enzyme activity was 1.5 fold higher than the
susceptible population.
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Ozet

Bu calismada 2011-2014 yillari arasinda badin ana zararlisi olan Salkim givesinin yaygin kullanilan
insektisitlere kargi direng durumunun belirlenmesi amacglanmistir. Besine karistirma yodntemi kullanilarak iklim
odalarinda kaltiri gelistirilebilen 10 farkh Salkim giivesi popllasyonunda dort farkli insektisitin  6ldiriicu
konsantrasyon (LC) degerleri belirlenmis ve bu degerler hassas popilasyonla kiyaslanarak popilasyonlarin direng
katsayilari hesaplanmistir. Biyoassay galismalar sonucunda hesaplanan LCsy de@erleri hassas popilasyona gore
chlorpyrifos-ethyl igin Sarigdl-2 popillasyonunda yaklasik 6 kat, deltamethrin icin Salihli popllasyonunda yaklasik 5
kat, indoxacarb icin Ahmetli populasyonunda yaklasik 6 kat, spinosad igin Saribey populasyonunda yaklasik 6.5 kat
daha fazla bulunmus ve s6z konusu popilasyonlarin bahsi gegen ilaglara karg! direng gelistirmeye basladigi tespit
edilmistir. Biyokimyasal testler sonucunda ise 10 populasyondaki AChE, EST ve GST enzim aktiviteleri belirlenmistir.
Popilasyonlarin GST enzim aktivitelerinde énemli bir farkhilik goértlimemistir. Sarigdl-2 populasyonunda, AChE enzim
aktivitesi hassas popilasyona gore yaklasik 5 kat, EST enzim aktivitesi ise yaklasik 1.5 kat oranla fazla bulunmustur.
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Manisa ili bag alanlarinda Salkim glivesi [Lobesia botrana (Denis & Schiffermdiller) (Lepidoptera: Tortricidae)] populasyonlarinin
insektisit direncinin belirlenmesi

Giris

Dinyada 7,5 milyon ha gibi genis bir alanda yetistirilien ve ekonomik olarak énemli meyvelerin
basinda gelen Gzim birgok sekilde tiketilmektedir. Taze meyve, kuru UzUm, sarap, meyve suyu, regel,
konsantre ve tohum yadlari bunlarin basinda gelmektedir. Dinya toplam Uretim miktari yilda yaklasik 69
milyon ton olan Gzimin 4 milyon tondan fazla Gretimi Tlrkiye'deki bag alanlarinda gergeklestirimektedir.
Cin dinya Gzum Uretiminde ilk sirada yer alirken, 6. sirada yer alan Turkiye dinya izim uretimini % 6’sini
kargilamaktadir (FAOSTAT, 2013).

Turkiye’de yogun olarak Ege bdlgesinde yetistirilen Gzimde, Salkim glvesi [Lobesia botrana
(Denis & Schiffermiiller) (Lepidoptera: Tortricidae)], Avrupa Ulkelerinde oldugu gibi badin ana zararlisi
konumundadir. Salkim glivesi; Uriind, kalite ve kantite yoninden etkilerken, yas iziim ambalajlanmasinda
ve sarap kalitesinde sebep oldugu sorunlar neticesinde micadelesi kaginilmaz olan bir zararh
konumundadir.

Avrupa, Afrika, GUney Amerika ve son yillarda Amerika’da da bulundugu tespit edilen bu zararl,
micadele edilmedidi takdirde Onemli zarar seviyelerine ulasmaktadir. Turkiye’de de birgok Uzim
yetistiricisi Ulkede oldugu gibi L. botrana miicadelesi genis spektrumlu insektisitler, bocek blylime
dizenleyicileri ve biyolojik miicadele ajanlari ile yapilmaktadir (Boselli & Scannavini, 2001; Marchesini &
Dalla Monta, 2004; loriatti et al., 2008). Ekonomik olarak énemli olan bu Grtnde ureticiler, cogu zaman
Uriini kaybetme korkusu nedeniyle, bilingsiz ve kontrolsiiz ya da geredinden fazla sayida kimyasal
uygulamalari yogun bir sekilde yapmaktadirlar (Delen et al., 2004).

Salkim guvesi ile yapilan kimyasal micadelede, Salkim guvesi ve dider lepidopterlere kars! etkili
olan birgok insektisit karsimiza ¢ikmaktadir. Birden fazla etkili madde ile planlanan ilaglama programlari
L. botrana kontroliinde diren¢ gelisimini énlemeye yardimci olabilmektedir. Direng, pestisitin 6nerildigi
zararhlarin popilasyonlarinin baski altina alinmasinda yanlis depolama, hatali uygulama ve uygun
olmayan gevre kosullari gibi problemler diginda bir hassasiyet azalmasi olarak tanimlanmaktadir (Unal &
Gurkan, 2001). Farkh bir ifade sekli ise sdyledir; bir zararliya kargl ayni pestisitin veya etki mekanizmasi
ayni olan pestisitlerin ard arda uzun sure kullaniimasi sonucunda, bu zararli popullasyonunda
pestisit(ler)e karsi dnce hassasiyet azalisi goérilur sonra da hassasiyeti az olan bireylerin popullasyonda
artisi ile dayanikl bireyler gogalir. Daha sonra bu pestisitlere kargi dayanikli irk meydana gelir (Onclier &
Durmusoglu, 2008). Bdoceklerde inekisitlere karsi goérilen direng problemi, tarimsal Uretimde verimliligi
etkileyen dnemli sorunlarin baslarinda gelmektedir. Ginimuzde 600’e yakin bécek ve akar turinidn cesitli
ilaglara karsi direng gelistirmis oldugu kaydedilmektedir (IRAC, 2014).

Salkim guvesi mucadelesinde her yil yaygin ve sikga kullanilan insektisitlere karsi direng durumu
bilinmediginden, hem vyeterli etki alinamamakta, hem de gereksiz ilaglama yapilmaktadir. Bu da énemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Diger yandan bu ilaglamalarin neden oldugu kalinti sorunu
ihracatimiz agisindan da sikintilara neden olmaktadir. iste bu nedenlerle, bu ¢alismada, Tirkiye’'nin en
Onemli bag alanlarina sahip Manisa ilinde, bagin ana zararlisi olan Salkim guvesi poptlasyonlarinin
yaygin kullanilan insektisitlere kargi diren¢ durumu biyoassay ydntemlerle arastiriimig, direng ile iligkili
mekanizmalar biyokimyasal yontemlerle incelenmistir.
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Materyal ve YOontem

Salkim guvesi populasyonlari Manisa ilinin gesitli ilgelerinden 2011-2012 yillarinda toplanmistir.
Denemelere baglamadan dnce populasyonlarin istenen birey sayisina ulagsmasi igin dretim ¢alismalari
yapilmistir. Denemelerde toplam 10 popilasyon kullaniimis ve Merkez 1 popllasyonu ilaglama
yapilmayan bir ev bahgesinden toplandigi icin hassas popllasyon olarak degerlendiriimis ve
isimlendirilmistir (Cizelge 1)

Cizelge 1. Manisa ili bag alanlarindan toplanan populasyonlar ve kisaltma isimleri

Bag bdlgesi Populasyona verilen isim
Merkezl (Hassas) HAS
Merkez 2 MER
Ahmetli AHM
Alasehir ALS
Saruhanh SAR
Salihli SLH
Saribey SRBY
Sarigol 1 SAR 1
Sarigol 2 SAR 2
Yesilyurt YY

Denemelerde kullanilan insektisit etken maddeleri olarak Chlorpyrifos ethyl (CE) (Dow
AgroSciences Turkiye), Deltamethrin (DLT) (Bayer CropScience, Tirkiye), Indoxacarb (INDX) (Hektas,
Tarkiye) ve Spinosad (SPN) (Dow AgroSciences, Turkiye) secilmistir. Denemelerde sz konusu
insektisitlerin teknik maddeleri Uretici firmalarindan temin edilerek kullaniimistir.

Denemede kullanilan insektisit dozlari

Denemelerde daha 6nce kullanilan dozlar dikkate alinarak %10 - %90 arasinda 6lum saglayacagi
Ongorilen asagidaki dozlar belirlenmistir. (Cizelge 2).

Cizelge 2 Biyoassay galismalarda kullanilan etkili madde dozlari

Etkili madde Dozlar (ppm)

CE 1 3 6 10 30 60
SPN 0,1 0,3 0,6 1 3 6
INDX 0,1 0,5 1 5 10 50
DLT 0,5 1 5 10 50 100

Biyoassay testler

Uretimde ve denemelerde kullanilan hazir besin, Rapagnani et al. (1990)ye gére hazirlanmistir.
Yapay besin hazirlamak igin 1 It suya agar ve misir irmigi eklenmistir. Daha sonra 120 °C’de 20 dk
otoklavda sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Otoklavdan ¢ikan agar - misir irmigi — su igeren sise
karistirici alete bosaltiimig, karisimin sicakligi 70 °C’ye distikten sonra budday 6zu ve bira mayasi,
sicakligin 60°C’ye diismesinden sonra ise askorbik asit ve nipagin karisima eklenmistir. yice karismasi
saglandiktan sonra elde edilen 1 It yapay besin donmasi igin oda sicakliginda bekletilmistir.
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Ege Universitesi, Ziraat Fakdiltesi, Bitki Koruma Bélimi iklim odasinda tretimi yapilan toplam 10
poptilasyonda “ilaci besine karistirma yontemi” kullanilarak biyoassay ¢alismalar yurGtaimustar.

ilacin besine karistirilimasi yénteminde Salkim giivesi larvalarinin ilagla homojen sekilde karismis
besinle beslendiginde doz-6lim iligkisi arastiriimistir. Besin tamamen hazir olmadan, yani hem
sterilizasyon isleminden ilacin etkilenmemesi hem de ilacin besine homojen olarak karigtirilabilmesi igin
besin donmadan kisa bir siire 6nce yani besin kaplara dokilmeden 6nce, ilacin bozunmayacagi ve
besinin akiciligini da kaybetmeyecegi en disuk sicaklik olan 40 °C uygun bir sicaklik olarak belirlenmistir.
Bu sicakhda kadar besin devamli karistiriimis ve uygun miktarda hazirlanan ilagh suyun behere eklenerek
karistirimasiyla ilagh besinler elde edilmigtir.

Bu uygulama denemeden 24 saat 6nce yapilmis ve besinin istenen olgunluga ulagsmasi icin gerekli
sure elde edilmistir. Bu sekilde tim dozlar i¢in bu islem ayri beherler ve karistiricilar yardimiyla yapilimis,
Uzerlerine ilacin adi ve dozu yazilarak ilagh besinler hazirlanmistir. Kontrol icin ise ayni oranda distile su
karistiriimigtir.

Deneme mutlaka ilagh besinin hazirlanmasindan 24 saat sonra yapiimistir. Bunun icin beherlerden
cikarilan besin ~1 cm?® 1k besin pargalarina ayrilmis ve 16 hicreli deneme kaplarindan 2 tanesine 30
adet olacak sekilde, yerlestiriimistir (Sekil 1).

Sekil 1. a-llag karistiriimis besin, b- Besinlerin deneme hiicrelerine aktarimi.

Daha sonra iklim odasindan 9 glin yasinda olan larvalari icinde bulunduran besinlerden ¢ikarilan
larvalar deneme kaplarindaki hiicrelere tek tek yerlestirilerek agzi hava alabilen yapigkan kapaklarla
kapatiimistir.

Denemenin degerlendirilmesi

Denemelerde glnlik gézlemler yapiimis olup, degerlendirmede sadece 72 saat sonundaki veriler
kullanilmigtir. Canli larvalarin gelisimi agisindan gézlemlere pupa oluncaya kadar devam edilmistir.

LCso-LCyo degerlerinin ve direng katsayilarinin hesaplanmasi

Biyoassay test sonuglarinda elde edilen degerler PoloPlus (Leora Software, 1987) programi
kullanilarak LCso ve LCgqo deg@erleri hesaplanmistir. Direng katsayisinin hesaplanmasi igin her etkili madde
icin poptlasyonlarin LCsy ve LCq de@erleri hassas populilasyondan elde edilenler ile kiyaslanmistir.
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Biyokimyasal testler

Tim populasyonlar igcin yapilan biyoassay c¢alismalar esnasinda kullanilan larvalardan
biyokimyasal testlerde kullaniimak (izere her poplilasyondan en az 20 adet 9 giin yasinda larva -20°C’de
derin dondurucuda saklanmistir.

Biyokimyasal testler enzim analizlerine yonelik oldugu ve enzim kaynaginin sicakta bozunmamasi
igin calismalar klimali bir ortamda ve 18 °C’de ve érnekler daima buz lizerinde bekletilerek galigiimigstir.

Salkim guvesi ile daha dnce yapilmis biyokimyasal test ¢calismasi bulunmadigi icin Salkim glvesi
ile ayni familyada (Tortricidae) yer alan Elma i¢ kurdu (Cydia pomonella L.) ile yapilan galigmalardan
faydalaniimistir (Reyes et al., 2007; Qian et al., 2008; Rodriguez et al., 2011a.; 2011b). O ¢alismalardan
hareketle, biyokimyasal testlerde 4 farkli enzim analizi igin 4 farkli ydntemden yararlaniimistir. Esteraz
(EST), Glutathion S-transferaz (GST) ve P450 enzimleri ile Asetilkolinesteraz (AChE) testi icin 2 enzim
kaynagi kullaniimistir.

EST, GST ve P450 enzim preparasyonu ve aktivitelerinin belirlenmesi
Enzim kaynagi hazirlanmasi

Salkim glvesi’'nin detoksifikasyon enzimlerinin élglilimesinde Qian et al. (2008)'den alinan enzim
preparasyon yontemi uyarlanarak kullaniimistir. Buna goére, Salkim givesi’nin 9 gunlik 3 larvasi 1 ml
homojenasyon tamponu [0,1 M sodium phosphate buffer, pH 7,6 ve 1 mM ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA), 1 mM 1,4-dithiothreitol (DTT), 1 mM phenylmethyl sulfonylfluoride (PMSF) ve 1 mM
phenylthiourea (PTU) igeren] icerisinde homojenize edilmistir. Once 21.380 rcf'de 20 dk +4°C’de santrifilj
yapildiktan sonra Ustte kalan kisim alinip daha sonra 30.790 rcfde 20 dk daha +4°C’de santrifij
yapiimistir. Ustte kalan temiz kisim alinarak 1.5 ml tiip icine konmus ve hemen buz iizerine konularak
esteraz, P 450 ve GST analizi i¢in enzim kaynagdi olarak kullaniimigtir.

EST analizi

EST enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in Han et al. (1998) metodundan yararlaniimistir. Buna gére,
mikroplaka hicrelerinin herbirine substrat olarak 90 ul 0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,6) ve 200 pl
soliisyon karisimi (10 mM 1-naphthyl asetat ve 4 mM fast blue RR salt) konulmustur. Reaksiyon, stok
solusyondan 10 ul enzim kaynagi ilave edilerek baslatiimistir. EST enzim aktivitesi, “Versamaxmikroplaka
okuyucu” (Molecular Devices, USA)'da 27 °C ve 450 nm dalga boyunda 10 s araliklarla 10 dk boyunca
kinetik okuma yapilarak elde edilmis ve optical density (OD) degerleri belirlenmisgtir.

GST analizi

GST enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in Oppenoorth (1979) metodundan yararlaniimigtir. Buna
gore, substrat olarak hem 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) hem de 1,2-dichloro-4-nitrobenzene
(DCNB) kullaniimigtir. Reaksiyon, CDNB ile yapilacadi durumda; mikroplakanin her bir hlcresine stok
solusyondan 10 ul enzim kaynagi, 90 ul 0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,6), 100 ul 6 mM CDNB ve
100 pl 6 mM glutathione (GSH) konmus, DCNB ile reaksiyon baglatiimak istendiginde ise mikroplakanin
her bir hiicresine stok solisyondan 100 ul enzim kaynagi, 100 ul 1,2 mM DCNB ve 100 pl 6 mM GSH
konmustur. GST enzim aktivitesinin 6lgiilmesi mikroplaka okuyucuda 27 °C ve 340 nm dalga boyunda 10
s araliklarla 10 dk boyunca kinetik okuma yapilmis ve elde edilen OD degerleri belirlenmistir.

P450 analizi

P450 enzim aktivitesinin belilenmesi amaciyla Hansen & Hodgson (1971) metodundan
yararlaniimistir. Buna goére, mikroplaka hicrelerinin herbirine stok solliisyondan 90 ul enzim kaynag,
substrat olarak 100 ul 2mM p-nitroanisole (PNOD) karistiriimistir. 27 °C’de 2 dk inkiibe ettikten sonra 10
ul 9,6 mM nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) ilave edilerek reaksiyon baslatiimigstir.
P450 enzim aktivitesinin 6l¢iilmesi mikroplaka okuyucuda 27 °C ve 405 nm dalga boyunda 10 s araliklarla
10 dk boyunca kinetik okuma yapilarak elde edilmesi amaglanmistir.
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AChE enzim preparasyonu ve aktivitesinin belirlenmesi
Enzim kaynagi hazirlanmasi

Asetilkolinesteraz aktivitesinin belirlenmesinde Stumpf et al. (2001) y6ntemi uyarlanarak
kullanilmigtir. Salkim guvesinin 9 gunlik 3 adet larvasi eppendorf tip iginde bulunan % 0,1 Triton X-100
iceren 0,1 M fosfat tamponu (1ml, pH:7,5) icinde plastik ezici gubuklarla homojenize edilmigstir. Buz iginde
25 dakika dokularin ¢ézulmesi beklendikten sonra, homojenat +4°C de11.490 rcf'de, 25 dakika santrifij
edilerek elde edilen supernatant enzim kaynagi olarak kullaniimak Uzere yine buz igcine alinmistir.

AChE analizi

AChE aktivitesini 6lcmek icin mikroplaka hiicrelerine 100 pl Acetylthiocholine iodide (ATChl), 100 pl
5.5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) ve 50 pl fosfat buffer ve 50 pl enzim sollisyonu konulmustur.
300 pllik final konsantrasyonunda herbir maddenin miktari 0,5 mM olmustur. AChE aktivitesi mikroplaka
okuyucuda 23 °C ve 405 nm’ de 20 dakika okunmustur.

Enzimlerin toplam protein miktari igindeki oraninin tespiti

Tdm enzim analizleri sonucunda, herbir enzim kaynadi BSA’nin standart olarak kullanildigi
Bradford (1976) yontemi kullanilarak, populasyonlardaki EST, GST, P450 ve AChE enzim aktivitelerinin
toplam protein miktarlari icindeki orani tespit edilmistir.

Arastirma Bulgulan
Biyoassay test sonuglari

Manisa ili bag alanlarindan toplanan farkh Salkim glivesi populasyonlarinda 4 etkili madde
kullanilarak besine karistirma yontemi ile yapilan biyoassay test sonucunda hesaplanan LCs, ve LCq
degerleri etkili maddelere gore Cizelge 3,4, 5 ve 6’da verilmistir.

Chlorpyrifos ethyl ile yapilan biyoassay ¢alismalar sonucunda hassas popiilasyona goére belirlenen
direng katsayisi ve popilasyonlarin LCso ve LCqyq dederleri Cizelge 3'te gorilmektedir.

Cizelge 3. Farkli salkim glivesi populasyonlarinda chlorpyriphos ethyl ile besine karistirma yontemiyle yapilan
biyoassay testlerinden elde edilen LC, heterojenite, egim ve chi kare degerleri ile direng katsayilari

Diren Diren
pt N? Ié%zoépupvrgg Aralii '6%950((39_!3”‘) L H® Egimtsh*  x2° Katsgym Katsa(§/|3|
. [e] . tven Araligi LC50 LC90
HAS 180 3,014 (2,384-3,673) 7,164 (5,671-10,209) 0,32 3,408+0,501 1,289 1,00 1,00
AHM 180 5,607 (3,497-8,966) 17,232 (10,370-58,149) 1,73 2,628+0,353 6,904 1,86 2,41
ALS 180 9,758 (7,566-12,741) 39,321 (27,094-69,137) 0,89 2,117+0,266 3,567 3,24 5,49
MER 180 4,044 (3,093-5,152) 14,311 (10,400-23,367) 0,90 2,335+0,320 3,588 1,34 2,00
SAR 180 8,620 (5,012-15,687) 33,465 (17,742-156,657) 2,00 2,175+0,271 7,993 2,86 4,67
SLH 180 8,056 (6,308-10,076) 19,259 (14,474-32,546) 0,69 3,385+0,622 2,753 2,67 2,69
SRBY 180 12,397 (6,771-25,314) 69,594 (31,709-508,630) 1,86 1,710+0,222 7,432 4,11 9,71
SRG1 180 10,953 (8,552-14,008) 33,466 (24,363-54,417) 0,62 2,642+0,359 2,464 3,63 4,67
SRG2 180 17,963 (10,992-30,660) 40,500 (25,162-141,258) 2,27 3,630+0,483 9,075 5,96 5,65
YY 180 16,277 (12,589-21,627) 65,145 (43,939-119,241) 0,52 2,128+0,270 2,081 5,40 9,09
! Popiilasyon %Larva sayisi % Heterojenite “ Standarthata  ° chi kare

Hassas populasyon i¢in LCso degeri 3,014 ppm iken en yakin deder MER populasyonunda 4,044
ppm, en yiksek deger de SRG2 popiulasyonunda 17,963 ppm olarak bulunmustur. Hassas populasyon
disindaki populasyonlarin Chlorpyrifos ethyl icin elde edilen LCsy ve LCgy degerlerinin hassas
poptlasyondaki degerlerle oranlanmasi sonucu ortaya ¢ikan diren¢ katsayilarina gére duyarlilik kayiplari
en yuksek 3 populasyon; LCsy degerlerine gore sirasiyla SRG2 5,96; YY 5,40; SRBY 4,11 kat; LCqy
degerleri icin ise SRBY 9,71; YY 9,09; SRG2 5,65 kat olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu sonugclara
gore Chlorpyrifos ethyl'e karsi en fazla hassasiyet azalmasi (LCso degerlerine goére) yaklasik 6 kat ile
SRG2 popiilasyonunda gérulmustir (Cizelge 3)
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Deltamethrin ile yapilan biyoassay calismalar sonucunda hassas popillasyona goére belirlenen

direng katsayisi ve populasyonlarin LCs, ve LCqyq degerleri Cizelge 4'de gorilmektedir.

Cizelge 4 Farkli salkim guvesi populasyonlarinda deltamethrin ile besine karistirma ydntemiyle yapilan biyoassay

testlerinden elde edilen LC, heterojenite, egim ve chi kare degerleri ile direng katsayilari

P n I(S%%O((Epue/rga Araligi 8%950C(5pupvr221 Araligi H EgimEsh X2 Eg?sngym ngsr;ﬁ,.s.
LC50 LC90

HAS 180 4,278 (3,040-5,992) 23,073 (14,873-43,816) 0,26 1,751+0,215 1,028 1,00 1,00

AHM 180 16,172 (8,843-32,669) 157,527 (66,015-848,806) 1,10 1,296+0,164 4,391 3,78 6,83

ALS 180 11,347 (6,561-18,629) 49,993 (28,361-146,086) 1,06 1,99+0,277 4,227 2,65 2,17

MER 180 6,593 (4,567-9,490) 45,768 (28,135-92,736) 0,25 1,523+0,181 1,002 1,54 1,98

SAR 180 18,067 (11,596-28,683) 68,847 (40,591-181,083) 1,03 2,206+0,288 4,134 4,22 2,98

SLH 180 21,071 (13,287-36,697) 321,040 (141,736-1227,683) 0,95 1,083+0,150 3,799 4,93 13,91

SRBY 180 16,979 (8,067-39,668) 103,099 (43,057-887,645) 1,97 1,636+0,208 7,881 3,97 4,47
SRG1 180 19,139 (5,380-155,757) 201,945 (47,100+204155,079) 3,68 1,252+0,166 14,70 4,47 8,75
SRG2 180 14,062 (9,651-21,027) 111,220 (63,647-257,184) 0,39 1,427+0,175 1,566 3,29 4,82
YY 180 12,002 (8,340-17,539) 84,459 (50,475-180,201) 0,41 1,512+0,181 1,653 2,81 3,66

Hassas popllasyon disindaki popllasyonlarin deltamethrin icin elde edilen LCsq ve LCg
degerlerinin hassas populasyondaki degerlerle oranlanmasi sonucu ortaya ¢ikan direng katsayilarina
gore duyarlihk kayiplari en yiksek 3 populasyon; LCs, degerlerine gore sirasiyla SLH 4,93; SAR 4,22;
SRG1 4,47 kat; LCq degerleri icin ise SLH 13,91; SRG1 8,75; AHM 6,83 kat olarak hesaplanmistir. Elde
edilen bu sonuglara gore deltamethrine karsi en fazla hassasiyet azalmasi (LCs, degerlerine gore)
yaklasik 5 kat ile SLH populasyonunda gérilmustur (Cizelge 4).

Indoxacarb ile yapilan biyoassay ¢aligsmalar sonucunda hassas populasyona gore belirlenen direng
katsayisi ve popilasyonlarin LCsy ve LCqyy degerleri Cizelge 5'da gorulmektedir.

Cizelge 5. Farkli Salkim glivesi populasyonlarinda indoxacarb ile besine karistirma yontemiyle yapilan biyoassay
testlerinden elde edilen LC, heterojenite, egim ve chi kare degerleri ile direng katsayilari

P n I(;.(S:)ZOC(SpUPvne]% Araligi |6%950((3pu|::/r22] Araligi Egimzsh X2 Egtesr;gws" Egg:;m
LC50 LC90

HAS 180 2,269 (0,999-5,076) 14,077 (6,015-112,571) 2,07 1,617+0,204 8,264 1,00 1,00
AHM 180 13,495 (9,382-21,012) 77,494 (43,071-208,088) 0,64 1,688+0,250 2,579 5,95 5,51
ALS 180 7,768 (3,641-21,720) 38,629 (15,705-633,848) 2,25 1,840+0,257 8,982 3,42 2,74
MER 180 2,815(1,272-6,746) 21,220 (8,346-186,630) 1,94 1,461+0,178 7,779 1,24 1,51
SAR 180 2,298 (1,566-3,221) 9,303 (6,214-17,376) 0,85 2,110+0,318 3,393 1,01 0,66
SLH 180 2,471 (1,291-4,816) 14,065 (6,698-65,306) 1,55 1,697+0,209 6,210 1,09 1,00
SRBY 180 6,767 (3,271-17,551) 42,264 (16,610-507,547) 1,90 1,611+0,217 7,606 2,98 3,00
SRG1 180 5,684 (2,980-11,917) 23,313 (11,305-153,569) 1,86 2,091+0,289 7,426 2,51 1,66
SRG2 180 2,594 (0,783-9,556) 28,040 (8,115-2025,002) 2,87 1,240+0,163 11,494 1,14 1,99
YY 180 2,400 (1,002-5,909) 25,477 (9,144-308,823) 1,81 1,249+0,162 7,241 1,06 1,81

Hassas popllasyon disindaki populasyonlarin Indoxacarb igin elde edilen LCso ve LCqy degerlerinin
hassas populasyondaki degerlerle oranlanmasi sonucu ortaya ¢ikan direng katsayilarina gére duyarlilik
kayiplari en yiksek 3 populasyon; LCs, degerlerine gore sirasiyla AHM 5,95; ALS 3,42; SRBY 2,98 kat;
LCyo degerleri igin ise AHM 5,51; SRBY 3,00; ALS 2,74 kat olarak hesaplanmigtir. Elde edilen bu
sonuclara gore Indoxacarba karsi en fazla hassasiyet azalmasi (LCso de@erlerine gore) yaklasik 6 kat ile
AHM popilasyonunda gérulmustir (Cizelge 5).
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Spinosad ile yapilan biyoassay ¢alismalar sonucunda hassas popiilasyona gore belirlenen direng
katsayisi ve popilasyonlarin LCsy ve LCqyy degerleri Cizelge 6’de gorilmektedir.

Cizelge 6. Farkli Salkim glivesi populasyonlarinda spinosad ile besine karistirma yontemiyle yapilan biyoassay
testlerinden elde edilen LC, heterojenite, egim ve chi kare degerleri ile direng katsayilari

Direng Direng
P n bgzoc(ipupvrzg Araligi I(S%%O((Epu'::/ne% Araligi Egimzsh X2 Egtssoa yist :fgtg'g YISt
HAS 180 0,589 (0,470-0,735) 1,740 (1,295-2,2743) 0,48 2,723+0,368 1,908 1,00 1,00
AHM 180 1,665 (0,972-3,327) 5,721 (2,977-34,057) 2,24 2,391+0,306 8,963 2,83 3,29
ALS 180 0,796 (0,469-1,417) 2,806 (1,539-12,298) 2,04 2,342+0,294 8,146 1,35 1,61
MER 180 0,797 (0,654-0,988) 2,030 (1,524-3,237) 0,96 3,15740,457 3,853 1,35 1,17
SAR 180 1,693 (1,287-2,301) 7,850 (5,063-15,689) 0,81  1,924%0,255 3,221 287 4,51
SLH 180 0,868 (0,707-1,079) 2,303 (1,722-3,642) 0,59 3,023+0,417 2,374 147 1,32
SRBY 180 3,773(3,082-4,569) 7,368 (5,785-12,085) 0,83  4,409:0,913 3,325 6,41 4,23
SRG1 180 0,665 (0,527-0,838) 2,123 (1,552-3,429) 0,46 2,541+0,335 1,847 1,13 1,22
SRG2 130 0,812(0,392-1,659) 4,065 (1,903-36,585) 2,35 1,832+0,240 9,401 1,38 2,34
Yy 180 0,727 (0,410-1,277) 4,004 (2,032-18,278) 155 1,730£0,224 6,181 123 2,30

Hassas poptlasyon disindaki popllasyonlarin spinosad igin elde edilen LCsq ve LCqyy degerlerinin
hassas populasyondaki degerlerle oranlanmasi sonucu ortaya ¢ikan direng katsayilarina gére duyarlilik
kayiplari en yiksek 3 popilasyon; LCsy degerlerine gore sirasiyla SRBY 6,41, SAR 2,87, AHM 2,83 kat;
LCyo degerleri icin ise SAR 4,51, SRBY 4,23, AHM 3,29 kat olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu
sonuglara gore Spinosada karsi en fazla hassasiyet azalmasi (LCs, degerlerine gore) yaklasik 7 kat ile
SRBY popiilasyonunda gorulmustir (Cizelge 6).

Bu calisma sonucunda direng katsayilari hassas popiilasyon olarak secilen HAS popilasyonundan
elde edilen degerler ile kiyaslanarak elde edilmis ve test edilen popllasyonlarin diren¢ duzeyleri ¢ok
yuksek olmadigi saptanmistir. Bu durumun hassas popllasyon olarak secilen Merkez 1 den
kaynaklanabilece@i dustnulmektedir. Gelecekte yapilacak yeni galismalarda hassas populasyon olarak
uzun suredir ilagsiz ortamda laboratuvarda Uretimi yapilan ve hassasiyeti bilinen bir popilasyon
kullaniimas! durumunda direng katsayilarinda daha yiksek rakamlarin tespit edilmesinin yiiksek ihtimal
oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin, Charmillot et al. (2003) isvicre Cenevre Gélii yakinlarindan topladiklari
Salkim glivesi popllasyonlarinda indoxacarb igin LCso degerini 0.3 ppm olarak, yani bu projedeki hassas
poptilasyonun LCs, degerinden yaklasik 8 kat daha disik bulmustur. Bu durum kullanilan hassas
poptilasyonun hassasiyet durumu hakkinda bize bazi fikirler vermektedir. Bizim ¢alismamizda kullanilan
besine karistirma yéntemi ile Italya’da yapilan baska bir calismada elde edilen sonuglar ise bu konuda
daha iyi fikir vermektedir. Civolani et al. (2014) Italya’da bulunan uzun yillardir iiretimi devam eden bir
hassas populasyonda indoxacarb icin LCs, deg@erini 0.177 ppm olarak, yani bu projedeki hassas
poptilasyonun LCs, degerinden yaklasik 13 kat daha diisik bulmustur.

Biyokimyasal test sonuglari

Biyokimyasal testlerin 3 tanesinde olumlu sonuglar elde edilmis olmasina ragmen P450 enzim
kaynaginin tespitinde vyapilan birgok teste ragmen dederlendirilebilecek higbir bir sonu¢ elde
edilememistir. Ayrica GST analizinde DCNB substrat olarak kullanildiginda higbir sonu¢ alinamamistir.
GST analizleri CDNB kullanilarak yapilmistir. P450 diginda diger 3 enzim o&lgliimlerinde elde edilen
sonuglar ve elde edilen enzim aktivitesi sonuglari hassas popullasyona gore oranlanarak katsayl degerleri
de Cizelge 7'de verilmistir. Populasyonlarin enzim aktiviteleri degerleri ile hassas poptlasyondan elde
edilen degerler arasinda kayda deger bir farklilik gorGlmemistir. Hassas populasyona goére diger
popllasyonlarin enzim degerlerinin oranlanmasiyla elde edilen veriler bu durumu agiklamaktadir (Cizelge 7).
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Cizelge 7. Farkh Salkim glvesi popllasyonlarinda AChE, GST ve EST enzim aktiviteleri ile bunlarin hassas
poplilasyona goére katsayilari

AChE GST EST
Populasyon mOD/min/mg Katsayl mOD/min/mg Katsayr mOD/min/mg Katsayi
HASSAS 0,054 1,00 23,284 1,00 7,138 1,00
AHM 0,094 1,73 21,170 0,91 7,872 1,10
ALS 0,120 2,21 16,825 0,72 7,708 1,08
MER 0,130 2,40 25,000 1,07 10,044 141
SAR 0,112 2,05 24,971 1,07 8,683 1,22
SLH 0,098 1,80 20,413 0,88 7,301 1,02
SRBY 0,133 2,44 23,012 0,99 7,187 1,01
SRG1 0,125 2,30 20,224 0,87 7,023 0,98
SRG2 0,264 4,85 23,285 1,00 10,729 1,50
YY 0,174 3,19 23,600 1,01 10,101 1,41

Cizelge 7’de gorulmektedir ki en dikkat gekici farkliliklar AChE enzim katsayilarinda gorilmektedir.
SRG2 ve YY populasyonlari hassas popilasyona goére sirasiyla 4,85 ve 3,19 kat daha fazla AChE enzim
aktivitesi gdstermistir. Diger populayonlardan elde edilen AChE enzim aktivitesi degerleri ise hassas
populasyona gore 1,73 kat ile 2,44 kat arasinda degisen degerler almistir. En disik AChE enzim
aktivitesi degeri hassas popilasyonda gorulmustar.

EST enzim aktivitesi agisindan ise, SRG1 ve hassas populasyonun en dusuk degerleri gésterdigini
sdylemek mimkindur. En yiksek degerler ise hassas populasyona gére 1,50 ve 1,41 kat ile sirasiyla
SRG2 ve YY popllasyonlarinda géralmustir.

SRG2 ve YY popilasyonlarinin hem AChE enzim degerleri agisindan hem de EST enzim degerleri
acisindan en yulksek ilk 2 populasyon olmasi ve diger populasyonlardan yiksek diren¢ katsayilarina
sahip olmasi ile dikkat gekicidir.

Cizelge 3'te chlorpyrifos-ethyl icin elde edilen LCsy, dederlerine bakildiginda ise AChE enzim
aktivitesi degerleri ile paralellik gosterdigi gérilmektedir. Hassas populasyon ile oranlandiginda yaklasik 6
kat daha fazla LCsy dederine sahip olan SRG2 ve YY populasyonlari, Cizelge 8'de goéruldugi gibi, AChE
enzim aktivitesi degerlerinde de hassas populasyona goére sirasiyla 4,85 ve 3,19 kat daha fazla enzim
aktivitesine sahip oldugu gorulmektedir. AChE enzim aktivitesi ile chlorpyrifos-ethyl igcin elde edilen LCsy
degerlerinin korelasyon analizi sonucunda r=0,85 rakami elde edilmistir ki bu rakam da enzim miktari ile
LCso degerleri arasinda kuvvetli bir pozitif iliski oldugunu gdstermektedir. Diger yandan EST enzim
aktivitesi sonuclarinda da; biyoassay test sonuglarinda chlorpyrifos-ethyl i¢in elde edilen LCs, degerleri ile
paralellik gértlmektedir. En yiUksek degeri alan iki populasyon olarak yine karsimiza SRG2 ve YY
populasyonlari ¢ikmaktadir. Hassas populasyona goére katsayl oranlari 1,5 kat civarinda olmasina
ragmen diger populasyonlardan, degerlerine bakildiginda farkhlik gdstermeleri sonucunda
ayrilmaktadirlar (Cizelge 7).

Literatlrde, Salkim glvesi ile yapilmis enzim aktivitesi tespiti galismasi olmamasina ragmen ayni
familyadan olan Elma igkurdu ile yapilmis c¢alismalar enzimler ve direng iliskileri hakkinda fikir
vermektedir.

Rodriguez et al. (2011a) ispanya elma bahgelerinden topladi§i Elma i¢ kurdu popllasyonlarinda
insektisitlere karsi direng gelismini arastirdiyi ¢alismada; insektisitlerin etkinliginin enzim aktivitesine
dnemli dlgtide bagimli oldugunu bildirmis ve ispanya'dan toplanan popiilasyonlarda yapilan ¢alismalar
sonucunda bolgede en ¢ok kullanilan Ug insektisit i¢in (azinphos-methyl, fenoxycarb ve fosalon) EST ve
GST aktivitesine bagimli olarak insektisit direncine sahip populasyonlarin oldugu sonucuna varmiglardir.

Ayrica yapilan diger iki calismada da ispanya’da Elma i¢ kurdu popiilasyonlarinda tespit edilen
yuksek AChE seviyesinin organikfosforlu ve karbamatli insektisitlere karsi bdceklerde duyarlihdi
azalttigini bildirilmistir (Reyes et al., 2007;. Reyes & Sauphanor, 2008).
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Elma igkurdu igin yapilan diger calismalarda da insektisitlerin, detoksifikasyon enzimi olan EST
aktivitesi ile yakindan ilgili oldugu goérilmektedir. Arjantin’de (Soleno et al., 2003, 2004, 2008) ve
ispanya’da (Rodriguez et al., 2011b) yapilan calismalarda elde edilen yiiksek seviyelerdeki EST enzim
aktivitesinin organikfosforlulara karsi direng ile ilgili oldugunu bildiriimigtir.

GST enzim aktivitesi sonuglarina bakildiginda ise en disik deder ALS popllasyonunda
gérilmustir. Bunun disinda 4 populasyonda da hassas populasyona goére daha disuk degerler
gérilurken diger 4 populasyonun da hemen hemen hassas populasyon ile ayni dedere sahip olduklari
goriulmektedir (Cizelge 7). GST enzim analizleri sonug¢ olarak herhangi bir katsayl ile dikkat
cekmemektedir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen direng oranlarinin ¢cok yiksek diizeyde olmadigi tespit
edilmistir. Ancak biyoassay test sonuglarinda ve biyokimyasal test sonuglarinda elde edilen verilerin
paralellik gdstermesi 6nemli bir bulgu olmustur. Hassas poptilasyonun segimi ile degisebilecek sonuglar
elde edilmis oldugu disunulmektedir.

Sonu¢ olarak Manisa ili bag alanlarinda salkim giivesi popilasyonlarinda yaygin kullanilan
insektisitlere karsi bir direng gelisimi basladigini sdylemek mimkandur.

Tesekkur

Bu calismayi, 1100637 nolu proje kapsaminda maddi olarak destekleyen TUBITAK-TOVAG
kurumuna ve 2011-BiL-031 nolu proje kapsaminda destekleyen EBILTEM’e tesekkiir ederiz.
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