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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ANTALYA ILI BIBER ALANLARINDAN TOPLANAN Myzus
persicae(Hemiptera:Aphididae) POPULASYONLARINDA ACETAMIPRIiD
VE iMiDACLOPRID DIRENCINiN BELIRLENMESI

Selin Nur OZDEMIR

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii EgitimEnstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Danisman: Dog¢. Dr. Sibel YORULMAZ SALMAN

Biber iiretim sezonu boyunca bir¢ok zararli ve hastalik tarafindan ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Biberin baslica zararlilar1 arasinda seftali yaprak biti
Myzus persicae bulunmaktadir. Polifag bir zararli olan M. persicae bitki 6zsuyunu
emerek zarar yapmakta ve yogun popiilasyonlarda bitkiyi tamamen kurutmaktadir.
Bu calismada Antalya ili Kumluca, Elmali ve Demre il¢elerinden se¢ilmis olan biber
tiretim alanlarindan toplanan Myzus persicaepopiilasyonlarinda imidacloprid ve
acetamiprid direncinin belirlenmesi amaglanmistir. Kumluca ilgesinden 4, Elmali
ilgesinden 2, Demre ilgesinden 1 olmak tizere 7 adet Myzus persicaepopiilasyonu
toplanmistir. Hassas poplilasyon ise Ankara Merkez Zirai Miicadele Enstitiisiinden
temin edilmistir.

YaprakbitipopiilasyonlarindaLC50 degerlerinin belirlenmesinde yaprak daldirma
metodu kullanilmigtir. Temiz findik turpu yapraklarindan yaprak diskler olusturulup,
bir pens yardimiyla hazirlanan insektisit konsantrasyonlarinin dozlarina 10 sn stireyle
daldirilmistir. Kuruyan yaprak diskleri agar ortami bulunan petri igerisine pens
yardimiyla yerlestirilip her popiilasyon i¢in yaprakbitinin erginlerinden 25 adet birey
binokiiler altinda yaprak disklerin ilizerine birakilmigtir.Toplanan popiilasyonlarin
LCsodegerleri hassas popiilasyonun LCso degerlerine oranlanarak direng diizeyleri
belirlenmistir.Calisma sonucunda sirastylaKumluca-1, Kumluca-2, Kumluca-3,
Kumluca-4, Elmali-1, Elmali-2, Demre popiilasyonlar1 i¢in imidacloprid direng
oranlart sirasiyla 6.78, 5.52, 4.23, 6.88, 3.52, 3.26ve 3.19 kat, acetampirid direnci ise
7.35, 6.80, 7.25, 6.51, 2.78, 2.72, 7.25 Kkat olarak belirlenmistir.Ayrica
yaprakbitipopiilasyonlarinda imidacloprid direnci ile baglantili olabilecegi diisiiniilen
esteraz enzimi kinetik ve elektroforetik yontemle incelenmistir. Calisma sonucunda
sirastyla Kumluca-1, Kumluca-2, Kumluca-3, Kumluca-4, Elmali-1, Elmali-2,
Demre popiilasyonlar1 i¢in esteraz aktiviteleri 2.35, 2.38, 2.01, 2.60, 1.85, 1.95,
hassas popiilasyon i¢in ise esteraz aktivitesi 1.80 mOD min-1 mg-1 olarak
bulunmustur.Bu sonuglar dogrultusunda yaprakbiti popiilasyonlarinda neonikotinoid
direnci ile esteraz enziminin iliskisi olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler:Myzus persicae, direng, acetamiprid, imidacloprid, esteraz
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF ACETAMIPRID AND IMIDACLOPRID
RESISTANCE IN Myzus persicae (Hemiptera:Aphididae) POPULATIONS
COLLECTED FROM ANTALYA PEPPER FIELDS

Selin Nur OZDEMIR

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Plant Production

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sibel YORULMAZ SALMAN

Many pest and diseases cause economic losses in pepper during the production
season. Peach aphid Myzus persicaeis one of the main pest of pepper. Polyphag is a
harmful M. persicae plant by absorbing the juice and harms the plant in dense
populations. In this study, it was aimed to determine the resistance of imidacloprid
and acetamiprid in Myzus persicae populations selected from the selected pepper
production areas in Antalya which is one of the most important pepper production
areas in our country. In Antalya province total 15 populations of M. persicae were
collected; 4 populations from Kumluca district, 2 populations from Elmali district
and 1 populations from Demre district. The sensitive population was obtained from
Ankara Central Plant Protection Institute.

Leaf dipping method was used to determine LC50 values in aphid populations. Leaf
discs were formed from clean hazelnut radish leaves and dipped in doses of the
insecticide concentrations prepared with the help of a forceps for 10 seconds. The
dried leaf discs were placed into the petri dish with agar medium and 25 individuals
were placed on the leaf discs under the binocular for each population. The LC50
values of the collected populations were compared to the LC50 values of the
sensitive population and the resistance levels were determined. As a result of the
study, the resistance rates of imidacloprid for Kumluca 1, Kumluca 2, Kumluca 3,
Kumluca 4, Elmali 1, Elmali 2, Demre populations respectively 6.78, 5.52, 4.23,
6.88, 3.52, 3.26 and 3.19 times, and acetampiride resistance to 7.35, 6.80, 7.25, 6.51,
2.78, 2.72, 7.25 times. In addition, esterase enzyme which is thought to be related to
imidacloprid resistance in aphid populations was investigated by kinetic and
electrophoretic method.As a result of the study, esterase activities for Kumluca-1,
Kumluca-2, Kumluca-3, Kumluca-4, Elmali-1, Elmali-2, Demre populations were
2.35, 2.38, 2.01, 2.60, 1.85, 1.95, and esterase activity for sensitive population. 1.80
mOD was found to be min-1 mg-1. According to these results, it is thought that
neonicotinoid resistance may be related to esterase enzyme in aphid populations.

Keywords:Myzus persicae, resistance, acetamiprid, imidacloprid, esterase

2019, 38pages
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1.GIRIS

Biber (Capsicum spp.), gerek diinyada ve gerckse tilkemizde sevilerek tiiketilen,
icerdigi vitamin ve mineral maddeleri yoniinden zengin ve insan beslenmesine
olumlu katkis1 olan bir sebze tiiriidiir (Karaaga¢ ve Balkaya, 2010). Biberin
anavataninin tropikal Amerika oldugu, buradan diinyaya yayildigi kabul
edilmektedir. Biber bitkisi 1548 yilinda Ispanya’dan Ingiltere’ye, daha sonra
Avrupa llkelerine girmistir. Balkan iilkelerinden sonra Tiirkler tarafindan Orta ve

Kuzey Afrika tilkelerine tanitilmistir(Anonim,2004).

Diinyada 24 milyon ton biber iiretilmekte olup; Tiirkiye, Cin ve Meksika’dan sonra
1.76 milyon ton iiretim ile 3. sirada yer almaktadir (Ozalp, 2017). Ulkemizde
ihracat potansiyeli domatesten sonra en yiiksek bitki tiirdiir.Ortiiali sebze
yetistiriciligi, iilkemizde ekonomiye katki saglayan onemli bir tarimsal iiretim
koludur. Ulkemizde toplam serada sebze iiretimi icinde 468.350 ton ile biber;

domates, hiyar ve karpuzdan sonra 4. sirada yer alan, 6nemli bir sebze tiirtidiir.

Ulkemiz geneline bakildiginda ortii alti biber iiretiminde Antalya ili ilk sirada
gelmektedir. Tiirkiye’de 2017 yilindaki biber tiretim alan1 805.166 dekar, iiretim
miktar1 2.608.172 ton; Antalya ilindeki biber {iretim alan1 57.788 dekar, liretim
miktart ise 447.791 ton olarak belirlenmistir.Antalya il merkezi ve ilgeler goz
oniine alindiginda ekim alani acisindan il¢eler bazinda biber iiretimi Tablo 1’de

verilmektedir (TUIK, 2017).



Cizelge 1.1. Ilgelere gore Antalya ili biber iiretim verileri (TUIK,2017)

Tice Ad1 Ekilen Alan (da) Uretim miktar

(Ton)
Kumluca 11.398 136.536
Demre 7.574 93.183
Elmal 7.840 15.800
Kas 6.995 68.863
Manavgat 4.797 26.865
Aksu 1.770 17.150
Korkuteli 1.570 6.380
Alanya 2.225 4.991
Kepez 1.085 4.685
Finike 400 2.960
Gazipasa 960 2.846
Muratpasa 80 520
Konyaalt1 100 460
Dosemealti 101 156
Gilindogmus 150 120
Kemer 10 60
Akseki 20 21
Ibradi 1 -

Biber iiretim sezonu boyunca bir¢ok zararli ve hastalik ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Biberin baslica zararlilar1 arasinda seftali yaprak biti Myzus persicae
(Hemiptera:Aphididae) bulunmaktadir. M. persicae ilk olarak Sulzer tarafindan

1776 yilinda Aphis persicae olarak tanimlanmistir.

Sekil 1.1 Myzus persicae (Anonim, 2019a)



M. persicae bitkilerin ozellikle taze siirglinleri ve yapraklarinda bitkiézsuyunu
emerek, emgi esnasinda bitkiye toksik maddeler enjekte ederek vesalgiladigi

ballimst maddeler sonucu fumajine neden olarak dnemli zararlarolusturur.

Ayrica, M. persicae’nin en dnemlizararlarindan biri de viriis vektorii olusudur. Bu
tir 86’dan fazla bitki virlishastaligin1 naklederek bitkilerde dolayli olarak zarara
neden olmaktadir(Cloquemin vd., 1990).

Sekil 1.2. Myzus persicae (Anonim, 2019b)

M. persicae genellikle yaprak alt yilizeyinde beslenmesi, hizli iireme kapasitesine
sahip olmasi, ¢cok sayida dol verebilmesi ve oldukga fazla konukguya sahip olmasi
nedeniyle miicadelesi olduk¢a zor olan bir zararlidir.Bu nedenle, miicadelesinde
kisa siirede etkili olan insektisitler tercih edilmektedir. Ancak, yogun olarak
kullanilan bu insektisitler, yaprakbitlerinin bu ilaglara kars1 direngli hale gelmesine,
yeni zararlilarin ortaya c¢ikmasimna ve kalinti sorununa neden olmaktadir
(Kizildenizli, 1990; Canak¢ioglu ve Mol, 1998; Velioglu vd., 2008; Vucetic vd.,
2008).

Diren¢ bir insektisitin; Onerilen dozunun uygulanmasina ragmen zararl
poplilasyonunda meydana gelen kalitsal bir degisiklige bagl olarak duyarliligin
azalmasi sonucu, zararliytr kontrolde basarisiz olmasi olarak tanimlanmaktadir

(IRAC, 2012).



Neonikotinoidler, nikotinik asetilkolin reseptoriiniin (nAChR) (IRAC MoA grubu
4) oldukga segici agonistleridir (Voudouris vd., 2017). Nikotin asetilkolin alicisina
baglanarak hiperaktivite,uyusukluk ve paralize neden olur.Son yillarda
neonikotinoid insektisit uygulamasi yapilan zararhilarin ¢ogunda bu etken

maddelere kars1 direng gelismektedir.

Bu calismada {ilkemizin énemli biber liretim merkezlerinden Antalya ilindednemli
ortii alt1 biber liretimi yapilan Kumluca,Demre ve Elmali ilgelerindekibiber iiretim
alanlarindan toplanmis M. persicae popiilasyonlarinin, bu zararliyla kimyasal
miicadelede sik¢a kullanilan neonikotinoid insektisitlerden olan imidacloprid ve
acetamiprid’e kars1 direng seviyeleri tespit edilmistir.Ayrica biyokimyasal testlerle

direncin esteraz enzimi ile olan iliskisi ortaya koyulmustur.



2. KAYNAK OZETLERI

Anthon (1955), Kuzey Washington’un orta kesiminde degisik organikfosforlu
insektisitlerle ilaglanan seftalilerdeki M. persicae bireylerinin savasiminin gittikge
zorlagtigini ve On c¢alismalar sonrasinda systox veya nikotinin bu zararlinin

savasiminda etkili olabilecegini belirtmektedir.

Dunn ve Kempton (1966), organikfosforlu insektisitlere direngli hale geldigi
goriilen ve kanatsiz vivipar bireyden partenogenetik olarak yetistirilen bir M.
persicae popiilasyonunun 7. doliine ait bireylerini, hassas bir popiilasyon ile
karsilastirmiglardir. Sonugta, yetistirilen popiilasyonun demeton-methyl’e 25kat
daha direngli oldugunu ve direncin yavas yavas azalarak 30. ddlden sonra hig

kalmadigin1 belirlemislerdir.

Bonnemaison  (1968), Fransa’da  patateslerden  toplanan  bir M.
persicaepopiilasyonuna, birbirini takip eden 13-17 generasyon siiresinde methyl-
parathion, lindane, isolan ve oxydemeton uygulandiginda, bu insektisitlere

duyarlilikta 6nemli bir azalis olmadigini belirtmektedir.

Forgash (1984), bocek ve akarlarda insektisitlere karsi direng olusumu ve bunun
dogurdugu sonuglar ile ilgili yaptig1 ¢alismasinda, boceklerde insektisitlere direngle
ilgili ilk kayitlarin 19. yiizyilin son ¢eyreginde, San Jose kabuklu biti ve elma i¢
kurdu ile ilgili oldugunu bildirmektedir. Bu listenin gittik¢e biiyliyerek 20. ylizyilin
baslarinda 14 takima baglhh 83 familyadan toplam 428 tir bocek ve akari
kapsadigini, bu zararhlarin diinya ¢apinda yaygin olduklarimi ve degisik gruplardan

kimyasal bilesiklere kars1 diren¢ kazandiklarini agiklamistir.

Moores vd. (1996a), ii¢ Aphis gossypii(Hemiptera:Aphididae) popiilasyonunda
insektsitlere diren¢ diizeyini, toplam esteraz aktivitesini ve insektisit tarafindan
inhibe edilen AChE enziminin duyarlilik durumunu incelemislerdir. Farkli esteraz
ile AChE kombinasyonlarmma sahip oldugu tespit edilen A. gossypii
popiilasyonlarindaki modifiye = AChE’in, organikfosforlu ve karbamath

insektisitlere direncin ana mekanizmasi oldugu da belirlenmistir.



Moores vd. (1996b), ii¢ A. gossypiipopiilasyonu ile Cin’de eseyli olarak iireyen
klonal olmayan bir kiiltiiriin, primicarb ve organikfosforlu insektisitlere direng
diizeyleri AChE duyarliligi incelenmistir. Denenen insektisitlere duyarsizlik
durumu farklilik gosteren, iki duyarsiz AChE varyanti belirlenmistir. Ayrica,
bioassay ile belirlenen insektisite direng diizeyi ile AChE duyarsizligi arasindaki

korelasyonlar, homozigot veya heterozigot olma durumu da arastirilmistir.

Field vd. (1997), yaprak biti bireylerinde detoksifikasyon yapan esterazlarin fazla
miktarda iiretimi ve AChE gibi hedef proteinler ile sodyum kanallarinin mutant
duyarsiz formlara sahip olmasi nedeniyle insektisitlerin bir kismima karst M.
persicae’de goriilen direng durumunun, bioassay, biyokimyasal yontemler ve DNA
diagnostik teknikleri kullanilarak ayriminin miimkiin oldugunu belirtmektedirler.
Arastiricilar, ¢ok genis cografik orijine sahip 58 6rnek iizerinde yaptiklar siirvey
caligmasinda, 46 Ornekte piretroidler, organikfosforlular ve karbamatlilara genis
spektrumlu direnci olusturan esteraz genlerinin (E4 veya FE4) sayisinin fazla
oldugunu tespit etmislerdir. Calismada ayrica, 11 6rnekte primicarb ve triazamete’e
direncin nedeninin duyarsiz AChE oldugunu, 25 6rnekte ise piretroid ve DDT’ye
knockdown direncin mutant sodyum kanali genleriyle kombine olarak bulundugunu

belirlemislerdir.

Foster vd. (1998) tarafindan 1996 yilinda Ingiltere’de ilk kez modifiye
asetilkolinesteraz nedeniyle M. persicae’de primicarb ve triazamete’e karsi olusan
diren¢ durumu belirlenmis ve calismalar sonucu bunun o6zellikle R2 ve R3

diizeyinde karboksilesteraz aktivitesiyle birlikte goriildiigii ortaya konulmustur.

Martinez-Torres vd. (1999), amplifiye olmus E4 esteraz genlerine sahip olan M.
persicaeklonlarinin hepsinde IIS6 bolgesinde Leu—Phe mutasyonunu tespit
ettiklerini ancak; amplifiye olmus FE4 esteraz genleri olan klonlarin ve hassas
irklarm hi¢ birisinde bu kdr mutasyonunun tespit edilemedigini bildirmektedirler.
Bu mutasyonun deltamethrin ve DDT drencinin temel mekanizmasi oldugunu, tek
basina 35 kat diren¢ sagladigini, yliksek E4 etkisi ile birlikte bulundugunda
direncin 540 kat oldugunu da belirtmektedirler. FE4 esterazlarin boyle bir direng

diizeyini saglayamadigi da belirtilmektedir.



Gao vd. (2002) tarafindan insektisit direncine iliskin yaprakbitlerinde yapilan
caligmalardan ilki Schizaphis graminum (Rondani) (Hemiptera:Aphididae)’un
cDNA kiitiiphanelerinden yararlanarak AChE c¢DNA’simi klonlayip, karakterize
edilmistir. Yapilan bu ¢alisma afit tiirleri arasinda AChE’nin molekiiler 6zelliklerini
karakterize eden ilk calismadir. Calismada bugday yaprak bitine ait AChE
cDNA’smin niikleotid ve aminoasit sekansi, AChE cDNA’sinin primer yapilari,
yaprak biti AChE’sinin karakteristikleri ve yaprak bitine ait AChE geninin diger

hayvan tiirleriyle filogenetik iliskisi saptanmaistir.

Li ve Han (2002) tarafindan cDNA uglarinin hizli ¢ogaltilmasi (RACE) tekniginden
yararlanilarak Aphis gossypii’den iki asetilkolinesteraz geni (ace 1 ve ace2)
klonlanmistir. Bu calisma bdceklerde multiple AChE genlerine molekiiler kanit
olusturan ilk calismadir. Ace 1 geninin tamami 2371 bp biiyiikliigiinde ve agik
okuma cergevesi 2031 bp uzunlugundadir. Ayni gen 676 aminoasidi kodlamaktadir.
Ace 2 geni ise 2130 bp uzunlugunda olup 1992 bp uzunlugunda agik okuma
cergevesine sahiptir ve 664 aminoasiti kodlamaktadir. Her iki geninde AChE
familyasiyla korunmus aminoasitlere ve 6zelliklere sahip oldugu saptanmistir ancak
aminoasit sekansit agisindan %35 benzerlik gostermistir. Ace 1 geni %95
benzerlikle Schizaphis graminum’un AChE genine olduk¢a fazla homoloji
gosterirken Ace 2 geni %92 oraninda M. persicae ile benzerlik gostermistir.
Filogenetik analiz sonucunda A. gossypii’nin 2 farkli Ace geninin evrimsel olarak
farklr olduklar1 bulunmustur. PHYLIP programiyla elde edilen filogenetik aga¢ A.
gossypii’ye ait AChE 2 geninin AChE 1’in daha asetilkolinesteraz yapisini ana
kalip olarak cizilen yapilarin homoloji modelleri 4. gossypii’ye ait 2 AChE’nin
farkli li¢ boyutlu yapilarinin olabilecegini gostermistir. Ayni ¢aligmada Ace 1’in 5’
ucunun kenarindan kesimlenmesi dort aminoasit fragmaninin varligi ile iki protein

degisikligiyle sonuclandigi bildirilmistir.

Velioglu ve Toros (2002) tarafindan, 1995-1998 yillarinda izmir, Antalya, Ankara
ve Igel'den toplanan M. persicaepopiilasyonlarinin insektisitlere kars1 dayamklilik
durumlart incelenmistir. Denemelerde kullanilan popiilasyonlar yogun insektisit
uygulamalarinin yapildig1 sebze seralarindan toplanmistir. Daldirma biyoassayi ile
deltamethrin, pirimicarb ve diazinon uygulanarak tiim popiilasyonlann LCS50

degerleri belirlenmistir. Hassas US IL popiilasyonu ile karsilastirilarak bulunan
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dayaniklilik oranlan, deltamethrin icin <1.0-10.8, pirimicarb i¢in 2.4- >600.0 ve
diazinon i¢in <1.0-10.8 arasinda-bulunmustur. Ug Icel popiilasyonundan elde edilen
biyoassay sonuclar1 pirimicarb'a karsi oldukc¢a yiiksek diizeyde dayaniklilik

bulundugunu ortaya koymustur.

Javed vd. (2003) tarafindan Hemiptera takimina ait 4 farkli bocek tiiriintin (M.
persicae, A gossypii, Bemisia tabaci ve Trialourodes
vaporariorum(Hemiptera:Aleyrodidae)) asetilkolinesteraz kodlayan gen sekanslari
cikarilmistir. Bu tiirlerin her birinin insektisitlere direngli popiilasyonlarinda
asetilkolinesteraz hassasiyeti goriilmesine ragmen direngli boceklerin gen
sekanslarinda hi¢cbir mutasyona rastlanmamigstir. Bu nedenle Hemiptera tiirlerinde
ikinci bir alternatif genin karakterize edilmesi gerektigi ve ayni gende insektisitlere
hassasiyetle iliskisi olan mutasyonlarinda beraberinde saptanmasi gerektigi

sonucuna varilmistir.

Andrews vd. (2004),Aphis gossypii'nin Ace 1 geninde iki mutasyon saptamuistir.
Saptanan bu mutasyonlarin organofosfatli ve karbamatli insektisitlere karsi
asetilkolinesteraz hassasiyetiyle iligkili oldugu belirtilmistir. S431F olarak saptanan
ilk mutasyon A. gossypiiklonlarinda karbamatli insektisitlere hassasiyetle iligkili
oldugu belirtilmistir. Ikinci olarak saptanan A302S mutasyonunun organofosfatlilar
ve karbamatlilara genel bir hassasiyetle iliskili oldugu bulunmustur. S431F
mutasyonu daha 6nceden M. persicae’de bulunmustur. Bu ¢alismada RFLP metodu
kullanilarak 45 adet M. persicae ve ii¢ adet A. gossypiiklonlar1 direng bakimindan

taranmaistir.

Toda vd. (2004) tarafindan ise pamuk afidi Aphis gossypii’de bulunan Ace 1 ve Ace
2 olarak bilinen iki asetilkolinesteraz geni tanimlanmis ve karbamat direngli ve
hassas irklar1 karsilastirilmistir. Acel geninde aminoasit sekanslarinda higbir
degisiklik saptanmazken, hassas ve direngli rklardaki Ace2 geninde Ser431Phe ve
Ala302Ser olmak iizere iki aminoasit degisikligi saptanmustir. Ser431Phe yer
degistirmesinin primicarb direncinde, Ala302Ser yer degistirmesinin organofosfat

direncinde rol oynayabilecegi 6ne siirlilmiistiir.



Anstead vd. (2005), piretroidli insektisitlere direngli seftali yaprakbiti M.
persicae’de para-tip Sodyum kanalinda goriilen kdr (L1014F) ve siiper-kdr
(M918T) mutasyonlarinin farkli popiilasyonlarda birbirinden bagimsiz bir sekilde
meydana gelen mutasyonlarla m1 veya bir popiilasyonda ortaya ¢ikip daha sonra
goclerle mi yayildigini arastirmislardir. Bu mutasyon bdlgelerine komsu DNA
parcalarinin sekanslar1 elde etmis ve bu DNA’larin olduk¢a korunmus oldugunu
gozlemlemislerdir. Elde ettikleri sonucglarin (direncin Diinya c¢apinda cok kisa
stirede gelistigi de dikkate alindiginda) kdr ve stiper-kdr 6zelliklerinin birbirinden
bagimsiz bir sekilde bir ¢cok popiilasyonda ortaya ¢iktigini 6ne siiren goriise daha

yakin oldugunu bildirmislerdir.

Cassanelli vd. (2005)’a gore M. persicae’de diinyada yaygin olarak insektisit
kullanim1 sonucu olusan yiiksek seleksiyon baskisindan dolay: bir takim insektisit
diren¢ mekanizmalar1 gelismistir. Cografi dagilima ait bilgiler ve bu direngli
fenotiplerin gecici olarak evrimi zararhilarla uygun miicadele programlarinin
gelistirilmesine yardimci olur. Mevcut olan diren¢ mekanizmalarini molekiiler
diizeyde anlamak knockdown direnci ve modifiye edilmis asetilkolinesteraz
direncinin varligin1 tahmin etmeyi miimkiin kilar. Bu ¢aligmada ise PCR RFLP
teknigi kullanilarak afitlerin hem bireysel hem de popiilasyon diizeyindeki her iki

diren¢ mekanizmalar1 tanimlanmaya calisilmistir.

Velioglu ve Toros (2006) tarafindanM. persicae’nin Izmir, Antalya, Ankara ve
Icel’den toplanan 6 farkli popiilasyonunda insektisitlere direng ile iliskili olan
karboksilesteraz enzimi spektrofotometre ve elektroforez ile incelenmistir. Icel’den
toplanan ve direncli olan 3 popiilasyonun toplam karboksilesteraz aktiviteleri diger
popiilasyonlara gore daha yiiksek bulunmustur. Bu popiilasyonlarin poliakrilamid
jel elektroforez ile incelenen karboksilesteraz E4/FE4 bantlar1 da diger

poplilasyonlara gére daha kalin oldugu gézlemlenmistir.

Criniti vd. (2008), 59 Italyan M. persicaepopiilasyonunda insektisitlere karst
goriilen direncin temellerini molekiiler ve biyokimyasal yontemler kullanarak
incelemislerdir. Piretroidlere direngle iliskili olan kdr genotiplerinin incelenen
popiilasyonlarin %57.7’sinde bulundugunu saptamislardir. Bunlara ilaveten kdr’a

sahip olan popiilasyonlarin %26,5’inde super-kdr ile iligkili olan M918T
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mutasyonunu tespit etmislerdir. Modifiye asetilkolinesteraza (MACE) sahip
popiilasyonlarin ¢ok olmamasina (%27.1) karsin Italya’da her yerde bulunduklarini

belirtmektedirler.

Velioglu  vd.  (2008) tarafindan  Igel’den  toplanan  farkli M.
persicaepopiilasyonlarinda insektisitlere direng ile iliskili olan karboksilesteraz
enzimi mikroplaka okuyucu ve elektroforez kullanilarak incelenmistir.
Popiilasyonlarin toplam karboksilesteraz aktiviteleri, karboksilesteraz E4 bant
kalinliklar1 belirlenmis ve bu degerler igel’den toplanan ii¢ popiilasyonda da yiiksek
bulunmustur. Spektrofotometrik, immunolojik ve elektroforetik yontemlerle
yapilan ayrintili analizler sonucu, Igel popiilasyonlarmin ¢ok yiiksek diizeyde ve
FE4 tipinde karboksilesteraza sahip oldugu saptanmustir. igel popiilasyonlarinda,
asetilkolinesteraz (AChE)’1n duyarsizlagsmasi sonucunda ortaya ¢ikan insektisitlere
diren¢ durumu da arastirllmistir. Tiim popiilasyonlar pirimicarb’a karsi duyarsiz
AChE’a sahip bulunmustur. Bu popiilasyonlarda insektisitlere diren¢ hem
karboksilesteraz aktivitesindeki artis ve hem de AChE’1n duyarsizlagmasi nedeniyle

oldugundan, “coklu diren¢ mekanizmas1” nin oldugunu gézlemlemislerdir.

Eleftherianos vd. (2008) tarafindan yapilan arastirmada, boceklerde sodyum kanali
gen dizilisinin belirlenmesindeki son geligmeler sonucunda, kanal proteininde
piretroidli insektisitlere hedef alan direnci ile iligkili olan birka¢ nokta mutasyonu
belirlenmistir. M. persicae’de sodyum kanalinin domain II bolgesinin (IIS6) altinci
segmentinin ortasinda belirlenen bu mutasyonun [L1014F (leucin-phenylalanine)]

piretroidlilere dirence neden olan ana mekanizma oldugu diistiniilmektedir.

Puinean vd. (2011), amino asidin, nAChR'lere baglanan neonikotinoid
baglanmasimin kilit bir belirleyicisi oldugunu ve bu amino asit degisikliginin
neonikotinoidlere karst hassasiyetin azaldigin1 gostermistir. Bu pozisyondaki
mutasyonun kesfini ve imidakloprid i¢in nAChR'nin azalan afinitesi ile olan iligkisi,
neonikotinoid insektisitlere karsi gelistirilen hedef bolge direncinin ilk 6rnegini

bulmuglardir.

Slater vd. (2012),Fransa ve Ispanya'dan toplanan M.persicaepopiilasyonlarinin

diren¢ durumunu belirlemek ve bu popiilasyonlardaki hedef bélge mutasyonlarinin
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sikligin1 belirlemek icin bir direng izleme projesi yiiriitiilmiistiir. Giiney Fransa'daki
neonikotinoid direncinin yayginhigi ve kuzey Ispanya'daki direng gelistirme
potansiyeli, neonikotinoidlerle se¢cim basincini diisiirmek i¢in farkli etki modlarina
sahip olan bocek oldiiriiciiler kullanilarak koordine edilmis bir yonetim stratejisine

olan ihtiyaci1 vurgulamaktadir.

Panini vd. (2013),2012'de toplanan Italyan popiilasyonlarinda neonikotinoid ve
piretroid direnci ile iligkili ana hedef bdlge mutasyonlarinin  durumunu
aciklamaktadir.Ilk defa, otsu konukgulardan toplanan &rneklerde R81T bulundu.
Birka¢ genotiplenmis popiilasyondaki biyo-tahliller de P450 bazli metabolik
direncin inceltildigini ortaya c¢ikarmistir.Biyolojik testlerden elde edilen yiiksek
hedef bdlge mutasyonlar1 ve verileri, ¢oklu direng mekanizmalarinin varligini
dogrular ve koordineli kontrol stratejilerinin onemini ortaya koyar sonucuna

varmiglardir.

Voudouris vd. (2016),Yunanistan’da yapmis olduklari ¢alismada M918T (siiper kdr
piretroid direnci) ve nAChR R81T (neonicotinoid direnci) mutasyonlarinin tespiti
icin iki yeni RFLP tabanli teshis, tiitiin ve seftaliden multilocus genotiplerinde
(MLG'ler) 131 nikotiyen multivokiiler genotipinde toplanan diger deneylerle
birlikte uygulama yapmisladir.imidaclopridin tamisal bir dozu ile klonlananlarmn
yarist toleranshidir. R81T mutasyonu 131 MLG'de bulunmamis ve 152 klon
incelemiglerdir. M918T, diisiik ila orta frekanslarda bulunmus ve Kdr ve MACE
mekanizmalar1 ve karboksilesteraz bazli direng, tiim yillarda yiiksek siklikta

bulundugu sonucuna varmiglardir.

Voudouris vd. (2017), Orta ve Kuzey Yunanistan'dan toplam 122 yaprak biti
ornegi/ klonu, imidacloprid iceren dozlar1i biyo-tahlillerinde incelemislerdir.
Tiitlinden toplanan oOrneklerde direng diizeyinde (direng faktorii =15-40) 2007
yilinda % 78.7 iken 2015'te% 86.7'ye yiikselmistir. Ancak bu sonugclar,
Yunanistan’daki R81T hedef mutasyonunun2015 ve 2016°da (seftalideki
heterozigotlar% 4.3) bulunmustur. Yunanistan’daki M.persicaepopiilasyonlarinda
imidacloprid'e kars1 diren¢ artmaya devam ediyor ve son zamanlarda R81T direng

mutasyonunun etkisiyle daha da artacagi goriisiinii bildirmislerdir.
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Charaabi vd. (2018), yaptiklari bu ¢aligmada M. persicae'de neonikotinoid
insektisitlere hedef bdlge direnci veren R81T mutasyonunun ilk dnce Fransa'da
tespit edilmis oldugunu ve o zamandan beri Avrupa'nin ¢ofu bdlgesine
yayildigimibelirtmisler. Tunus'ta M.persicae'de de bu direng mekanizmasi igin
arastirma yapmuslar vealti farkli bolgeden M. persicae oldugu goriilen Srnekleri
incelemislerdir. Sonug olarak neonikotinoidlere hedef bdlge direncinin oldugunu

gostermislerdir.

Ulusoy vd. (2018), Cukurova bolgesindeki pamuk alanlardan 2015-2016 toplanan
A. gossypiipopiilasyonlarinda imidacloprid ve thiamethoxam dayaniklilik diizeyi
belirlemek amaciyla biyoassay ve enzim analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda
imidacloprid i¢in 54.6-206.5 (direnglilik faktorii: RF) arasinda, thiamethoxam igin
5.7-65.7 arasinda LD50 dayaniklilik katsayilari bulunmustur. Kiirke¢iiler (RF
206.55) popiilasyonu imidacloprid i¢in, Koérkuyu (RF 65.72) popiilasyonu da
thiamethoxam icin en yiiksek LD50 degerine sahiptir. Her iki insektisit i¢inde en
yiiksek enzim akitviteleri, karboksil esteraz enzimi Koérkuyu popiilasyonunda 17.8
nM/dk/mg protein, glutatyon S-transferaz (GSTs) enzimi Bahge popiilasyonunda
142.3 nM/dk/mg protein ve Korkuyu popiilasyonunda 3.8 nM/dk/mg protein ile en

yiiksek monooksigenaz P450 enzim aktivitesi bulundugunu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini Myzus persicaepopiilasyonlarive popiilasyonlarin
devaminin saglanmasi i¢in gerekli olan konukgu bitki findik turpu (Raphanus

sativus), imidacloprid ve acetamiprid etken maddeli insektisitler olusturmustur.

Bioassay calismalari i¢in plastik kutular, beherler,plastik petriler, ince uglu firga,
pamuk, farkli hacimlere sahip mikropipetler, binokiiler gibi materyaller

kullanilmastir.

Biokimyasal testler i¢in, ¢oklu homojenizer,dikey elektroforez, farkli hacimlere

sahip mikropipetler gibi malzemeler kullanilmstir.

3.1.1. Myzus persicaepopiilasyonlar:

3.1.1.1. Myzus persicaeorneklerinin toplanmasi

Myzus persicae ornekleri Antalya ilinde belirlenen biber iiretim alanlarindan
2018y1l1 iiretim sezonunda toplanmistir(Tablo 3.1). Bu ¢alismalar sirasinda M.
persicae bireyleri bulunan yaprak ornekleri toplanmistir(Sekil 3.1).Yaprak
ornekleri poset icerisine konulup etiketlenmistir. Buz kutusu igerisine yerlestirilen
ornekler Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Tarim Bilimleri ve Teknolojileri
Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimiinde bulunan iklim kabinine getirilmistir. Ayrica
caligmada Ortiialt1 biber iiretim alanlarindan toplanan yaprakbitipopiilasyonlarindaki
insektisit direncinin  belirlenebilmesi amaciyla karsilastirma popiilasyonu
kullanilmistir. Karsilagtirma popiilasyonu Ankara Zirai Miicadele Aragtirma
Enstitiisiinden 2018 yilinda temin edilmistir. Bu popiilasyon 2006 yilinda Hatay ili
biber iiretim alanlarindan toplanarak giiniimiize kadar higbir pestisit uygulamasi

yapilmaksizin yetistirilmektedir.
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Sekil 3.1. Myzus persicae toplanan biber iiretim alanlari

Cizelge 3.1. Myzus persicae popiilasyonlarmin toplanma tarihleri, konukgulart ve
toplanan yerlerin koordinatlari

Toplanma

Popiilasyon Ad1 Tarihi Konukgusu Koordinatlari
K-1 01.05.2018 Biber 36°32'39"N 30°27'41"E
K-2 01.05.2018 Biber 36°28'33"N 30°3525"E
K-3 01.05.2018 Biber 36°31'09"N 30°35'23"E
K-4 01.05.2018 Biber 36°30'83"N 30°34'72"E
E-1 01.05.2018 Biber 36°67'63"N 29°91'43"E
E-2 01.05.2018 Biber 36°63'82"N 29°88"22"E
D-1 01.05.2018 Biber 36°25'59"N 30°02'74"E

3.1.1.2. Myzus persicaepopiilasyonlarimn iiretimi

Laboratuvara getirilen ornekler M. persicae bireyleri kagmasini ve karigmasini
engellemek amaciyla Onceden hazirlanan kutularda bulunan bitki parcalarina
aktarilmigtir. Bu kutular {ist kismima dogru iki yan ylizeyinde (igerisinde bulunan
M. persicae bireylerinin ve bitkinin hava almasin1 saglayacak) dairesel pencere
seklinde acikliklara sahiptir. Bu pencere seklindeki agiklilara yaprakbitlerinin
gecmesini engelleyecek tiiller yapistirilmistir. Kiivet icerisine yerlestirilen bitkinin
canliligii saglamak icin kutularin kiivet igerisindeki suda dik ve dengede durmasi
icin boyutlarina uygun siinger pargalar1 kesilerek yerlestirilmis ve igerisine de iklim
odasinda yetistirdigimiz temiz iki yaprakli birka¢ dal findik turpu bitkisi, dal kismi
stinger igerisinde kalacak sekilde yetistirilerek hazirlanmistir (Sekil 3.2).
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Bu kutularda ¢ogalmasi saglanan yaprakbitleri daha sonra yumusak uclu bir firga
yardimiyla tek tek secilerek i¢i su dolu iizeri tiille kapli kiivette bulunan temiz
findik turpu bitkileri iizerine aktarilmis ve araziden getirilen yaprak 6rneklerinde
bulunan diger zararlilardan ari olarak kitle tiretimi gerceklestirilmistir. Daha sonra
bu bitkiler iizerinde getirilen popiilasyonlarin artmasi beklenmistir (Sekil 3.3).
Yaprak biti popiilasyonlarinin tamami 26+1°C sicaklik, %60-65 nem ve 16:8 saat
(A/K) fotoperiyodik kosullarina sahip iklim kabinlerinde tiretilmistir. Calismalara
baslamadan 6nce yaprakbiti popiilasyonlarmin tamami Dr. Is1l OZDEMIR (Ankara

Merkez Zirai Miicadele Aragtirma Enstitiisii) tarafindan teshis edilmistir.

Sekil 3.3. Myzus persicaepopiilasyonlarimnin tiretimi
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3.1.2 Findik turpu iiretimi

Findik turpu tohumlar1 toprak, kum ve giibre karisimi1 bulunan plastik bardaklara
ekilmistir. Diizenli araliklarla sulama yapilarak bitkiler 26+£1°C sicaklik, %60-65
nem ve 16:8 saat (A/K) fotoperiyodik kosullarma sahip iklim kabinlerinde
yetistirilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Findik turpu yetistirilmesi

3.1.3. insektisitler

Bu calismada Imidacloprid etkili maddesine sahip(neonikotinoid)(Confidor SC
350; Bayer CropScience) kullanilmistir (Sekil 3.5).

Imidacloprid sistemik etkili bir insektisittir. Bekleme siiresi 7 giindiir.
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Sekil 3.5. Imidaclorid’in kimyasal yapis1

Ayrica ¢alismada acetamiprid (neonikotinoid) (Mospilan 20 SP; Sumi Agro) etken

maddeli ticari tiriin kullanilmistir(Sekil 3.6).

Ilag sistemik etkilidir. Ilaglamadan kisa bir siire sonra bitki biinyesine gecer ve

etkisi 14 ile 21 giin siirer.

CHs

= rlq RN“"
— CH5
Cl N

Sekil 3.6. Acetamiprid’in kimyasal yapisi

AN

3.2. Yontem
3.2.1. Bioassay calismalari
Biber iiretim alanlarindan toplanan ve iklim odalarinda kiiltiire alinan M. persicae

popiilasyonlarmin imidacloprid ve acetamiprid etken maddeli iki insekstisite karsi

LCso degerlerinin belirlenmesinde daldirma metodu kullanilmistir.



3.2.1.1. Insektisit konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Daldirma metodu yaprakbitlerinin  insektisitlere dayanikliblk — durumunun
belirlenmesi i¢in, FAO tarafindan standart yontem olarak tavsiye edilmektedir
(Anonim, 1979).Calismada IRAC (Insecticide Resistant Action Commite)
tarafindan M. persicae'de neonikotinoidler i¢in direncin belirlenmesi amaciyla
onerilen 19 no'lu test metodu kullanilmistir. Ayrica deneme sirasinda
yaprakbitlerinin hava ihtiyacin1 karsilayabilmek adina petri kapaklarma delikler
acilmustir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Petri kapagina delik agilmasi

Tim yaprakbiti popiilasyonlarindalLCso ve LCoo degerlerini belirlemek igin on
caligmalarla  yaklasik %90-99  olim  veren doz  saptanmuistir.
Yaprakbitipopiilasyonlarinin  ¢alismada kullanilan insektisitlere kars1 direng
oranlarinin belirlenebilmesi amaciyla 1 kontrol+6 doz kullanilmustir.Insektisitlerin
her dozu 3 tekerriirden olusacak sekilde ve her tekerriirde 25 adet yaprakbiti ergin
disi bireyi kullanilmistir. Daha sonra insektisit dozlar1 %50 seyreltme metodu

kullanilarak hazirlanmaya devam edilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Insektisitkonsantrasyonlarmin hazirlanmasi

3.2.1.2. Agarin hazirlanmasi

Oncelikle %1 oraninda agar tozu distile su ile karistirilarak kaynatilaraksogumaya
birakilmigtir. Agar ortamu 9 cm petri igerisine yaklasik 4mm yiiksekliginde
dokiilerek ortamin donmasi beklenilmistir. Calismada agarli ortam kullanilmasinin
temel amact denemede kullanilan yapragin nem ihtiyacini ortamdan karsilamasini

saglamaktir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Agar hazirlanmast

3.2.1.3. Insektisitlerinuygulanmasi

Temiz findik turpu yapraklart disk yardimiyla 3 cm g¢apinda kesilerek yaprak
diskler olusturulmustur. Yaprak diskler bir pens yardimiyla hazirlanan insektisit
konsantrasyonlarina daldirma metodu kullanilarak 10 sn siireyle daldirilmistir.
Daha sonra yaprak diskler kagit havlu tiizerine almmarak 10 dk.kurumalari
beklenmistir. Kuruyan yaprak diskleri agar ortami bulunan petri igerisine pens
yardimiyla yerlestirilmistir. Her popiilasyon igin yaprakbitinin erginlerinden 25

adet birey binokiiler altinda yaprak disklerin tizerine birakilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10.Myzus persicae aktarimi

Petriler 26+1 °C sicaklik, %60-65 nem ve 16:8 saat (A/K) fotoperiyodik kosullarina
sahip iklim kabinlerine birakilmistir. Olii- canli birey sayimlar1 72. saat sonunda
yapilmistir.  Sayimlarda bireylere bir firca yardimi ile dokunarak kendi vuciit
uzunlugu kadar yiiriiylip yiirliyememesine bakilmistir. Kendi viicut uzunlugu kadar

yiirliyemeyen bireyler 6lii olarak kabul edilmistir.

M. persicaepopiilasyonlarinin 72 saat sonra belirlenen O6lim verilerinden
yararlanilarak POLO bilgisayar paket programinda (LeOra Software, 1994) LCso ve
LCgo degerleri belirlenmistir. Denemede kullanilan biitiin popiilasyonlar i¢in LCso
ve LCgo degerlerinin standart hassas popiilasyona ait LCso ve LCgo degerine
oranlanmast ile her insektisit igin popiilasyonlarin diren¢ oranlart elde

edilmistir(Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Insektisit uygulamasi

3.2.2. Biyokimyasal ¢calismalar

3.2.2.1. Mikroplaka assayi ile toplam karboksilesteraz aktivitesinin

belirlenmesi

Devonshire (1975)’in toplam karboksilesteraz aktivitesini belirlemek i¢in
gelistirdigi yontem, Devonshire ve vd. (1992) tarafindan 96 kuyulu mikroplakaya
adapte edilerek yeniden diizenlenmistir. Cok kanallt mikropipet ile mikroplakanin
her bir kuyusuna 50 puL % 0.1 Triton X-100 (Boehringer Mannheim, especially
purified) iceren 20 mM fosfat buffer (pH:7.0) konulmustir. Denenecek
poplilasyonlara ait ergin yaprakbitleri, her kuyuya birer adet olacak sekilde firga
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yardimiyla aktarilmistir. Coklu homojenizer kullanilarak yaprakbitleri homojenize
edilmis ve dokularin iyice ¢dziinmesi i¢in 15 dakika beklenmistir. 30 mg Fast Blue
RR Salt tartilip 50 mL’ye fosfat buffer (pH: 6.0) ile tamamlanmis ve Whatman 1
nolu filtreden siiziildiikten sonra tizerine 500 L 100 mM 1-naftil asetat ¢Ozeltisi
eklenmistir. Hazirlanan boya-substrat ¢ozeltisinden 200 pL alinarak ¢ok kanalli
mikropipet ile tiim kuyulara konulmustur. Mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga
boyunda 10 saniyelik aralarla, toplam 5 dakika siireyle “kinetik” okuma yapilarak
“optical density” (O. D.) degerleri elde edilmistir.

3.2.2.2. Elektroforez ile karboksilesterazin incelenmesi

Tim popiilasyonlar karboksilesteraz bantlart %7.5’luk poliakrilamid jel (Ornstein
ve Davis, 1964) ve glisin buffer kullanilarak sogutmali dikey elektroforez
sisteminde incelenmistir. Bu amagcla kanatsiz ergin yaprakbitleri tek tek 25 pL
homojenizasyon ¢ozeltisi (0.1 g sakkaroz, 1 ml %1.6 Triton X-100, %0.001
bromocresolpurple) i¢cinde homojenize edilmis ve her bir jel kuyusuna 15’er pL
homojenat yiiklenmistir. 250 voltta, 1.5 saat kosturulan jel, 1 mL 100 mM 1-naftil
asetat iceren 50 mL Fast Blue RR salt ¢ozeltisi [0.1 g Fast Blue RR salt, 50 mL 0.2
M fosfat buffer (pH: 6.0)] i¢ine alinmistir. Yaklasik 15 dakika boyandiktan sonra,
fiksasyon icin jel %7’lik asetik asit i¢ine konulmustur. Goriintiileme cihazi

kullanilarak jelin bir giin sonra fotografi ¢ekilmisir.

Sekil 3.12. Buffer hazirlanmasi, elektroforez
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yapilmis olan bu ¢alisma 2018-2019 yillar1 arasinda Isparta Uygulamali Bilimler
Universitesi Tarim Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimiinde
yuriitilmiistir. Antalya ili biber iretim alanlarindan toplanan, M. persicae
popiilasyonlarmin imidacloprid ve acetamipride karsi direng diizeylerinin, Ankara
Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitlisii’nden getirtilen hassas popiilasyonun
diren¢ diizeyi ile karsilastirilarak popiilasyonlarin direng diizeyleri saptanmustir.

Biyokimyasal ¢aligmalarla da esteraz enzim aktiviteleri incelenmistir.

4.1. Bioassay Sonuglar

Antalya ili biber iiretim alanlarindan 2018 yili iiretim sezonunda toplanan yaprak
biti popiilasyonlar1 ve hassas popiilasyonda imidacloprid ve acetamipridekarsi

berlirlenen direng oranlar1 Cizelge 4.1 ve 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1 incelendigindeKumluca-1, Kumluca-2, Kumluca-3, Kumluca-4,
Elmali-1, Elmali-2 ve Demre popiilasyonlar: i¢inimidaclopride kars1 sirasiyla 6.78,
5.52, 4.23, 6.88, 2.52, 2.26, ve 3.19 kat diren¢ bulunmustur. 1midaclopride kars1 en
yiiksek direng orani 6.88 kat ile Kumluca-4 popiilasyonunda belirlenirken en diisiik

direng orani ise 2.26 kat ile Elmali-2 popiilasyonunda belirlenmistir.
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Cizelge 4.1.Myzus persicae popiilasyonlarinin imidacloprid’e kars1 belirlenen LC50
degerleri ve direng oranlari

Popiilasyon n Egim+se LC,, (mga.i |'1) R
(95% CL)

Kumluca-1 411 1.85+0.13 2.85 6.78
1.55-4.35

Kumluca-2 419 1.79+0.13 2.32 5.52
1.11-3.68

Kumluca-3 369 1.96+0.16 1.78 4.23
0.73-3.04

Kumluca-4 411 1.96+0.13 2.89 6.88
1.70-4.24

Demre 409 1.80+0.13 1.34 3.19
0.52-2.32

Elmali-1 410 1.69+0.24 1.06 2.52
0.24-1.87

Elmali-2 405 1.56+0.23 0.95 2.26
0.22-1.70

Hassas 402 0.95+0.34 0.42 -

0.03-0.96

*: denemede kullanilan birey sayisi
**: direng orani

Calisma sonucunda acetampirid i¢in Kumluca-1, Kumluca-2, Kumluca-3,
Kumluca-4, Elmali-1, Elmali-2 ve Demre popiilasyonlarindadireng oranlari
sirastyla 7.35, 6.80, 7.25, 6.51, 2.78, 2.72, 7.25 kat direng gelisimi belirlenmistir.
Acetamiprid i¢in en yiiksek diren¢ oran1 7.35 kat ile Kumluca-1 popiilasyonunda
belirlenirken en diisiik direng orami ise 2.72 kat ile Elmali-2 popiilasyonunda
belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Myzus persicaepopiilasyonlarinin acetamiprid’e karsi belirlenen LC50
degerleri ve direng oranlari

Ponil - T — =
opulasyon n gim+se LC50 (mga.il) R
(95% CL)
Kumluca-1 418 0.79+0.13 3.13 7.35
1.65-4.86
Kumluca-2 415 0.82+0.13 2.90 6.80
1.54-4.47
Kumluca-3 416 0.74+0.12 3.09 7.25
1.54-4.91
Kumluca-4 413 0.82+0.13 2.77 6.51
1.46-4.29
Demre 414 0.82+0.13 2.85 7.25
1.55-4.35
Elmali-1 413 0.87+0.22 1.18 2.78
0.21-2.41
Elmali-2 413 0.924+0.21 1.15 2.72
0.26-2.25
Hassas 406 1.07+0.29 0.42 -
0.03-1.06

*: denemede kullanilan birey sayisi
**: direng orani

4.2. Biyokimyasal Calismalarin Sonuclari

4.2.1. Mikroplaka assayi ile toplam karboksilesteraz aktivitesinin belirlenmesi

Biber seralarindan toplanan ve hassas M. persicaepopiilasyonlarinda biyokimyasal
testlerle elde edilen karboksilesteraz enzim aktivitesi sonuglar1 Cizelge 4.3’de
verilmistir. En disiik enzim aktivitesi Elmali-2 popiilasyonunda 1.75 mOD min-1
mg-1 protein olarak bulunmustur. Serapopiilasyonlar1 iginde en yiiksek
karboksilesteraz enzim aktivitesi Kumluca-4 popiilasyonunda 2.60 mOD min-1 mg-
1 protein olarak belirlenmistir.  Kumluca ilgesinden toplanan  tiim
yaprakbitipopiilasyonlarinin esteraz enzim seviyeleri hassas popiilasyona ve diger

poptilasyonlara gore daha yiiksek bulunmustur. Ayrica Demre,Elmali-1 ve Elmali-2
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popiilasyonlariin esteraz enzim seviyeleri istatistiksel a¢idan hassas popiilasyonla
benzerlik gostermektedir (P<0.05).

Cizelge 4.3. Hassas ve biber seralarindan toplanan Myzus persicae
poplilasyonlarinin esteraz enzim aktiviteleri

Popiilasyon n* Spesifik aktivite R/S**
mOD min? mg*
protein
Esteraz
Hassas 4 1.80 b***
Kumluca-1 4 2.35a 1.30
Kumluca-2 4 2.38a 1.32
Kumluca-3 4 201a 1.11
Kumluca-4 4 2.60a 1.44
Demre 4 1.85h 1.02
Elmali-1 4 1.95b 1.08
Elmali-2 4 1.75b 0.97

* Tekerriir say1s1
** Denenen popiilasyonun enzim aktivitesi/ hassas popiilasyonun enzim aktivitesi
***Aym harfler istatistiksel olarak ayni grubu gostermektedir (P<0.05)

4.2.2. Jel Elektroforez (PAGE) sonuglar:

Direng ¢alismalarini destekleyici nitelikte olarak jel elektroforez yontemi de
kullanilmaktadir. Bu amagla arazi popiilasyonlarinda ve hassas popiilasyonda
insektisit direnciyle iligkili oldugu disiiniilen karboksilesteraz enziminin
Poliakrilamid Jel Elektroforez (PAGE) yontemi ile incelendigi jel sonuglart Sekil

4.1’de verilmistir.
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Sekil 4.1. Esteraz jel goriintiisii

Sekil 4.1°de bulunan esteraz enzim bantlar1 incelendiginde Ortiialti biber {iretim
alanlarindan toplanan tiim Yyaprakbitipopiilasyonlarinda belirlenen esteraz
bantlarinin  yogunluklarimin hassas poplilasyona goére daha fazla oldugu

goriilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Myzus persicae'nin seralarda yil boyu zarar yaptigi ve her gruptan insektisit baskisi
altinda kaldig1 bir gergektir. "Insecticide Resistance Action Committee" (IRAC)
olarak adlandirilan komite, yapilan siirvey ve arastirma sonuglarma gore, tiim
diinyadaki insektisit ve akarisitlere dayaniklilik durumunu incelemistir. Buna gore,
M. persicae seftalilerde organikfosforlu ve karbamatlh insektisitlere dayaniklilik

kazanmis durumdadir (Tomlin, 1997).

Biyoassay yontemlerle yapilan arastirmalar sonucunda, M. persicae’nin
insektisitlere dayaniklilik kazandigi 1970'i yillarin basindan beri bilinmektedir. Bu
durum, 1970'lerin sonlarinda ve 1980'lerin baslarinda duyarl yaprakbitlerinin daha
seyrek goriiliir hale gelmesiyle savasimda artan problemlere neden olmustur

(Moores vd., 1995).

Calismada ilk olarak, Antalya ilinde biber tiretiminin yapildig1 bolgeler arastirilarak
yogun lretim yapilan 3 ilge belirlenmistir. Yapilan incelemeler sonucu 7 farkh
tretim alanindan 7 yaprakbitipopiilasyonutoplanilarak laboratuvar kosullarinda
kiiltiire alinmigtir. Her bir popiilasyonun acetamiprid ve imidacloprid direnci igin
LC degerleri bioassay testler ile saptanmistir. Bioassay testlerde elde edilen
sonuclarin biyokimyasal testlerle desteklenmesi amaclanmistir. Bioassay testlerde
daldirma metodu kullanilarak Antalya ili biber liretim alanlarindan toplanan M.
persicaepopiilasyonlarinda hassas popiilasyona oranla imidacloprid etken maddesi
icin 2.26-6.88 kat arasinda degisen oranlarda, acetamiprid etken maddesi igin 2.72

— 7.35 kat direng tespit edilmistir.

Karboksilesteraz aktivitesi sonucu insektisitler sinir sistemindeki hedefe ulasmadan
once zehirliligi giderilmekte ve bu nedenle bocek normal biyolojik fonksiyonuna
devam etmektedir. M. persicae’de karboksilesteraz aktivitesindeki artisa bagl
olarak diren¢ de artmaktadir. Popiilasyonda direng artisi ile karboksilesteraz enzim
miktar1 arasinda bir hipotez bulunmaktadir (Devonshire, 1977). Bu hipotezde,
“varolan enzimin ayni miktarda, daha etkin olma” goriisiiniin aksine “direngli
popiilasyonlarda hassas popiilasyonlara gore daha fazla miktarda enzimin

bulundugu” o6ne siirilmektedir. M. persicae’de karboksilesterazin direngten
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sorumlu oldugu kesin olarak anlasildiktan sonra, bunun yaprakbiti bireylerinden
belirlenebilmesi énem kazanmistir. Ciinkii duyarli ve ¢ok direncli yaprakbitleri,
toplam karboksilesteraz aktivitesi ile birbirlerinden ayrilabilmektedirler (Velioglu

ve Toros, 2006).

Biyokimyasal testlerde ise karboksilesteraz ve esteraz enziminin jel goriintiisii
incelenerek bu enzimlerin imidacloprid ve acetamiprid direngleriyle olan iliskileri
arastirilmistir. Arazi popiilasyonlarinin karboksilesteraz enzim aktiviteleri hassas
popiilasyona oranla 0.97-1.44 kat arasinda degisen oranlarda bulunmustur. Jel
sonuglarinda, arazi popiilasyonlarinin jel yogunluklarininhassas popiilasyonun jel

yogunlugundan daha fazla oldugu gorilmiistiir.

Myzus persicae diinyada ve tilkemizde birgok iiriinde 6nemli ekonomik kayiplara
yol agmaktadir. Zararlinin miicadelesinde ise insektisitler tercih edilmektedir.
Uygun biyolojisi sebebiyle zararli birka¢ insektisit uygulamasindan sonra direng
gelistirebilmektedir.  Diinya  literatlirinde ~ zararlmin  insektisit  direng
mekanizmalarinin  arastirildigt  calismalar daha yaygin bulunmakta, ancak

iilkemizde bu konu ile ilgili literatiir sinirh kalmaktadir.

Nauen vd. (1998), M. persicae ve A. gossypii’de kullanilan imidacloprid etken
maddesi icin yapilan denemelerde LC50 degerlerini sirasiyla 0.0044 ve 0.0068
mg/L olarak bulmuslardir.

Velioglu ve Toros (2006), yaptiklari calismada topladiklart popiilasyonlara karsi
kullanilan insektisitlerin yaprak biti viicudundaki hedef alinmig olan sinir sistemine
ulasmadan once karboksilesteraz enzimi tarafindan biiylik oranda detoksifikasyona
ugradigr anlagilmaktadir. Kullanilan bu insektisitler yaprakbitlerine biiyiik ol¢iide

etkisiz olmaktadir.

Puinean vd. (2011), istikrarli bir sekilde artan 20 yillik kullanima ragmen
neonikotinoidlerin direng¢ gelisimine karsi olduk¢a direngli olduklarin1 ve M.
persicae'ye karsi oldukga etkili olduklarmi kanitlamiglardir. Avrupa, ABD ve
Japonya'da neonikotinoid bilesiklerine (10-40 kat direng) duyarliligi azalmig M.

persicae ornekleri bulunmustur.
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Little vd. (2017), sebzelerden topladiklar1 11 adet M. persicaepopiilasyonlarinda
imidaclopride karsi 1-24.7 kat arasinda degisen oranlarda imidacloprid direnci

belirlemislerdir.

Ulusoy vd. (2018), Cukurova Bolgesi'nde pamukta A. gossypii 'ye imidacloprid
dayaniklilik diizeyini belirlemek amaciyla yapilan biyoassay denemeler sonucunda

0.062-54 kat arasinda direng oranlari tespit etmislerdir.

Literatiirdende goriildiigii izere zararlilarda neonikotinoid insektisitlere karsi direng
gelisimi  s6z konusudur. Bizim c¢alismamizda da benzer sekilde M.
persicaepopiilasyonlarinda orta diizeyde imidacloprid ve acetamiprid direng
gelisimi  belirlenmistir.  Calismamizda uzun yillar boyunca yaprakbiti
miicadelesinde kullanilan imidacloprid ve acetamipride karsi orta diizeyde direng
gelismistir. Bu sonu¢ M. persicae'de neonikotinoid direncinin gelisiminin yavas

oldugunu gostermektedir.

Imidacloprid etken maddesi piyasaya siiriildiigii 1991 yilindan beri zararlilarla
miicadelede yogun olarak kullanilmaktadir. Bunun en énemli sebeplerinden birisi,
zararlilarin daha 6nceki etken maddelere kars1 direng gelistirmis olmasi, dolayisiyla
piyasaya siiriilen bu yeni nesil insektisitin buna hizli ve ucuz bir ¢éziim getirmesi
diisiincesidir. Acetamiprid, kloropiridinil neonikotinoidlere ait bir insektisittir ve bu
insektisit ailesi 1990'larin baslarinda ortaya ¢ikarilmistir. Imidacloprid etken
maddesinin Ocak-2019 yilinda bal arilarina yan etkilerinden dolay: agik alanlarda
kullanim1 yasaklanmistir. Ancak ortiialt1 liretim alanlarinda kullanimi halen devam
etmekte olup karar 2019 yili sonunda tekrar degerlendirilecektir. Bu nedenle her iki
etken madde i¢inde Ozellikle Ortiialt1 biber iiretim alanlarinda seleksiyon baskisi
devam ettikge direncin daha yiiksek seviyelere ulasacagi disiiniilmektedir. Bu
sebeple bu alanlarda farkli etki mekanizmasina sahip olan etken maddelerle

neonikotinoid grubu insektisitlerin doniisiimlii olarak kullanilmasi gerekmektedir.

Stirdiiriilebilir  tarim  ve  entegrezararli miicadele  stratejisi  gdzoniinde
bulunduruldugunda bdceklerde insektisit direncinin gelismesini nleyen tedbirlerin

alimmasinin, insektisit direncinin izlenmesinin ve bu metotlarin gelistirilmesinin
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onemi artmaktadir. Yogun insektisit kullanimi geri doniisii zor olan problemlere yol
actig1 icin alternatif miicadele yontemleri 6zendirilmeli ve entegre miicadele
programlarina gereken dnem verilmelidir. Direng gelisiminde biyolojik, genetik ve
islevsel faktorler rol oynamaktadir. Bunlardan insan faaliyetleri etkisiyle olusan
islevsel faktorlere insektisit kullanimi kaynakli direng olusumu 6rnek verilebilir. Bu
sebeple zararlinin ekolojisi, biyolojisi ve zarar yapma esigi incelenerek gerektiginde
insektisit uygulamasi yapilmalidir. Direng yonetim programlari igerisinde ayni etki
mekanizmasina sahip insektisitlerin ardi ardina kullanilmamasi, farkli etki
mekanizmasina sahip insektisitlerin doniigiimlii olarak kullanilmasi1 temel 6nlemler

olarak siralanabilir.

Bu sonuglara gore Antalya ili biber iiretim alanlarindan toplanan M. persicae
poplilasyonarinda esteraz enzim aktivitesinin imidacloprid ve acetamprid direnci ile
baglantili  olabilecegi  disiiniilmektedir. M.  persicaepopiilasyonlarinda
imidaclopride ve acetamipride kars1 yiikksek diren¢ olusmamasinin sebepleri olarak
bu zararliya kars1 biber seralarinda donem doénem organik fosforlu ve karbamatl
grubuna ait insektisitlerin kullanilmasinin  oldugu disiiniilmektedir. Etki
mekanizmasi farkli olan insektisitlerin kullanilmasi zararlilarda direng gelisimini
yavaglatan 6nemli hususlardan birisidir. Ancak M. persicae’de gelecek yillarda
yapilacak caligmalarda bu konu ile baglantili olarak ¢oklu direng, biyokimyasal ve
molekiiler ¢alismalarin yapilmas1 gerektigi diisiiniilmektedir. Ulkemizde M.
persicae nin insektisit direncini belirlemek adina yapilmis olan ¢alismalar
literatiirde ¢ok az sayida ve giincel degildir. Bununla birlikte Antalya bolgesi
oOrtiialt1 biber {iretim alanlarinda M. persicae'de imidacloprid ve acatamiprid
direncini belirlemek adina yapilan ilk caligmadir. Bu ¢aligmanin ilerleyen yillarda

yapilacak olan calismalar agisindan 6nemli bir zemin olusturag: diistiniilmektedir.
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