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Bu ¢alismada Panonychus ulmi (Koch)’nin milbemectin’e karsi olusturdugu direng gelisimi, direng
kaliimi1 ve biyokimyasal diren¢ mekanizmasi incelenmistir. Bu amagla hassas popiilasyon HS de
milbemectin ilact ile seleksiyon yapilmistir. Calismada ilaglama kulesi-yaprak disk yontemi
kullanilmustir. Oncelikli olarak HS popiilasyonunda milbemectin LCsove LC7o degerleri belirlenmistir.
[lk seleksiyon dozu olarak LCzdozu kullanilmis, sonraki seleksiyon dozlari ise her seferinde 1.5 kat
artirarak uygulanmistir. Besinci seleksiyon sonunda, direngli popiilasyonda diren¢ kalitim ¢aligmalari
ve biyokimyasal ¢aligmalar yapilmustir.

Panonychus ulmi hassas popiilasyonunda milbemectin LCsp ve LC70 dozlar1 sirasiyla 0.117 ve 0.264 pl/
100 ml su olarak bulunmustur. HS popiilasyonun 5 seleksiyon sonunda LCso degeri 0.870 pl/ 100 ml
suya ve direng oranida 7.43 kata artmistir. Direng kalitim ¢alismalarinda, M5 & X GSS @ resiprokal
caprazlamasindan elde edilen F1 disilerinde, D = 0.56; GSS X M5 @ resiprokal ¢aprazlamasindan
elde edilen F1 disilerinde ise, D = 0.06 olarak bulunmustur. Biyokimyasal ¢alismalarda ise esteraz,
Glutathion S-Transferaz (GST) enzimi ve Cytochrome P450 (P450) enzimleri sirasiyla a-naftyl asetat,
1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) ve 7-ethoxycoumarin (7-EC) substratlar1 ile belirlenmistir.
Seleksiyon popiilasyonunda (M5) esteraz, GST ve P450 enzimleri sirasiyla baslangi¢ popiilasyona
gore 1.67, 0.57 ve 2.09 kat artmustr.

Anahtar kelimeler: Panonychus ulmi, milbemectin, direng, ezteraz, GST, P450

Determination of Resistance, Inheritance and Some Detoxification Enzymes in
Panonychus ulmi (Koch) (Acari: Tetranychidae) Population Selected with
Milbemectin

In this study, development of resistance, resistance inheritance and biochemical resistance mechanism
of milbemectin in Panonychus ulmi (Koch) have been investigated. For this purpose, the susceptible
population HS was also selected with milbemectin. LCso ana LC7 values of milbemectin in the HS
population were determined primarily. As the first selection dose LCyo value was used. Subsequent
selection doses have been increased 1.5-fold each time. At the end of the fifth selection, resistance
inheritance studies and biochemical studies were carried out in resistant populations.

In the susceptible Panonychus ulmi population, LCso ana LC70 doses of milbemectin were found as
0.117 and 0.264 pl / 100 ml water, respectively. At the result of 5 selection in HS populations, the
LCso value increased to 0.870 pl / 100 ml water and the resistance rate increased to 7.43-fold. In
resistance inheritance studies, in F1 females obtained from M5 & X GSS @ and GSS 4X M5 @
reciprocal crossing that was found as D = 0.56, D = 0.06, respectively. In biochemical studies,
enzymes of esterase, glutathione S-transferase (GST) and Cytochrome P450 (P450) were identified by
a-naphthyl acetate, 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) and 7-ethoxycoumarin (7-EC) substrates. In
the selection population (M5), esterase, GST and P450 enzymes increased by 1.67, 0.57 and 2.09-
fold, respectively, when compared to the parental population.

Keywords: Panonychus ulmi, milbemectin, resistance, ezterase, GST, P450
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Giris

Kirmizidriimcekler  elma  iiretiminde
onemli derecede kayiplara neden olan
zararlilardandir. ~ Bunlardan  biri  olan
Panonychus ulmi Koch (Acari:
Tetranychidae), Rosacae familyasina ait
elma, armut, erik, seftali gibi ekonomik
degeri yiiksek olan meyve agaclarinda
ekonomik kayplara neden olmaktadir (Croft,
1975). P. ulmi diger kirmizidriimeekler gibi
yapraklar tizerinde styletleri ile sokup emme
suretiyle yaprak dokusunda bronzlagmalara,
solmalara (Kramer and Nauen, 2011) ve
bitkinin fotosentez yapabilmesi i¢in gerekli
yaprak alanin azalmasina neden olmaktadir
(Van Leeuwen et al., 2005).

Giliniimiizde iireticiler zararhlarla
savasimda uygulamasinin kolay olmasi ve
kisa siirede etki gostermesinden dolayi
genellikle  kimyasal  savasimi  tercih
etmektedirler. Kimyasal savagimin en
onemli olumsuz yonlerinden biri de zararh
popiilasyonlarinin kullanilan ilaglara direng
gelistirmesidir. Kirmizidriimceklerin yiiksek
ireme yetenekleri, kisa hayat dongiileri ve
aynt grup akarisitlerin sik kullanilmalar
sonucu akarisitlere kisa siirede direng
gelistirebilmektedirler (Van Leeuwen et al.,
2005). Direng, tarla kosullarinda ayn1 ilacin
uygulama dozunun seleksiyon baskisina
maruz kalan popiilasyonunun ayni dozda
canli kalma yetenegini gelistirmesi ya da
popiillasyonda meydana gelen genetik
degisim olarak tanimlanmaktadir (Brown,
1958).

Popiilasyonlarda direng gelistikten sonra
direnci kirmak, geriye dondiirmek zordur ve
geriye donlisimii zaman alacaktir. Bu
nedenle, zararlilarda savasimda direng
gelismeden  Once  direng  gelisimini
engellemek  veya  geciktirmek  daha
onemlidir. Bunun igin, oncelikle zararlilarin
diren¢  mekanizmalari, ilaglarin  etki
yollarinin ve uygulama faktorleri tespit
edilmelidir (Ay ve ark., 2013). Boceklerde
diren¢ mekanizmasin1 etkileyen birgok
faktor bulunmaktadir. Kirmizidriimceklerde
de Dboceklerde oldugu gibi esteraz,
monooksigenaz ve glutatyon S-transferaz
gibi enzimlerin detoksifikasyonu sonucunda
metabolik direng gelismektedir
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(Tsagkarakou et al., 1999; Ay ve Yorulmaz,
2009).

Elma bahgelerinde Elma ickurdundan
sonra en fazla savasim yapilan zararhlar
arasinda kirmizidriimcekler yer almaktadir.
Milbemectin, P. ulmi ile savagimda yeni
ruhsat almig bir akarisittir ve direng
mekanizmasi bilinmemektedir. Zararlilarla
savagimda direng kalitim tipinin ve direng

mekanizmasinin bilinmesi kimyasal
savasimda bu  problemlerin  ortadan
kalkmasim1  ve ilaglama  maliyetinin

diismesine olanak saglayacaktir. Bu bilgiler
dikkate alindiginda zararhlarla kimyasal
savasim da pestisitlere diren¢ gelisiminin
geciktirilmesi, engellenmesi hatta direng
problemlerinin ortadan kaldirarak {iretim
maliyetinin minimum seviyeye indirgenmesi
ancak diren¢ mekanizmasinin bilinmesi ile
saglanacagindan bu c¢alismada milbemectin

ile  seleksiyon  yapilmis  P.  ulmi
popiilasyonlarinin direng, direng¢ kalitimi ve
detoksifikasyon enzimleri lizerine
aragtirmalar yapilmustir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Panonychus ulmi popiilasyonunun orijini ve
yetistirilmesi

Denemelerde, 1990 yilindan bu yana
ilagsiz ortamda yetistirilen P. ulmi’ nin
hassas popiilasyonu Bayer CropScience
(Almanya) firmasindan 2011  yilinda
saglanmigtir. Panonychus ulmi
popiilasyonlar1  i¢ci su dolu kiivetler
icerisindeki elma  (Malus  domestica
Brockhausen) ve erik (Prunus domestica
Angeleno) fidanlarinda yetistirilmis ve halen
tretimi devam ettirilmektedir. P. ulmi
popiilasyonlarinin yetistirildigi
iklimlendirme odasit 26 + 1°C sicaklik,
%60+5 nem ve 16:8 A/K fotoperiyot
kosullarina ayarlanmistir.

Insektisit

Bu ¢alismada milbemectin (9.3 g/l) etkili
maddeye sahip milbeknock EC
kullanilmustir. Milbemectin,
macrocycliclactone ailesinin  milbemisin
grubu i¢inde yer alan bir akarisittir.

Milbemisinler, Streptomyces hygroscopicus
(Jensen) (Actinomycetales:



Streptomycetaceae bakterisinin bir
fermantasyon Tirliniidiir ve GABA-kapil1 ve
glutamat-kapili klorid kanallarina etki eder
(inak ve Cobanoglu., 2016). Milbemectin
akar ve akar yumurtalarina kars1 akarisidal,
Caenorhabditis elegans’ a kars1 nematosidal
etkinlige sahip milbemisin A3 (%30) ve
milbemisin A4 (%70) karigimi bir ilagtir
(Anonim, 2013).

Yontem
Biyoassay ¢alismalari

Biyoassay ¢alismalrinda Ay ve Yorulmaz
(2010)'in uyguladiklart metot uyarlanarak
kullanilmistir.  P.  ulmi'nin - milbemectin'e
karsi LCsop Ve LCgo degerlerini belirlemek
icin  Oncelikle deneme ilacinin  On
calismalarla yaklasik % 90-99 6lim veren
dozlar saptanmistir. Belirlenen bu doz her
seferinde 1/2 oraninda seyreltilerek en az 6
doz elde edilmistirr LC degerlerinin
belirlendigi  calismalarda bu  dozlarin
popiilasyonlarda yaklasik % 10 ve % 95-99
6lim veren dozlar arasinda dagilim
gostermesine 6zen gosterilmistir. Denemeler
her bir dozda ve kontrol (saf su
uygulanan)’de 3’er tekerriir olacak sekilde
kurulmustur.

Bunun i¢in tabani islatilmis pamukla
kapli 9 cm c¢apindaki petriler {izerinde
hazirlanan yaprak iizerine yaklasik 25 adet
P. ulmi ergin disileri binokiiler altinda bir
firga yardimi ile aktarilmigtir. Bu petriler
hazirlanan milbemectin konsantrasyonlari ile
ilaglama kulesinde 1 bar basing da
ilaclanmistir. Her petriye 2 ml ilag
plskiirtiilmiistiir. Kontrole sadece saf su
uygulanmigtir. Petriler yaklasitk 30 dk.
havalandirilarak, 26 + 1 °C sicaklik, %60-65
nem ve 16:8 fotoperiyodik kosullarina sahip
iklim kabinlerin aktarilmistir. Olii canli
degerlendirmesi 72 saat sonra yapilmistir. P.
ulmi  popiilasyonlarmin 72 saat sonra
belirlenen 6liim verilerinden yararlanilarak
POLO bilgisayar paket programinda (LeOra
Software, 1994) LCso ve LCg degerleri
belirlenmistir. Direng gelistiren seleksiyon
popiilasyonlarinin LCsy degerlerinin hassas
popiilasyona ait (baslangi¢ popiilasyonu)

LCso degerine oranlanmasi ile akarisit icin
popiilasyonlarin ~ diren¢  oranlar1  elde
edilmistir.
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Seleksiyon ¢alismalart

Hassas P. ulmi popiilasyonun LC
degerleri belirlendikten sonra LC7 degerleri
ilaclarin uygulanmasi béliimiinde anlatilan
metoda gore yaklasik 40 petride 1slak pamuk
iizerindeki yaprak {izerine aktarilan ergin
bireye uygulanmistir. Uygulama yapilan her
bir petriye de yaklasik 40-50 ergin disi birey
olmasina 6zen gosterilmistir. Uygulamadan
72 saat sonra canli kalan bireyler uygulama
yapilmamig erik yapraklarina aktarilmigtir
ve iiremeye birakilmistir. Bu islem birkac
defa tekrarlanarak popiilasyonun hizli bir
sekilde artmasi saglanmistir (Ay Ve
Yorulmaz, 2010). Popiilasyon yeterli birey
sayisina ulaginca hassas popiilasyonun LCro
degeri 1.5 kat artrilarak yeni seleksiyon dozu
olarak belirlenmistir. Her seleksiyonda bir
onceki seleksiyon dozu 1.5 kat arttirilarak
uygulanarak seleksiyona devam edilmistir.

Biyokimyasal Calismalar

Microplate assay ile toplam esteraz,
glutathion S-transferaz (GST) ve
monoksigenaz (P450) enzim aktiviteleri
belirlenmistir.

Microplate assay ile toplam esteraz enzimi

aktivitesinin incelenmesi: Kinetik esteraz
aktivitesinin belirlenmesinde o —
naphtylacetate  kullanilarak 96  hiicreli

diiztabanli mikroplakada Stumpf and Nauen,
(2002)’in gelistirdikleri yontem
kullanilmigtir. 20 adet ergin disi %0.1 Triton
X-100 igeren 100 pl sodyum fosfat buffer
(0.1M, pH 7.5) iginde eppendorf tiiplerde
ezilmigtir. Bu homojenat 10000 g ve +4 °C’
da 5 dakika santrifiij edildikten sonra 10 kez

seyreltilerek supernatant enzim kaynagi
olarak kullanilmistir. Supernatant ve 0.2 M
fosfat buffer (pH:6)’ dan 25° er ul
mikroplakanin  hiicrelerine  konulmustur.
Calisma 200 pl substrat soliisyonunun
eklenmesiyle baslatilmistir. Substrat

sollisyonu 30 mg Fastblue RR tuzunun 50
ml 02 M sodyum fosfat buffer’ da
¢oziilmesi ve bu karisima 500 pl 100 Mm o
— naphtylacetate’1n ilavesiyle elde edilmistir.
Enzim aktivitesi 25 °C ve 450 nm’ de 10

dakika  siireyle okunmustur.  Kontrol
hiicreleri ise homojenatsiz ~ olarak
okunmustur.



Microplate Assay ile Glutathion S-
Transferaz  (GST) enzimi  aktivitesinin
incelenmesi: Panonychus ulmi

popiilasyonlarinda GST enziminin kinetik
olarak belirlenmesinde Stumpf and Nauen,
2002y in gelistirdikleri yontem
kullanilmistir. 30 ergin disi 300 pl Tris HCL
buffer (0.05M, pH7.5) icinde eppendorf
tiiplerde ezilmistir. 100 pl supernatant 10000
g ve +4 °C’ da 5 dakika santrifiij edilmistir.
100 pl supernatant, 100 pl 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB) ve 100 pl reduced
glutathione (GSH) olusan toplam hacim
mikroplate hiicrelerine konulmustur. CDNB
% 0.1 (v/v) ethanolde hazirlanmig ve final
konsantrasyonda 0.4 mM CDNB ve redused
glutation (GSH) Tris HCL buffer de
hazirlanmig ve final konsantrasyonda 4 mM
GSH  olmasi  saglanmistir.  Kontrol
hiicrelerinde ise sadece CDNB ve GSH
homojenatsiz okunmustur. Absorvanstaki
degisim 340 nm de 25 °C de 5 dk’ da
okunarak belirlenmistir.

Sitokrom  (P450) enzimi  aktivitesinin
incelenmesi: P450 enziminin florimetrik
belirlemesinde Rauch and Nauen (2002)'in
uygulamis  oldugu metot uyarlanarak
kullanilmustir. P. w/minin 100 adet disisi,
200 pl sodyum fosfat buffer (0.1 M, PH:7.6)
icerisinde  homojenize  edilmistir. Bu
homojenattan 50 pl almarak mikroplaka
hiicresine koyulmus ve iizerine 40 pl

sodyum  fosfat  buffer  eklenmistir.
Sonrasinda her bir hiicreye 2 pl 7-
ethoxycoumarin (7-EC) ve 10 pl sulu

NADPH eklenerek, final konsantrasyonda
04 mM 7-EC ve 1 mM NADP olmasi
saglanmigtir. Daha sonra bu karigim 30 °C’
de 30 dakika 44 g de calkalanarak inkiibe
edilmis ve ardindan karisimdan NADPH
uzaklastirilmistir. Bu amagla 10 pul
glutathion oksidaz (100 mM su igerisinde)
ve 13 pl glutathion rediktaz (1.3 U)
eklenmistir.  Oda sicakliginda 10 dakika
bekletildikten sonra bu reaksiyon % 50°lik
125 ul asetonitril [Trizma-base buffer (0.05
M PH:10) icerisinde] kullanilarak
durdurulmustur. Florimetre’de enzim
okumasi 390 nm ve 465 nm boyunda
gerceklestirilmigtir.  P450 okumalann 4
tekerriirlii olarak uygulanmistir. Kontrole ise
homojenat konmadan okunmustur.
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Enzim  aktiviteleri ~ Bradford  (1976)
yontemiyle BSA (bovine serum albumin)
kullanilarak mOD/min/mg protein veya
RFU/30min/mg protein olarak
hesaplanmustir. Elde edilen mOD/min/mg
protein veya RFU/30min/mg protein
degerleri SAS, (1999) programinda GLM
(General  Linear  Model)  prosediiri
kullanilarak analiz edilmistir. Ortalamalar
arasindaki fark T testi ile belirlenmistir.

Direnc kalitim calismalar

Direncin dollere aktarimin1 ve geriye
doniigiimiinii  belirlemek i¢in direngli ve
hassas popiilasyonlar arasinda resiprokal
caprazlamalar yapilmistir. Calisma igin
oncelikle hassas ve direngli popiilasyonlarin
pestisitlere karsi duyarliliklar1 belirlenmistir.
Daha sonra 9 cm c¢apindaki petrilerin
tabanina pamuk konulmus ve islatilmistir.
Taban1 pamukla kapli petrilere temiz erik
yapragl alt yiizeyi yukar1 gelecek sekilde
konulmustur. Direngli popiilasyonda
resiprokal caprazlamalar i¢in 20 adet petri
hazirlanmigtir. Her bir petrideki yapragin
iizerine direngli popiilasyondan 20 adet
deutonimf  disi  birey ve  hassas
popiilasyondan 30 adet ergin erkek birey
aktarilmigtir. Ayrica direngli popiilasyondan
erkek birey ve hassas popiilasyondan disi

birey aktarilarak isglemin tam tersi
yapilmistir. Bu siiregte diploid disiler
haploiderkekler  tarafindan  dollenmesi
saglanmigtir. 5 glin  sonra yapraklar

izerindeki ergin bireyler uzaklagtirilmig ve
disi bireylerin birakmis olduklar1 yumurtalar
acildiktan sonra yeni nimfler saksilardaki
erik bitkileri tlzerine aktarilmistir. Bu
sekilde F1 dolleri elde edilmistir. Bireyler
ergin oldugunda LCso degerleri belirlenmis
ve hassas popiilasyonun LCso degeri ile
karsilagtillmistir  (Van Leeuwen et al.,
2004). Her iki caprazlamadan sonra F1
disilerinde direncin kaliimi; D= (2X2-X;-
Xs) [ (X1-X3) formiilii ile hesaplanmistir
(Sato et al., 2004). Xi= Direngli 1rkin LCsp
degerinin logio’ u, X>= F1 disilerinin LCsg
degerinin logi” u, Xs= Hassas 1rkin LCsp

degerinin logie® wu, ifade etmektedir.
Dominantlik derecesi -1 ile +1 arasinda
degismektedir. -1<D>0: eksik ¢ekinik

karakter, 0: Baskinlik yok (nétr), 0<D>+1:
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eksik  dominant  karakter = anlamima direng gelisimi ve direng mekanizmasi

gelmektedir. belirlenmistir. Elde edilen popiilasyon
bireyleri M5 olarak adlandirilmistir. Hassas
Bulgular HS popiilasyonundan elde edilen LCz dozu
ilk seleksiyon dozu olarak kullanilmis ve
Bioassay ve Seleksiyon sonug¢lart daha sonraki seleksiyonlarda bu doz her

Panonychus ulmi hassas popiilasyonu seferinde 1.5 kat artirilarak seleksiyon dozu
milbemectin ile 5 kez seleksiyon yapilarak olarak kullamilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Hassas Panonychus ulmi popiilasyonuna uygulanan seleksiyon dozlari
Table 1. Selection doses applied to susceptible Panonychus ulmi population

Popiilasyon Dozlar (ul/ 100 ml su)
Population Dose (ul/ 100 ml water)
Hassas popiilasyonu_( LCrodegeri) 0.264
Susceptible population (LCyo value) '
1. seleksiyon 1% selection 0.264
2. seleksiyon 2" selection 0.264x1.5=0.396
3. seleksiyon 3" selection 0.396X1.5=0.594
4. seleksiyon 4™ selection 0.594X1.5=0.891
5. seleksiyon 5" selection 0.891X1.5=1.336

Hassas ppoptilasyondan 5. seleksiyon 100 ml su’dan 3.888 ul/ 100 ml su’ya
sonucunda direngli popiilasyon (M5) elde artmistir  (Cizelge 2). Hassas HS
edilmigitir. P. ulmi hassas poptilasyonu LCsq  popiilasyonu ile direngli M5 popiilasyonu
degeri 0.117 mg ul/ 100ml su’dan, 5. karsilastirildiginda, M5 popiilasyonu
seleksiyon sonucunda 0.870 pul/ 100 ml milbemectine karsi LCso degerine gore7.43
su’ye ylikselmistir. LCqo degeri ise 0.851 ul/  kat direng gelistirdigi belirlenmistir (Cizelge

2).

Cizelge 2. Hassas ve direngli Panonychus ulmi popiilasyonlarinin milbemectin'e karsi
gostermis olduklari LCsp g0 degerleri ve direng oranlart

Table 2. LCsog90 values and resistance rates of susceptible and resistant Panonychus ulmi
populations against milbemectin

LCso (uL/ 100 misu)  LCgo (uL/ 100 mlsu)

Popiilasyon - Egim+se 0.95 giiven aralig1 0.95 giiven aralig1 RR**  RR***
Population Slope=+se LCso (uL/ 100 ml LCso (uL/ 100 ml (LCs)  (LCoo)
water) 0.95 water) 0.95 %0 %
confidence interval confidence interval
0.117 0.851
HS 505 14902026 455 0 173) (0.549-1.795) i -
0.870 3.888
M5 440 1.971+0.46 (0.532-1.148) (2.552-10.797) 7.43 4.56

*Denemede kullanilan birey sayis1, **LCso gore direng orani, ***LCoo gore direng orani
*The number of individuals used in the experiment, ** The resistance ratio according to LC50, *** The
resistance ratio according to LC90

Biyokimyasal ¢alisma sonuglar popiilasyonlarinin ~ esteraz  enzimlerinin
Popiilasyonlarin mikroplaka okuyucular microplaka okuyucuda kinetik olarak

ile toplam esteraz enzim aktivitesi a-naftyl okunmasi sonucuna gore esteraz enzim

asetat ile girdigi reaksiyonda 10 dakika aktivitesi 1.67 kat artmistir ve bu artis

stireyle kinetik olarak belirlenmigtir. Esteraz  istatistiki  olarak  6nemli  bulunmustur

enzim aktivitesi mOD/min/mg protein  (Cizelge 3) (P<0.05).

olarak hesaplanmistir. Hassas ve M5
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Popiilasyonlarin mikroplaka okuyucular
ile GST enzim aktiviteleri CDNB ile girdigi
reaksiyonda 5 dakika siireyle Kinetik olarak
belirlenmistir.  GST  enzim  aktivitesi
mOD/min/mg protein olarak belirlenmistir.

Hassas HS popiilasyonun GST enzim
aktivitesi 4.46 mOD/min/mg  protein
bulunurken, M5 popiilasyonun ki 2.36

mOD/min/mg protein olarak bulunmustur.
Elde edilen sonuglara gdore GST enzim
aktiviteleri M5 popiilasyonunda hassas
popiilasyona gore yaklasik % 50 azalmistir

M.A. INANICI, R. AY

ve aradaki fark istatistiki olarak Onemli
bulunmustur (Cizelge 3).

P450 enzim aktivitesi 7- ethoxycoumarin
(7-EC) ile girdigi reaksiyonda microplate
assay ile florometrik olarak belirlenmistir ve
RFU/30min/mg protein olarak
hesaplanmistir. P. ulmi hassas
popiilasyonunda P450 enzim aktivitesi 5
seleksiyon sonucunda 2.09 kat artarak, 0.349
RFU/30min/mg protein‘den 0.731
RFU/30min/mg protein'e ¢ikmistir (Cizelge
3). P450 enzim aktivitesindeki bu artis
istatistiki olarak énemli bulunmustur.

Cizelge 3. Panonychus ulmi'nin hassas ve direngli popiilasyonlarinin detoksifikasyon enzim

aktiviteleri

Table 3. Detoxification enzyme activities of susceptible and resistant populations of

Panonychus ulmi

Popiilasyon » Esteraz **

*
Population Esterase N* R/S*** GST** R/S*** N* P450 ** R/S***
HS 8 14.0B 4 - 4.46 A - 4 0.349(+0,04) B -
M5 8 234 A 4 1.67 2.36 B 0.57 4  0.7310,0H A 2,09

*Tekerriir sayis

1**Farkli olan harfler popiilasyonlar arasindaki farkliliklarin istatistiki olarak 6nemli oldugunu gosterir. (P<

0.05),

***¥M5 popiilasyonunun enzim aktivitesi/ Hassas popiilasyonun enzim diizeyi aktivitesi (Esteraz ve GST enzim
aktiviteleri mOD/min/mgprotein olarak, P450 enzim aktivitesi ise RFU/30min/mgprotein olarak hesaplanmustir)

* Repeat number

** Different letters indicate statistically significant differences between populations (P < 0.05),
*** Enzyme activity of the M5 population / enzyme activity of the susceptible population (Esterase and GST
enzyme activities was calculated as mOD / min / mg protein, P450 enzyme activity was calculated as RFU / 30

min / mg protein)

Diren¢ kalitim ¢calismalart
Milbemectin direngli M5 popiilasyonu ile
GSS (hassas) popiilasyon arasinda resiprokal

caprazlamalar yapilmistir. Ancak
caprazalamadan hemen o©nce direngli M5
popiilasyonun  LCsp  degeri  yeniden

biyoassay denemelerle kontrol edilmis ve
LCso degeri 0.870 ul/100 ml sudan 0.448
ul/100 ml suya dismistir ve gerekli
hesaplamalarda buna gore yapilmistir.
Caprazlamalar sonucunda elde edile F1
dollerinin LCso degerleri ve direng oranlari
Cizelge 4’ de verilmistir. M5 & X GSS @
caprazlamasindan elde edilen F1 déllerinin
direng orami 2.86 kat olarak bulunmustur.
GSS d4X M5 @ c¢aprazlamasindan elde
edilen F1 dollerinde direng oranlar ise 2.03
kat olarak belirlenmistir. ~ Caprazlama

popiilasyonlarinin ~ milbemectin  direng
oranlarinin baslangic popiilasyonuna gore
onemli Olciide azaldigi belirlenmistir. Her
iki ¢aprazlamadan sonra, M5 & X GSS @
resiprokal ¢aprazlamasindan elde edilen F1
disilerinde, D = 0.56; GSS 44X M5 @
resiprokal ¢aprazlamasindan elde edilen F1
disilerinde, D = 0.06 olarak bulunmustur.
Her iki caprazlamadan da belirlenen D
degerleri 0<D< 1 degerleri arasinda
bulunmustur. Bu sonuglara gore M5 J X
GSS @ caprazlamasina milbemectin igin
diren¢ kalittimimin eksik dominant oldugu,
GSS dX M5 Q caprazlamasina gore ise
notre yakin oldugu belirlenmistir. Bunlara
ilaveten bu sonuglara gore milbemectin
direncinin erkekler disilere gore daha etkili
oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4. Resiprokal F1 disilerinde milbemectin’e karsi belirlenen LCso degerleri, direng

oranlar1 ve dominantlik dereceler

Table 4. LCso values and resistance ratio of milbemectin on female adults of the HS and M5

population and their reciprocal crosses

LCso (ul/100 ml su) 0.95 LCso
Popiilasyon n Egim+SE giiven aralig1 direng orani D*
Population Slope+SE LCso (u/100 ml water) LCso

0.95 confidence interval resistance rate

0,448

M5 440 1.971+0.46 (0.532-1,148) 3,83 -
F1(M53X 0.335
HS 5) 396 1.44+0.28 (0.193-0.479) 2.86 0,56
F1(HSZX 0.238
M5 5) 682 1.056+0.12 (0.128-0.456) 2.03 0,06
Hassas 505 1.490+0.26 0.117 -

(0.065-0.173)

“D: dominantlik derecesi, * D: degree of dominance
Tartisma ve Sonuc¢

Panonychus ulmi elma bahgelerinde
ekonomik kayiplara neden olan oOnemli
zararlilardan  birisidir.  Ureticiler ~ diger
akarlar ve zararhilarda oldugu gibi bu
zararliya  karsida savasimda  kimyasal
savasimi tercih etmektedirler. P. ulmi'de
diger akarlar gibi kisa siirede dol vermeleri
ve yilksek iireme giicleri nedeniyle
kullanilan tarim ilaglarina karsi kisa siirede
direng gelistirebilmektedirler. Yapilan bu
calismada milbemectin ile 5 kez selekte
edilen hassas P. ulmi popiilasyonunda LCso
degeri 0.117 pl/ 100ml su'dan 0.870pl/
100ml su'ya g¢ikarak 7.43 kat direng
kazanmustir. P. ulmi'nin yapilan bir ¢ok
arastirmada degisik ilaglara karsi direng
gelistirgi goriilmiistir. Nauen et al., (2001)
yapmis olduklari ¢alisgma P. ulmi'nin iki
farkli 1rkinda hexythiazox, clofentezine,
azocyclotin,  deltamethrin,  chlorpyrifos,
pyridaben, fenpyroximate ve abamectin
ilaglarina kars1 0.23 kat - >4300 kat arasinda
degisen oranlarda direng gelistirdigini
belirtmiglerdir. Pree and Wagner (1987)
Giliney Ontario’da 1984 yilinda 45 bahgeden

topladiklart  P. ulmi popiilasyonun %
29'unun  cyhexatin'e 2 poptilasyonunda
dicofol'a  diren¢  gelistirdigini  rapor

etmislerdir. Kramer and Nauen (2011) 2009
ve 2010 yillarinda Avrupa'dan farkh
tilkelerden topladiklari 60 dan fazla P. ulmi
populasynunda spirodiclofen'e duyarliligi
belirlemisgler, baz1 popiilasyonlarda 60 kata
kadar diren¢ Dbelirlemislerdir. ~ Ayrica

spirodiclofen ile seleksiyon yaptiklar1 bir
tarla popiilasyonunda 7000 kat direng
gelistigini bulmuslardir.

Bu ¢alismada kullanilan milbemectin'in
insektisit ve akarisit Ozelligi vardir ve
iilkemizde kirmizidriimceklere kars1
ruhsathidir. Bu akarisitin P. ulmi‘de direnci
ile ilgili bir ¢alisma yoktur, ancak aymni
familyadan Tetranychus urticae Koch
(Acari: Tetranychidae) ile bir¢cok c¢alisma
vardir. Nicastro et al., (2010) milbemectin
ile 5 kez selekte ettikleri T. urticae'de LCso
degerinin 7.33 mg/l'den 184 mg/l'ye artigini
ve diren¢ oranin da 25 kata ciktigim
belirtmislerdir. Lee et al., (2003) 6 farkl
kesme ¢igek serasindan topladiklart T.
urticae popiilasyonunda milbemectin'e karsi
erginlerde 1.8-14.6 kat, yumurtalarda ise
0.4-17.2 kat arasinda direng gelistigini
bildirmislerdir. Yorulmaz-Salman ve ark.
(2013) elma bahgelerinden topladiklart 3
aver  akar  Neoseiulus  californicus
popiilasyonlarinda milbemecti’e karsi 6.52 -
7.25 kat direng bulmuslardir.

Zararhlarla etkili bir kimyasal savasim
icin direng kalitim tipinin ve direng
mekanizmalarinin bilinmesi ¢ok 6nemlidir.
Direng kaliim c¢aligmalarinda elde edilen
verilere gore M5 & X HS @ caprazlamasina
milbemectin igin diren¢ kalitimimin eksik
dominant oldugu, HS JdX M5 ¢
caprazlamasina gore ise notr yakin oldugu
belirlenmigtir. Yani P. ulmi'de direng
kalittmmin erkeklerle eksik baskin tagindigi
gorlilmiigtiir. ~ Yapilan bu  ¢aligmada
seleksiyon disi bireylerden yapildig1 igin



direng artist smirl olmustur. Stumpf ve
Nauen (2001) vyaptiklar1 calismada T.
urticae'de pyradaben ve fenpyroximate
diren¢ kalitiminin her iki cinsiyetinde rol
oynadigim1 ancak disilerin daha etkili
oldugunu bildirmislerdir. Ay ve Yorulmaz
(2010) T. urticae chlorpyrifos kalitimmin
ebeveynin cinsiyetine bagli olmadigini ve
eksik  dominant  karekterli  oldugunu
belirtmislerdir. Bu ¢alismanin ve literatiir de
verilen sonuglara gore ilaglarin zararh
tiirlerde kalitim tipi ilaca ve zararli tiiriine

gore degismektedir.
Direng yonetim programlarinda etkili bir
direng yonetimi i¢cin direng

mekanizmalarinin analiz edilmesi gerekir.
Tarim iirlinlerinde zararli bdcek akarlarda
genel olarak dort tip direng mekanizmasi
vardir. Bunlar sirastyla  morfolojik
(penetrasyon) direng, davranigsal direng,
metabolik direng ve hedef yeri mutasyonu
seklinde  ozetlenebilir. ~ Ozelikle  bu
mekanizmalardan son ikisi 6nemlidir ve
geriye doniisiimii daha zordur. Yapilan bu
calismada milbemectin ile  seleksiyon
yapilan P. ulmi popiilasyonunda hassas
popiilasyon HS'ye gore esteraz enzimi ve
P450 enzimi 6nemli derecede artarken, GST
enzimi onemli derece de azalmistir. Benzer
bir sonu¢ta Yorulmaz ve Ay (2009)
abamectin ile 15 selekte ettikleri T.
urticae'de bulmuslardir. Bahsedile
calismada abamectin ile selekte edilen T.
urticae popiilasyonunda direng oran1 35 kata
cikarken, esteraz ve P450 enzimilerinini
aktiviteleri direngli popiilasyonda artmus,
ancak GST enzim aktsivitesi ise azalmistir.
Yorulmaz-Salman ve ark. (2013) elma
bahgelerinden topladiklar1 3 avcr  akar
Neoseiulus californicus popiilasyonlarinda
milbemectine kars1 diisiik oranda direngli
olduklarim ve esteraz, GST ve P450
enzimlerinin  direngli  popiilasyonlarda
onemli derecede  yiikksek  ¢iktigim
bilidirmislerdir. Bu c¢alismaninin sonuglari
bizim c¢alismamizin  sonuglarma GTS
aktivitesi haric benzemektedir. Ancak bu
calismada incelenen popiilasyonlar tarla
popiilasyonlaridir ve baska ilaglarada maruz
kalmig olabilirler. Bu c¢alismanin disinda
milbemectin'in  diren¢ mekanizmas1 ile
iliskin calisma bulunamamistir.  Ozellikle
tiretiminin zor olmasi nedeniyle P. ulmi'de
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ilaglarin diren¢ mekanizmasi ile ilgili ¢ok
fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak ayni
familyadan T. urticae ile ilgili birgok ilacin
biyokimyasal =~ ve  molekiiler  direng
mekanizmas1 ¢alisilmistir. Tirello et al.
(2012) kesme ¢icek seralarinda topladiklar
ti¢ T. urticae popiilasyonunda tebufenpyrad
(direng orani—RR, RRso =48.4 and 163.6
kat), fenpyroximate (RRso=74.1 and 25.9
kat), abamectin  (bir  popiilasyonda,
RRso = 1,294.1 kat)'e kars1 yiiksek oran da
direng belirlemisler ve bu popiilasyonalarda
detoksifikasyon enzimleri esteraz, GST ve
P450'nin hassas popiilasyona gore yliksek
oranda bulundugunu ve potansiyel direng
mekanizmasi olabilecegini bidirmislerdir.

Sonu¢ olarak elde edilen bu verilere
gore, P. ulmi'de milbemectin direng kalitimi
erkek bireyler ile eksik dominant olarak
tasinmakta ve diren¢ mekanizmasinda ise
esteraz ve P450 enzimi rol oynama
potansiyeli vardir.
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