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Derleme (Review)

Akarlarda diren¢g mekanizmalari
Resistance mechanisms in mites
Emre INAKY Sultan COBANOGLU*

Abstract

Acari is an important group that include many economically important agricultural and veterinary pest species.
The most preferred method for manage these pests is chemical control. However, the ability of quick resistance
development of particularly Tetranychus urticae Koch and other Acari causes to chemical control failures in the field
conditions. Moreover, T. urticae is the most resistant arthropod species to chemicals and called as “resistance
champion”. In order to prevent these failures, mechanism of resistance must be understood. In this review, resistance
mechanisms in economically important species that belongs to Acari subclass have been elucidated in the light of
current researchs. In this way, it is aimed to make chemical control of mites more accurate and conscious, and also
to design proper resistance management programs.
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0z

Acari, tarimsal ve veteriner agidan bliylik ekonomik kayiplara neden olan tirleri igerisinde bulunduran énemli
bir gruptur. Bu zararlilarin kontroliinde en fazla tercih edilen ydontem ise kimyasal miicadeledir. Ancak, tarimsal bir
zararh olan Tetranychus urticae Koch basta olmak Uzere, diger akar tirlerinin hizh direng gelistirebilme yetenekleri,
kimyasal miicadelede basarisizliklara neden olmaktadir. Dahasi, glinimizde kimyasallara karsi en fazla direng
gelistiren artropod turt T. urticae’dir ve bu nedenle “diren¢c sampiyonu” olarak anilmaktadir. Bu basarisizliklarin
Onune gecebilmek i¢in, direng mekanizmalarinin detayl bir sekilde anlasilmasi gerekmektedir. Bu derlemede, Acari
altsinifina ait ekonomik éneme sahip tirlerde gorilen direng mekanizmalari glincel bilgiler 1siginda agiklanmistir. Bu
sayede, akarlarin kimyasal micadelesinin daha dogru ve bilingli yapilmasi, ayrica uygun bir diren¢ yénetimi dizayn
edilmesi hedeflenmistir.
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Akarlarda direng mekanizmalari

Giris

Acari; kene ve akarlari igerisinde bulunduran ve Arachnida sinifinda en ¢ok tur cgesitliligine sahip
olan bir altsiniftir. Dinya geneline yayilmis olan bu altsinif, hemen her karasal ve sucul ortamda
bulunmaktadir (Van leeuwen et al., 2009). Gunimuzde 55.000’den fazla Acari tird tanimlanmis olmasina

ragmen, bu gruba ait tlir sayinin 0.5-1 milyon arasinda oldugu disinulmektedir (Walter & Proctor, 1999;
Krantz & Walter, 2009).

Acari icerisinde c¢ok farkl yasam bigimlerine sahip olan farkli akar tirleri bulunmaktadir. Bunlarin
arasinda, fitofag akarlar tarimsal Uretimde biylk ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Fitofag akarlarin
kontrolinde biyolojik mucadele ajanlarinin kullanimini kismen artmasina ragmen, asil mucadele hala
akarisitler ile yapilmaktadir. Akarisit kullanimi oldukga yaygin olup, 2013 yilinda diinya akarisit pazar
degerinin 900 milyon Euro oldugu bildirilmistir (Van Leeuwen et al., 2015). Ancak, akarlarin gok kisa
strede direng gelistirebilme yetenekleri, kimyasal micadelede basarisizliklara yol agmaktadir (Van
Leeuwen et al., 2010). Bu basarisizigi en aza indirmek igin ise direng mekanizmalarinin anlagiimasi ve
uygun ilaglama programlarinin olusturulmasi gerekmektedir.

insektisit/Akarisit direncinin altinda yatan en temel iki mekanizma; 1) hedef etki yerine ulasan etkili
pestisit dozunun azaltlmasi (farmakokinetik), 2) hedef etki yerinin kendisinin degistiriimesi
(farmakodinamik) olarak bilinmektedir (Van Leeuwen & Dermauw, 2016).

Davranigsal direng, penetrasyon ve adsorpsiyonun azalmasi (kdtikular kalinlasma gibi),
detoksifikasyon gibi mekanizmalarin hepsi, sonunda hedef yerine ulasan pestisit miktarinin azalmasina
(farmakokinetik) katki saglamaktadir. Hedef nokta mutasyonlari ise pestisitin hedef proteine baglanmasini
(farmakodinamik) azaltmakta ve engellemektedir (Feyereisen et al., 2015). Bocek ve akarlarda bildirilen
direng vakalarinin %90’indan fazlasi hedef yeri mutasyonu ya/ya da detoksifikasyon (metabolik direng) ile
gerceklesmektedir (Feyereisen, 1995; Van Leeuwen et al., 2009; Van Leeuwen & Dermauw, 2016).

Ozellikle Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), diinya genelinde en fazla aktif maddeye
karsi diren¢ gelistirilen tur olarak bilinmekte (Van Leeuwen et al., 2010; APRD, 2018) ve “direng
sampiyonu” olarak tanimlanmaktadir (Dermauw et al., 2013). Bir diger kirmizi érimcek tiri Panonychus
ulmi (Koch) (Avrupa kirmizi érimcegi) ve veterinerlik agisindan buyik éneme sahip Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini) (Guney sigir kenesi) tirleri de en direncli 10 artropod listesinde yer
almaktadirlar (Van Leeuwen et al., 2010; APRD, 2018).

Uygun diren¢ ydnetim programlarini olusturabilmek icin, ilaglarin etki mekanizmalarinin bilinmesi
(inak & Cobanoglu, 2016) ve sonrasinda direng mekanizmalarinin detayli olarak anlagiimasi
gerekmektedir. Bu derlemede, akarlarda en yaygin goériilen diren¢ mekanizmalari olan metabolik direng
ve hedef yeri mutasyonlari, giincel bilgiler 1s1ginda agiklanmistir.

Metabolik Direng

Metabolik direncte rol oynayan enzimler ayni zamanda, fitofag artropodlari ¢ok uzun yillardir
beslendikleri bitkilerin ikincil metabolitlerinden korumaktadirlar (Dermauw et al., 2018). Son birkag asirdir
ise, insan eliyle Uretilen tarimsal, halk sagligi ve veteriner amagli kimyasallarin yaygin bir sekilde
kullanilmaya baslanmasi ile bu enzimler daha kritik bir rol Ustlenmis ve bdceklerin/akarlarin hayatta
kalmasini sadlayan essiz bir savunma sistemine dénusmustir. Bitki toksinlerine karsi olan molekiler
evrimlesme daha detayli anlasildik¢a, buna paralel olarak insektisit/akarisit direncinin de farkh ydnleri
anlasilmaya baslanmistir (Van Leeuwen & Dermauw, 2016).

Enzimler, pestisitlerin detoksifikasyon slrecinde nitelik ya da nicelik olarak degiserek rol
oynamaktadir. Direng¢ olusumunda rol oynayan (i¢ ana enzim grubu; esterazlar, glutation S-transferazlar
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(GST) ve mono-oksijenazlar (P450 ya da Karisik fonksiyonlu oksidazlar) olarak bilinmektedir. Esterazlar
ve mono-oksijenazlar faz | detoksifikasyon enzimleri olarak bilinirken, GST ise faz Il enzimi olarak
bilinmektedir (Yorulmaz & Ay, 2010). Esterazlar, bilesenin ester baglarini keserek hidrolize ederken,
mono-oksijenazlar toksikantin elektrofilik ve nikleofilik merkezlere girerek, bileseni daha hidrofilik ve
reaktif hale getirmektedir. Faz I'de ise GST enzimleri glutatyon konjugasyon eklentilerinin olusumunu
katalize ederek, vicuttan atilimini kolaylastirmaktadir (Van Leeuwen et al., 2009; Kennedy & Tierney,
2013). Bu enzimlerin aktivitelerinin olgllmesi, insektisit/akarisit direncini gézlemlemede 6nemli bir
basamak olarak goérilmektedir. Ayrica; yakin zamana kadar diger detoksifikasyon sireglerine kiyasla
oldukga gobzardi edilen ABC tasiyicilar (ATP Binding Cassette transporters= ATP baglayan kaset
tasiyicilar) da detoksifikasyon sirecinde rol oynamaktadir (Dermauw & Van Leeuwen, 2014;
Merzendorfer, 2014; Gott et al., 2017). Bu proteinler araciligiyla gergeklesen detoksifikasyon bazi
arastiricilar tarafindan faz 0 olarak isimlendirilse de, genellikle faz Il olarak bilinmektedir. Bu tasiyicilar,
hiicre iginde bulunan zenobiyotigi hiicre digina pompalayarak etkisiz hale getirmektedirler (Dermauw &
Van Leeuwen, 2014).

Metabolik direncin en o6nemli 06zelliklerinden bir tanesi, farkli kimyasal siniflarda bulunan
insektisit/akarisitler arasinda ¢apraz dirence yol agabilmeleridir (Van Leeuwen et al., 2010). Dolayisiyla
ilag rotasyonu yapilsa dahi belirli riskleri icerebilmektedir.

Bu enzim gruplari, istisnalari bulunmakla birlikte, polifag tiirlerde monofaglara gére genellikle daha
fazla bulunmaktadir. Clnkld bu gruplar, bitkilerdeki ikincil metabolitlerin etkisiz hale getiriimesinde rol
oynamaktadir ve Uzerinde beslenilen bitki ¢esidi arttikga etkisiz hale getiriimesi gereken metabolit
sayisinin arttigi, bunun da enzim sayisi ile pozitif korelasyon igerisinde oldugu bildiriimistir (Feyereisen,
2005).

Metabolik direng arastirmalarinda enzim ¢aligmalari uzun yillardir yapilmaktadir. Ancak galigsmalar
genellikle iki sekilde yapilmaktaydi; 1) Toplam enzim aktivitesinin 6lglimesi 2) Sinerjist uygulamalari ile
diren¢ ile enzim iligskilendiriimesi (PBO — P450 monooksijenaz, DEM — GST, DEF - Esteraz). Yani
Onceleri enzim seviyeleri bir batiin olarak 6l¢ilip yorumlanirken, yeni teknolojinin ve bilginin artmasiyla ve
molekuler biyoloji, biyokimya, biyoinformatik alanlarinda hizli gelismeler sayesinde calismalar detayl ve
daha spesifik hale gelmisgtir.

Ayrica, tim canhlar aleminde bulunan ve seker molekulinun transferini kataliz eden glikozil
transferaz gen familyasinda bulunan UDP-glikozil transferazlar (UGT) da detoksifikasyonda rol
oynamaktadir (Lairson et al., 2008; Ahn et al., 2014). UGT ler, Urinidin difosfat (UDP) ile gesitli klguk
lipofilik molekullerinin konjugasyonunu kataliz etmekte ve molekulin suda ¢ézinebilirligini arttirmaktadir.
UGT ile glikozilasyon, zenobiyotik detoksifikasyonunun yani sira biyosentez, depolama ve ikincil
metabolitlerin tasinmasinda da 6nemli rol oynamaktadirlar (Meech et al., 2012). UGT lerin keliserata
evrimsel sulrecinin erken doénemlerinde kayboldugu bilinmektedir, ancak Ahn et al. (2014) kirmizi
orimceklerin yatay gen transferi ile bakteri kokenli UGT leri tekrar kazandigini gostermistir. UGT ler butiin
Acariformes grubunda bulunmasina ragmen, spesifik olarak T. urticae tlrinde 6nemli bir genisleme
gOstermekte (80 adet UGT geni) ve Parasitiformes grubunda ise hi¢ bulunmamaktadir (Ahn et al., 2014;
Van Leeuwen & Dermauw, 2016)

2011 yilinda sonuglanan T. urticae genom projesi (Grbic et al., 2011) ile birlikte, yukarda
bahsedilen detoksifikasyon enzim gruplarina ek olarak diger detoksifikasyon adaylari da ortaya gikmstir.
Tasima igin ATP’ye ihtiyagc duymayan Major facilitator family (MFS) grubunun zenobiyotiklere kargi hizl
ve 6nemli transkripsiyonel degisiklikleri bildirilmistir (Dermauw et al., 2013). Zenobiyotiklere kargi énemli
transkripsiyonel degisikler gosteren diger gruplar ise; intradiol ring-cleavage dioxygenases (ID-RCDs) ve
lipokalinlerdir. 58 adet lipokalin bulundurmasi ile T. urticae kenelere benzerlik gdsterirken, bu sayinin
bdceklere gore ¢cok daha fazla oldugu bildirilmistir (Van Leeuwen & Dermauw, 2016). Lipokalinler kiiguk
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hidrofobik maddelere bagdlanan kiiclk ekstrasellller proteinlerdir. Bitki allelokimyasallarina ve akarisitlere
baglanarak bunlarin viicut igerisinde birikimine yol agabilmektedirler (Van Leeuwen & Dermauw, 2016).
Ayrica daha 6nce bakteri ve funguslara spesifik oldugu distinillen intradiol ring-cleavage dioxygenases
genleri de tespit edilmistir. Yapiskan hidroksil gruplari arasindaki stabil aromatik halkalari kesme islevi
olan bu grup, birgok bitki allelokimyasal ve pestisitin yapisinda aromatik halkalarin bulunmasi nedeniyle
bunlarin detoksifikasyonunda rol oynayabilmektedir (Dermauw et al., 2013, Wybouw et al., 2015).

Esterazlar

Esterazlar, genis ve heterojen bir enzim grubu olup, ester bagl olan i¢ ve dis substratlar
metabolize etmektedirler. Ayrica esterazlar; bocek gelisimi, davranisi (kokularin pargalanmasi ile vb.),
ureme ve sindirim gibi sureglerde de rol oynamaktadir (Montella et al., 2012). Organik fosforlular,
benzoilfenil Ureazlar, organikklorlular, karbamatlilar, piretroitler ve juvenil hormon analoglari gibi birgok
insektisit grubu esteraz hidrolizine karsi hassastir. insektisit direnciyle ilgili bazi esterazlar sinirli katalitik
etkiye sahip olmasina ragmen, cok fazla sayilarda dretilip insektisit hedefine ulasmadan 6nce ona
baglanip, varlik miktarini disirebilmektedir (Field et al., 1988). Bu sire¢ “sekestrasyon” olarak
bilinmektedir (Bass & Field, 2011). Myzus persicae turinde yapilan bir galismada esterazlarin bécekteki
toplam proteinin %3’Unu olusturabildigi tespit edilmistir (Devorshak & Roe, 1998; Sogorb & Vilanova,
2002).

Tetranychus urticae’ de 71 adet karboksil/kolinesteraz ve sadece 1 adet asetilkolinesteraz (acel)
geni tespit edilmistir (Grbic et al., 2011). Hastalik tasiyici bir kene olan Ixodes scapularis (Acari: Ixodidae)
tiriinde ise 75 karboksil/kolinesteraz geni ve 5 farkli asetilkolinesteraz geni tespit edilmistir (Gulia-Nuss et
al., 2016).

Esterazlar Ustfamilyasi; proteazlar, lipazlar, esterazlar, dehalogenezler, peroksidazlar ve epoksi
hidrolazlari icermekte ve dogada en yaygin bulunan proteinler gruplarindan birisidir (Hotelier et al., 2004;
Montella et al., 2012). Esterazlarin ¢ogu, karboksilesteraz (ya da karboksil/kolinesteraz) gen familyasina
aittir.

Bu enzimler, helikaz ile sarilmig 8 iplikli beta yaprak ve baglanma noktalari icermektedir. Bu
enzimin katalitik yapisini ise Serin (S), Histidine (H) ve Aspartik asit (D) (Katalitik G¢li) olusturmaktadir
(Sood et al., 2016). Serin genellikle pentapeptid motifi ile (GXSXG) sabitlenmistir (X= herhangi bir rezidi).
Bu tip motifler proteinin 3 boyutlu gérinimuni belirleme de rol oynamaktadir (Sood et al., 2016).

Butlin karboksilesteraz gen ailesi aktif bolgede nukleofil olarak serin reziduleri icerdigi icin (bu
nedenle serin esteraz olarakta bilinmektedirler) ayni reaksiyon mekanizmasini kullanmaktadir (Montella et
al,, 2012). Yine de bu esterazlardan bazilari ¢cok daha segici olabilmektedir (juvenil hormon esterazlar
veya asetilkolinesterazlar gibi). Bazilari ¢cok daha az secici olmakla birlikte (bunlar gercek esterazlar diye
adlandirilir), bazilar ise katalitik olmayan proteinlerdir (néroligin, gliotaktin ve norotaktin gibi) (Sood et al.,
2016).

Ester hidrolizi iki adimdan olugsmakta, sonucunda ise asit ve alkol metabolitleri meydana
gelmektedir. ilk adim, katalitik serin —OH'In, ester badinin karbonil karbonuna olan nikleofilik saldirisidir.
Bu adim sonrasinda bir alkol metaboliti ve bir agillenmis enzim agiga ¢ikmaktadir. Bunun nedeni, katalitik
bdlgede substratin asit kismi ile, serin rezidisl arasinda olusan kovalent bagdir. Bu adim, katalitik
uclindn (aktif kisim) karboksilik grubu ile katalitik Histidin (H) arasindaki hidrojen bagiyla stabilize edilir.
ikinci adimda ise, katalitik Gglinin His (H) rezidiisii su molekiillerine yakinlik gosterir. Bu olay ayni
zamanda, asit kismin acgiga cikmasiyla birlikte, enzimin tekrar aktif duruma gelmesine olanak
saglamaktadir (Sekil 1) (Sood et al., 2016).
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Ozellikle pro-insektisit/pro-akarisitlerde, yani toksik etkisini gdstermesi igin metabolitlerine
parcalanma gereksinimi olan kimyasallarda, bu insektisitleri pargalayan enzimler farkli sonuclara yol
acabilmektedir. T. urticae’de yapilan bir ¢calismada; esteraz inhibasyon 6zelligi olan organik fosforlu
insektisit/akarisitlerin, bir pro-akarisit olan bifenazate akarisitinin toksisitesini olumsuz etkiledigi
bildirilmistir (Van Leeuwen et al., 2007). Dolayisiyla bu tip negatif etkilesimde bulunan ilaglarin karigim
halinde kullanimlarindan kaginmak gerekmektedir.

RCOOR' + OH—Ser—E — R 'OH + RCOE

Ester + Enzim = Alkol + Acillenmisenzim
RCOE + H,0 — RCOOH + E
Acillenmis enzim + Su = Asit + Serbest enzim

Sekil 1. Ester hidrolizi (Sood et al., 2016).

Ulkemizde T. urticae popiilasyonlar ile yapilan bazi calismalarda artan esteraz seviyesi ile
bifenthrin, lambda-cyhalothrin, chlorpyrifos, clofentezine ve fenpyroximate direnglerinin pozitif bir iligki
icinde oldugu gosterilmistir (Ay & Girkan, 2005; Kumral et al., 2009; Ay & Yorulmaz, 2010; Ay & Kara,
2011a; Ay & Kara, 2011b).

Mono-oksijenazlar (P450 monooksijenazlar, Karigik fonksiyonlu oksijenazlar, sitokrom P450
monooksijenazlar)

P450 monooksijenazlar, hemen her organizmada bulunan ve kimyasallarin metabolize edilmesinde
onemli rol oynayan en genis gen familyalarindan bir tanesidir (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001).
Bu grup sadece detoksifikasyonda degil, bécekler ve akarlardaki fizyolojik siregler gibi ¢ok cesitli
fonksiyonlarda rol oynamaktadir. P450’lerin fonksiyonel gesitliligin fazla olmasinin, yapisal ¢esitliliginin de
fazla olmasiyla dogru orantih oldugu dusundlmektedir. Diger fizyolojik sireclerde rol oynayanlar ile,
detoksifikasyonda rol oynayan P450’ler arasinda filogenetik bir bariyer bulunmamaktadir, bu nedenle

evrimsel sUreg icerisinde fonksiyonlarinin degistigi disinulmektedir (Feyereisen, 2015).

P450 monooksijenazlar; dort blyik gruptan olusmaktadir; CYP2, CYP3, CYP4 ve mitokondriyal
CYP (Van Leeuwen & Dermauw, 2016). insanlarda 57 adet P450 geni bulunurken, béceklerde yaklagik
100 adet bulunmaktadir. Tetranychus urticae’de ise 81 adet P450 geni tespit edilmistir (Grbic et al.,
2011). Boceklerden farkl olarak T.urticae’de intronsuz CYP2 klani geniglemesi tespit edilmigstir (Grbic et
al., 2011) (Cizelge 1). Solanaceae familyasina 6zellesmis Aculops lycopersici tirinde ise sadece 24 adet
P450 tespit edilmistir. Yine solanaceae familyasina 6zellesmis Tetranychus evansi ve monofag bir tir
olan Tetranychus lintearius’de de daha az sayida P450 tespit edilmesi, polifaglik ile P450 sayisi
arasindaki pozitif korelasyonu desteklemektedir (Van Leeuwen & Dermauw, 2016). Lyme hastalig
tasiyan Ixodes scapularis turl kenede ise 206 adet CYP450 geni tespit edilmistir (Gulia-Nuss et al.,
2016). Predator bir akar olan Metaseiulus occidentalis ise 70 adet CYP genine sahiptir (Wu & Hoy, 2016).
Predatdér akarlarin bitkilerin trikomlari nedeniyle maruz kaldidi ikincil metabolitleri ve beslendikleri
avlarinin bunyesinde bulunan zenobiyotikleri metabolize etme gerekliligi bulunmaktadir. Ayrica tarim
alanlarinda, pestisitlere dogrudan maruz kalmaktadirlar. CYP gen sayisindaki artisin bu nedenlere bagl
oldugu disunitlmektedir (Wu & Hoy, 2016; Van Leeuwen & Dermauw, 2016). Ev tozu akari
Dermatophagoides farinae turiinde ise 28 adet P450 geni tespit edilmistir (Van Leeuwen & Dermauw,
2016).
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icerisinde bulunan FE" — CO kompleksinin 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak pik
yapmasindan dolayr P450 olarak adlandiriimistir. P450’ler en g¢ok monooksijenaz rolleri ile
bilinmektedirler (Feyereisen 2005). Monooksijezlar tipik olarak, iki oksijen atomunun birinin substrata
transferini katalize ederken, digerini ise suya indirgemektedir. P450 reaksiyonun yaygin bir gosterimi Sekil
2’te gOsterilmektedir (Feyereisen, 2005).

Cizelge 1. Bazi akar turlerindeki P450 gen sayilari (Van Leeuwen & Dermauw, 2016)

Tar CYP2 CYP3 Mitokondriyal CYP CYP4  Toplam
T.urticae 39 12 5 25 81
A. lycopersici 2 17 3 2 24
D. farinae 3 14 2 9 28
M. occidentalis 16 29 5 20 70

RH + 0, + NADPH + H*
— ROH + H,0 + NADP*

Sekil 2. P450 monooksijenaz reaksiyonu (Feyereisen, 2005).

Oksijen atomu transferi P450’lerin tek katalitik fonksiyonu olmamakla birlikte; oksidaz, reduktaz,
desaturaz, izomeraz gibi aktiviteler de gostermektedir (Mansuy, 1998).

Direng olusumunda bir ya da daha fazla P450 geni artisi olabilmektedir. Protein ve mRNA
dizeyinde yapilan galismalar bunu kanitlamaktadir (Feyereisen, 2005). P450 genlerinin artmasi ve
azalmasi trans ve cins dizenleyici elementler tarafindan saglanabilmektedir (Liu et al., 2015).

Esterazlarda verilen 6érnede benzer sekilde, P450 miktar ile pro-insektisit/akarisitlerin toksisitesi
arasinda da negatif korelasyona neden olan durumlar bulunabilmektedir. Chlorfenapyr (insektisit/akarisit)
etken maddesinin etkili olabilmesi i¢in parcalanmasi ve metabolitlerine ayriimasi gerekmektedir. Ancak bu
ilacin aktif hale gelmesini saglayan P450 enzimi cypermethrin aktif maddesini detoksifiye edebilmektedir.
Bu nedenle aralarinda negatif bir capraz direng bildirilmistir (Feyereisen, 2005).

Kompleks katalitik mekanizmalari nedeniyle, P450 enzimleri basarisiz ya da eslesmemis
reaksiyonlardan hemen her zaman silper oksidaz ya da hidrojen peroksidaz uretmektedir. Bu da
hicrelerde oksidatif strese neden olmaktadir (Feyereisen, 2012).

Ulkemizde T. urticae tirii ile gergeklestirilen galismalarda, amitraz ve fenpyroximate ile P450
enzimleri arasinda iliski tespit edilmistir (Ay & Kara, 2009; Ay & Kara, 2011b). Faydali bir akar tirQ olan
Phytoseiulus persimilis A.H. (Acari: Phytoseiidae) turiinde ise P450 ve esteraz seviyeleri ile acequinocyl
direnci gelisimi arasinda bir baglanti oldugu bildirilmistir (Yorulmaz Salman et al., 2015). Yine Ulkemizde
faydali akarlarda birden fazla detoksifikasyon enzim grubunun dirence dahil oldugu c¢alismalar
bulunmaktadir (Yorulmaz Salman & Ay, 2013; Yorulmaz Salman & Ay, 2014).

Glutatyon-S-Transferazlar (GST)

GST, glutatyonu (sisteinin silfir atomunu) ¢esitli elektrofillere konjuge eden bir protein familyasidir
(Strange et al., 2001). Glutatyonun polarite 6zelligi membranlari gegmekte 6énemli rol oynamaktadir ve
bdylece konjuge edilen toksikantin hiicre ve organizmadan atilmasi kolaylasmaktadir. Organik klorlular ve
organik fosforlu insektisit/akarisit gruplarinda goérilen konjugasyon tipik érneklerdir (Pickett & Lu, 1989;
Prapantharada et al., 1993).
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GST’ler ¢cok sayida kimyasali substrat olarak kullanabilmektedir. Bunun nedeni spesifik olmayan
hidrofobik substrat baglanma yerinin bulunmasi ve ¢ok sayida izoenzimin bulunmasidir (Mannervik, 1985;
Pickett et al., 1989).

Tetranychus urticae tiriinde GST familyasi dnemli bir genisleme gostermekte ve 32 adet GST
bulunmaktadir. ilging olarak; bugiine kadar omurgalilara 6zgi sanilan Mu-sinif GST ler iki noktali kirmizi
druimcekte 12 adet tespit edilmistir (Grbic et al., 2011).

GST’ler birkag farkli sekilde insektisit direncinde rol oynamaktadir. Dogrudan etkileri; metabolize
etme, sekestrasyon, dolayli olarak ise bdcegdi/akari insektisitlerden kaynaklanan oksidatif stresten
korumaktadir. Bugliine kadar hemen her sinif insektisit/akarisit ile iligkilendirilmistir (Pavlidi et al., 2018).
GST’ler bir toksini dogrudan pargalayabildigi gibi, diger detoksifikasyon enzimleri aktivitesi ortaya ¢ikan
ikincil Grtnleri de pargalayabilmektedir (Pavlidi et al., 2018).

GST’ler en ¢ok glutatyon konjugasyon reaksiyonu ile taninmaktadirlar. Vicut igerisindeki
kimyasalin elektrofilik merkezine, thiol grubunun indirgenmis glutatyonunun (GS") nikleofilik ataklarini
katalize etmektedir. Bu olay sonrasinda kimyasalin asiri reaktif olan nikleofilik kismi nétralize edilir ya/ya
da suda ¢ozUnurligu arttirllarak hicreden atilimasi kolaylasir (Pavlidi et al., 2018). Substratlarin
elektrofilik fonksiyonel merkezleri karbon, nitrojen veya sulfur olabilmektedir. Elektrofilik bilesik ve GSH’in
sistein rezidusu arasinda GST tarafindan katalizlenen tiyoeter baginin olusumu genellikle suda daha gok
¢bzlnebilen ve daha az reaktif olan Grtnler olusturur (Enayati et al., 2005).

Bazi GST’ler, peroksidaz iceren bilesenlerin selenyum-bagdimsiz indirgenmesini de kataliz
etmektedir (Mannervik & Danielson, 1988). Pestisitlerin dogrudan toksik etkisi diginda oksidatif stresi
tetikleme etkileri de bulunmakta ve bu da lipid hidroperoksidaz Uretimine neden olmaktadir (Abdollahi et
al., 2004). Peroksidaz aktivitesi gosteren GST’ler oldugu bildiriimis ve bu sayede lipid hidroperoksidaz
indirgenmekte ve bdcek/akara indirekt dayanikliik saglamaktadir. Orijinde, GST’lerin oksijen
toksisitesinden korunmak icin evrimlestigi 6ne sirtlmektedir (Hayes & McLellan, 1999).

Son olarak GST’ler katalik-olmayan pasif baglanma ve sekestrasyon ile direncle iligkilendiril-
mektedir (Pavlidi et al., 2018).

ATP baglayici kaset tasiyicilar (ABC Transporters= ATP Binding Casette Transporters)

Batun hucreler ve organeller dis ¢cevrelerinden lipid membranlar ile ayriimistir ve bu nedenle ¢ok
cesitli bilegenleri bu membranlardan transfer etmek icin bir gidis-gelis yoluna ihtiyaglari bulunmaktadir
(Higgins, 1992). Membranlar arasi transferler yasamsal faaliyetler icin ¢ok 6énemlidir; dyle ki Escherichia
coli ve insanlardaki genlerin sirasiyla %10 ve %4’0 tagsima suregleri ile ilgili proteinleri kodlamaktadir
(Dermauw & Van Leeuwen, 2014). Bu tasiyicilar arasinda, ABC tasiyicilar butin canhlar aleminde
bulunan en buyuk tasiyici familyalardan bir tanesidir. Bu ABC tasiyicilar bir ATP’nin baglanmasi ve
hidrolize olmasiyla membranlar arasi tasima gergeklestirmektedir (Higgins & Linton, 2004; Linton &
Higgins, 2007). Bir ABC tasiyici; iki adet sitosolik Nukleotid Baglanma Domaininden (Nucleotid Binding
Domain =NBD) ve iki adet Transmembran Domainden (Transmembrane Domain = TMD) olusmaktadir
(Sekil 3).

Transmembran domainler 5-6 transmembran helikaz icermekte ve bu yapisi sayesinde substrat
seciciligi 6zelligi bulunmaktadir (Dermauw & Van Leeuwen, 2014). Ancak bu segicilik sanilanin aksine
¢cok spesifik dedil daha genel bir segciciliktir. Dolayisiyla ayni ABC tasiyici ¢ok sayida substrati hicre
disina gikarabilir ve bu da “¢oklu diren¢” olusuma neden olmaktadir (Buss & Callaghan, 2008).
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NBD’lerin dizilim benzerligine gére ABC taslyicilar 8 gruba ayrilmistir; A-H arasindaki harfler ile
adlandiriimaktadir. ABCH altfamilyasi sadece artropod genomunda ve zebra balijinda tespit edilmistir
(Dean et al., 2001; Popovic et al., 2010).

iki noktal kirmizi ériimcekte, 39 adet ABCC (goklu ilag direnci — multidrug resistance) proteini
tespit edilmistir (Grbic et al., 2011). Bu sayi, bugiine kadar ABC tasiyici gen sayisi tespit edilen diger
kabuklulardan, béceklerden, omurgalilardan ve nematodlardan ¢ok daha fazla sayidadir (Grbic et al.,
2011). Dahasi, toplam ABC tasiyici sayisi ise ¢ok daha fazladir. Tetranychus urticae su ana kadar
belirlenen en fazla ABC tasiyici gene sahip olan artropod turiidir (Dermauw & Van Leeuwen, 2014)

(Cizelge 2).

A
TMD1 TMD2
Dis
5% e B4 e WaWe
H 710819 [10{[11[12 Cift kath lipid katmani
ic W (‘/\-COOH
B
step | step Il step Il step IV

Dis f' ®

ic

CO

Sekil 3. ABC full tagiyici yapisi ve tasima dongusi A) 6 transmembran segment bulunduran 2 adet TMD (mavi ve sari) ve iki adet
NBD (kirmizi ve yesil). B) ATP degistirme mekanizmasi. Tasima donglsi; TMD (Mavi ve sari besgenler) tarafindan
olusturan ylksek benzerlik gosteren cebe bir substratin (mor) baglanmasiyla baslamaktadir. Sonrasinda NBD’de
konformasyonel degisiklik olmaktadir (yesil ve kirmizi). Bu degisiklik ATP (turuncu oval) baglanmasina ve NBD-dimerinin
kapali hale gelmesine imkan vermektedir. Kapanin NBD’ler TMD’de buiylik konformasyonel degisikliklere neden olmaktadir.
TMD doner ve disar dogru agillmaktadir, substrat tagimasini baslatmaktadir (step Il). ATP hidrolizi, kapali NBD dimerinin
¢6zlinmesini baslatir ve TMD’de baska konformasyonal degisiklere neden olur (Step Ill). En sonunda fosfat ve ADP salinimi
tastyiclyl NBD-dimeri agik olan eski haline getirmektedir (Step 1V) (Dermauw & Van Leeuwen, 2014).
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Cizelge 2. Farkli tirlerde bulunan ABC gen sayilari (Dermauw & Van Leeuwen, 2014)

ABC Homo Drosophila Anopheles Tribolium Apis Bombyx Daphnia Tetranychus
altsinifi sapiens  melanogaster gambiae castaneum mellifera mori pulex urticae
A 12 10 9 10 3 9 4

BFT 4 4 1 2 1 5 2

B HT 7 4 4 4 5

C 12 14 13 35 9 15 7 39

D 4 2 3

E 1 1 1

F 3 3 3 4

G 5 15 16 13 15 13 24 23

H 0 3 3 3 3 3 15 22
Toplam 48 56 52 73 41 55 65 103

ABC tasiyici genlerinde meydana gelen mutasyonlar blyik 6nem tasimaktadir. Gerek
transkripsiyonu etkilemesi, gerekse aminoasit degisikligi sonucu yapisal degisiklikler zenobiyotikler ile
olan iligkiyi etkileyebilmektedir. Hatta yapisal degisiklige neden olmayan bir “sinonim” mutasyonun bile
substrat segiciligini degistirebildigi bildiriimistir (Kimchi-Sarfaty et al., 2007).

ABC tasiyicilarin insektisit direnci ile diger bir iligskisi de, bocek kitikulasini kalinlagtirma ya da
icerigini degistirmedeki rolleridir. Bu sayede, ilag bécek vicuduna daha az girecek ya da daha uzun
surede girecek ve detoksifikasyona daha ¢ok maruz kalacaktir. Coklu-direngli populasyonlarda kutikular
bdlgedeki ABC tasiyicilarda artis oldugu bildirilmistir (Balabanidou et al., 2018). Ancak akarlarda kutikular
direng ile ilgili calisma bulunmamaktadir.

Hedef Yeri Mutasyonlari

insektisitlerin hedef yerindeki nokta mutasyonlarin neden oldugu yapisal degisiklikler, toksikantin
etkisinde dislse neden olmaktadir ve yuksek direng ile sonuglanabilmektedir. Bu mutasyonlar protein
diziliminde degisikliklere neden olabilecedi gibi, hedef yerinin ekspresiyon seviyesini degistirerek de
dirence katki saglayabilmektedirler (Van Leeuwen & Dermauw, 2016). Ayni zamanda bazi nokta
mutasyonlari, detoksifikasyon enzimlerinin yapisinda da dedisime neden olabilmekte ve insektisiti daha
iyi pargalayan enzimler haline getirebilmektedir. Genel olarak mutasyonlar; 1) Gendeki protein kodlayan
dizilimi etkileyenler ve bu nedenle gen Urinunin yapisini degistirenler, 2) Gen ekspresyonunda artisa
neden olanlar, 3) Gen ekspresyonunda distse neden olanlar olarak siniflandirilabilmektedir (Feyereisen
et al., 2015).

Mutasyonlar genelde de novo (yeni ortaya ¢ikan) ya da genetik varyasyon nedeniyle meydana
gelmektedirler. Eger direng ile ilgili bir mutasyon de novo ise lokal karantina dnlemleri uygulanarak mutant
bireylerin dagiimasi 6nlenebilir. Eger genetik varyasyon kodkenli bir mutasyon ise bdlgelerde ayni ilaglari
kullanip paralel seleksiyona yol agmamak gerekmektedir (Hawkins et al., 2018).

Genetik varyasyondan kaynaklanan bir diren¢ mutasyonu cevreye daha hizli adaptasyon
gOsterirken, de novo mutasyon daha yavas yayillmaktadir. ClnklU popllasyon igerisindeki allellerin
sikliklari fazla olmaktadir (Barrett & Schiuter, 2008).

Mutasyonlarin dirence katkisi ile ilgili énct calisma, kirmizi érimceklerde 1964 yilinda organik
fosforlular grubuna ait akarisitlerde rapor edilmistir (Smissaert, 1964). Daha sonra organik klorlular,
piretroitler gibi diger bliylik insektisit gruplarinda da rapor edilmistir (Van Leeuwen & Dermauw, 2016).
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Mutasyonlar tek baslarina dirence yol agabildigi gibi, bazen mutasyonlarin bir arada bulunmasi
direng diizeyini biyiik oranda arttirmaktadir. Ornegin; F331W ve G328A mutasyonlari tek baslarina orta
dizeyde bir monocrotophos direncine karsilik gelirken, bir arada bulunmalari ylksek direng oranlarina
neden olabilmektedir (Kwon et al., 2010).

Predatér akarlarda da benzer direng mutasyonlarinin bildirilmesi, entegre zararli mucadelesi
acisindan c¢ok onemlidir. Predatér akar Kampimodromus aberrans asetilkolinesteraz geninde meydana
gelen bir mutasyonun chlorpyrifos direncine yol actidi bildiriimistir (Cassanelli et al., 2015). Benzer sekilde
voltaj-kapili sodyum kanalinda meydana gelen iki mutasyonun (E1233G ve S1282G) Neoseiulus barkeri
(Hughes) turinde fenpropathrin direncine yol acgtidi bildiriimistir (Cong et al.,, 2016). Ancak faydali
akarlarda hedef yeri mutasyonlarinin tespitine yonelik galismalar oldukga sinirlidir.

Bazi durumlarda (A301S-Rdl mutasyonu gibi), direng mutasyonunun bulundugu genin bdceklerde
bir ortologu (Farkli organizmalarda bulunan, atasal kékeni ayni, dolayisiyla yapisal ve islevsel benzerligi
olan fakat tir olus slrecinde ayrilmis olan genler) bulunurken, akarlarda farkl sayida olabilmektedir;
Tetranychus urticae (3), Metaseiulus occidentalis (4), Aculops lycopersici (4), Dermatophagoides farinae
(3) (Van Leeuwen & Dermauw, 2016). Dolayisiyla béceklerde tek bir ortologdaki mutasyon direng
olusumuna sebep olurken, akarlarda buttn ortologlarda mutasyonun meydana gelmesi gerekebilir. Ayrica
yapilan galismalarda, T. urticae’nin bitln ortologlarinin 301. aminoasit pozisyonunda alanin bulunmadig,
onun yerine histidin ya da serin oldugu bildirilmistir. Yani bdceklerde dirence katkisi olan mutasyon T.
urticae’de zaten bulunmaktadir (Dermauw et al., 2012). Bu da pestisitin bu tiire etki etmemesine neden
olabilecedi gibi, bu bakis agisi ilaglarda selektivite galismalarinda katki saglamaktadir. Benzer sekilde
fipronil aktif maddesi kenelere etki ederken, kirmizi ériimceklere etkili olmamaktadir. incelendiginde
kenelerde 301. aminoasit bdlgesinde hassas olan alanin bulundugu tespit edilmistir. Kirmiz
Oorimceklerdeki bu A301S/H degisiminin cyclodien grubu insektisitlerin uzun yillar kullaniimasina bagh
oldugu dusunilmuis (Dermauw et al., 2012), ancak sonralari insektisit uygulamalarinin hedefi olmayan,
genel olarak Ulex europaeus bitkisinde beslenen ve ekonomik olarak kimyasal micadele uygulanmayan
Tetranychus lintearius tiriinde de ayni aminoasit degisikliginin tespit edilmesiyle birlikte, bu durumun
insektisit uygulamalari ile ilgili olmadidi ortaya ¢ikmistir (Van Leeuwen & Dermauw, 2016).

llias et al. (2014), 27 farkh Glkeden 51 T. urticae populasyonu ile yaptiklari ¢alismada, direng ile
ilgili  oldugu bilinen nokta mutasyonlarinin dagilimlarini incelemislerdir. Ayni zamanda ace
(asetilkolinesteraz) geninin orijinini arastirmislardir ve diinyada en az 3 bdélgede birden ortaya g¢iktigini
bildirmislerdir. Yine bu ¢calismada Turkiye’ye ait T. urticae populasyonunda kitin sentaz geninde 11017F ve
voltaj kapili sodyum kanalinda ise A1215D mutasyonlari tespit edilmistir. Ancak daha sonraki yillarda
yapilan bir ¢alisma, A1215D mutasyonunun bir direng mutasyonu degil sadece polimorfizm oldugunu
bildirmistir (Riga et al., 2017).

Daha sonraki yillarda ise abamectin direncine yol actigi bildirilen mutasyonlar tGlkemizde bazi T.
urticae populasyonlarinda taranmis (Cagatay et al., 2018), ancak herhangi bir mutasyon tespit
edilememistir. Yakin tarihte yapilan bir calismada ise piretroitlere karsi dirence neden olan F1538I and
L1024V mutasyonlari ilk defa iilkemiz T. urticae popiilasyonlarinda tespit edilmistir (inak et al., 2019).

Nokta mutasyonun direng Uzerine etkisi, geriye gaprazlama yontemiyle test edildiginde; dzellikle
voltaj kapili sodyum kanallari (L1024V, A1215D+F1538l), kitin sentaz | (I1017F) ve sitokrom b’deki
(G126S+S141F, P262T) mutasyonlar yuksek dirence karsilik gelmektedir. Yani, kirmizi drimcek
popllasyonlarinda sadece bu mutasyonlarin bulunmasi bile ilgili aktif madde ile yapilacak kimyasal
mulcadelede basarisizlia neden olabilmektedir. Ayni calismada incelenen glutamat kapili klorid
kanallarinda meydana gelen mutasyonlarinin (G314D, G326E) ise tek baslarina ya da bir arada (G314D+
G326E) bulunmalarinin ylksek seviye akarisit direnci igin yeterli olmadigd bildirilmistir (Riga et al., 2017).
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Sonuglar

Direng gelisiminden kaynaklanan basarisiz pestisit uygulamalari, zararliyi baskilayamadidi gibi
fazladan ekonomik gidere neden olmaktadir. Olusabilecek direncin 6nine gegilebilmesi, en azindan
geciktirilebilmesi icin direng mekanizmalarini anlamak, en dnemli kosullardandir.

Mutasyonlarin, zararlinin gelisme ve ¢codalmasi Uzerinde gosterecegi etkiler (uyum bedeli=fitness-
cost) belirlenmelidir. Clnki uyum bedeli yiksek olan mutasyonlarin, yliksek direng ile iligkili olsa dahi,
cografi olarak disik yayillim gostermesi beklenmektedir. 11017F ve G314D+G326E mutasyonlari 6nemli
uyum bedeli gosterirken; P262T ve L1024V’'nin uyum bedeli etkisi olmadidi gdsterilmistir (Bajda et al.,
2018).

Sinerjistler ile ilgili genom dlizeyinde yapilan yeni bir ¢alismada; sinerijistlerin iligkili oldugu enzim
gruplarindaki bitin genleri baskilamadi§i hatta bazi durumlarda hedeflenen genin ekspresyonunu
arttirdid1 bildirilmistir (Snoeck et al., 2017). Elde edilen sonuglar geleneksel sinerjist galismalarinin enzim
iliskilerini ortaya koymada vyeterli olmadigini, bu nedenle gen dizeyinde c¢alismalarin yayginlasmasi
gerektigini ortaya koymaktadir.

Direng arastirmalarn igin laboratuvar kosullarinda yapilan seleksiyon calismalari, tarla kosullarini
tam olarak yansitmamaktadir. Cinki doda kosullarinda secilime neden olan birgok faktdr laboratuvar
kosullarinda bulunmamaktadir. Ayrica laboratuvarda yetistirilen ve selekte edilen populasyonlar kiltlrin
baslangicinda ve devaminda ¢ok daha az bireye sahip olacagindan (disiik varyasyon) sonuglar yaniltici
olabilmektedir (Ffrench-Constant, 2013). Dolayisiyla arazi kosullarini daha iyi yansitan galismalarin
artmasi gerekmektedir.

Yapilan bazi calismalarda, insektisitlerin piyasaya c¢ikis tarihinden o6nce toplanmis bdcek
populasyonlarinda direng mutasyonlarinin bulundugu bildirilmistir (Ffrench-constant, 2007). Bu durum,
insektisit direng mutasyonunun halihazirda dogada bulundugunu, yani polimorfizm sonucu oldugunu
ortaya koymustur. Bu durumun énemli bir sonucu ise; polimorfizm sonucu ortaya ¢ikan direncin uyum
bedeli (fitness-cost) gdstermemesi olacaktir ve seleksiyon baskisi (insektisit/akarisit) dursa dahi
mutasyonun devam edecegini yani direncin azalmayacagina isaret etmektedir (Ffrench-constant, 2007).

Farkli akar turlerinin genom sekanslari ortaya konuldukga, direng mekanizmalari hakkindaki bilgiler
artmakta ve detaylanmaktadir. Suan i¢in akarlarda diren¢g mekanizmalari hakkindaki bilgiler hala sinirlidir,
ancak bu bilgilerin artmasiyla birlikte, bitki ve hayvanlardaki zararlilara kargi daha dogru stratejilerle
kimyasal micadele yapilmasi mimkin olabilecektir.
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