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Pamuk bitkisinde ana zararlilardan biri olan Tetranychus urticae Koch (Acari:
Tetranychidae) kirmizidriimeek popiilasyonlarinda, yogun kullanilan bazi akarisitlere karsi
direng¢ durumu biyoassay, biyokimyasal ve molekiiler yontemler kullanilarak tespit
edilmistir. Calismamizda pamuk iiretiminin yogun olarak gerceklestirildigi Aydin, Adana,
Sanlwurfa ve Diyarbakir illerindeki pamuk iiretim alanlarindan toplanilan kirmiziériimeek
popiilasyonlarinin teshisleri hem molekiiler olarak niikleer gen olan ITS bolgesine bakilarak
hemde morfolojik olarak yapilarak dogrulanmistir. Bakilan 46 popiilasyonlardan iki
tanesinin Tetranychus atlanticus McGregor (Acari:Tetranychidae) oldugu belirlenmistir.
Toplamda 44 adet popiilasyona bakilarak ayirici dozu gegen ve direngli kabul edilen
popiilasyonlarin, Glutamat kapili klor kanallar1 diizenleyici ve METI gurubu akarisit ve
insektisitlere karsi LC (lethal konsantrasyon) degerleri belirlenmistir. Abamectin etken
maddesinde yiiksek direngli (LCso 33.80 mg/l ile 156 kat) popiilasyonun 2 numara ile
Diyarbakir’dan alinan popiilasyon oldugu, bifenazate (LCso 57 mg/l ile 84.80 kat) ve
tebufenpyrad (LCso 96.4 mg/l ile 12 kat) etken maddesinde ise sirasiyla orta diizeyde direngli
4 numarali popiilasyon ile Aydin ilinden toplanan T. urticae popiilasyonu oldugu tespit
edilmistir. Yaptigimiz biyokimyasal c¢aligmalar sonucu karboksilesteraz ve P-450
enzimlerinin yiiksek ¢iktigi, GST enziminin ise direng gelisiminde diisiik katkisi olabilecegi
sonucuna varilmistir. Hedef bolge direncinde bakilan Glutamat kapili klor kanallarinda
(GluCl iiniteleri), Mitokondriyal elektron tagima engelleyicisi METI 1 (PSST) ve METI 3
(Cytb) bolgelerinde kanitlanmis olan herhangi bolge mutasyonuna rastlanilmamustir.

Bu calisma ile etken maddelerden abamectin’de ¢ok sayida popiilasyonda direng geligimi
gozlenirken, diger etken maddelerinde ise az sayida popiilasyonda direng gelisimi
goriilmiigtiir. Abamectin’de 28 popiilasyonun, bifenazate’de 42 popililasyonun ve
tebufenpyrad’da ise 43 popiilasyonun ruhsat dozunun altinda kalan degerlere sahip oldugu
belirlenmistir. Ortiialt: kontrollii alanda yapilan farkli iiriin guruplari ile karsilastirildiginda,
tarlada olusan direncin gok yiikselemedigi toplanilan popiilasyonlar ile gdzlemlenmistir.
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INVESTIGATIONS OF RESISTANCE STATUS TO SOME ACARICIDES OF
Tetranychus urticae KOCH (ACARI: TETRANYCHIDAE) POPULATIONS IN
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Supervisor: Prof. Dr. Ahmet Giiray FERIZLI

Resistance to some intensely used active substances of mite Tetranychus urticae populations
have been tested through bioassay, biochemical and molecular methods. In our study,
diagnosis of spider mite populations collected from cotton production areas in Aydin, Adana,
Sanliurfa and Diyarbakir Provinces, where cotton production is intensively taken place, have
been verified morphologically and by molecular investigating nuclear ITS gene region.
Totally in 46 populations have been tested and two of examined populations have been
detected to be Tetranychus atlanticus McGregor (Acari:Tetranychidae). Afterwards, LC
values of the populations, surpass discriminating dose and were accepted to be resistant,
have been determined against glutamate-chloride channel modulators and group of
Mitochondrial complex electron transport inhibitors (METI) acaricide and insecticides. It
was found the population collected from Diyarbakir (No 2) exhibited high resistance (LCso
33.8 mg/l and 156 fold) against abamectin, the population collected from Aydin (No 4)
exhibited medium level resistance against bifenazate (LCso 57 mg/l and 84.8 fold) and
tebufenpyrad (LCso 96.4 mg/l and 12 fold). As a result of our biochemical studies, it is
concluded carboxylesterase and p-450 enzyme levels are high and GST level has slight effect
on resistance development. In Glutamate gated chloride channel (GIuCl sub-units),
researched in target site resistance, it is not found any verified target site mutation in
Mitochondrial electron transport inhibitor METI 1 (PSST) and MET]I 3 (Cytb) regions.
With this study, while resistance development is seen against one active substance
(abamectin) in numerous populations in the other active substances tested, resistance
development is determined in a couple of populations. 28 populations in abamectin, 42
populations in bifenazate, 43 populations in tebufenpyrad were determined to be under
registered rate. In comparison to different crops, grown in greenhouses and semi-closed
greenhouse, it is observed through the collected populations that the resistance couldn’t
increase in field conditions.
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ONSOZ ve TESEKKUR

Ulkemiz pamuk ekim alanlarinin yogunlastigi Giineydogu, Akdeniz ve Ege
bolgesinde hasat edilen pamuk, hem i¢ tiiketimde hemde diinyada ragbet goren en
onemli endiistriyel iiriinlerden bir tanesidir. Ulkemiz pamuk yetistiriciliginde %
56’11k bir pay ile Giineydogu Anadolu bdlgesi birinci sirada yer almaktadir. Uretim
alan1 bakimmdan Sanlurfa basi ¢ekmektedir. Yogun yetistiriciligi yapilan
bolgelerde en uygun kosullarin saglandigr dogada, pamuk bitkisi pek ¢ok zararlinin
baskisina maruz kalmaktadir. Ana zararli durumunda bulunan iki noktali
kirmizioriimcek Tetranychus urticae Koch,1836 (Acari: Tetranychidae) verimi
olumsuz yonde etkileyen 6nemli zararlilar arasindadir. Tetranychus urticae ¢ok dol
veren, kisa siirede gelisen ve ¢ok sayida ve farkli konukgusu olan polifag bir
zararhidir. Miicadelede kesin ve kisa siirede etkisini gostermesi sebebiyle sentetik
pestitiler tercih edilmektedir. Ancak sik ve yogun kullanilan aynmi etki
mekanizmasina sahip akarisit ve insektisitlerde, zararlinin direng gelistirme sorunlari
ile karsilasilmaktadir. Bu nedenle direnc¢ diizeylerinin belli araliklarla tespiti
gerekmektedir.

Bu amagla ¢alisma 2018 — 2021 yillar1 arasinda yiiriitilmis olan bu proje
cercevesinde Diyarbakir, Sanliurfa, Adana ve Aydin illeri pamuk yetistiriciligi
yapilan bolgelere gidilerek toplanan popiilasyonlarin bolgede en eski ve en ¢ok
kullanilan akarisit ve insektisit 6zelligi gosteren kimyasallarin, zararli popiilasyonlar
tizerindeki hassasiyet kaybina ve son durumuna bakilmistir. Proje c¢aligmalari
Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigi’niin  destegiyle
gergeklestirilmistir.

Calismalarim boyunca ilgi ve destegini gordiigiim, tezimin planlanmasinda yardimei1
olan, nezaketini hi¢bir zaman kaybetmeyen doktora siirecimin basladigi ve danigsman
hocam olarak bir siire devam eden ancak sonrasinda emekliye ayrilan degerli hocam
Prof. Dr. Sultan COBANOGLU ’na, bana her konuda destegini esirgemeyen,
fikirlerinden, bilgisinden ve bakis agisindan faydalanarak kendimi gelistidigim,
caligmanin yiiriitilmesinde yakindan alakadar olan, bu c¢alismada ve c¢alisma
haricinde dahi her konuda benim yanimda oldugunu hissettiren, derslerini biiyiik bir
keyif ile dinledigim ve faydalandigim degerli tez hocam Prof. Dr. Ahmet Giiray
FERIZLI ’ye, doktora projemin her asamasinda ve tez izleme toplantilarinda katka,
bilgi ve onerilerini esirgemeyen Prof. Dr. Nabi Alper KUMRAL ve Prof. Dr. Mevliit
EMEKCI ’ye ayr1 ayr tesekkiirlerimi sunarmm.

Desteklerini benden esirgemeyen, yanimda olduklarini bildigim degerli hocalarim
ve arkadaslarrm Prof. Dr. Recep AY, Dr. Esengiil OZDEMIR, Dr. Filiz Randa
ZELYUT, Dr. Narin GOK ve Dr. Ahmet HIKMET ’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
Bu uzun siirecte ve dahi 6ncesinde bana beraber caligma firsati veren, farkli bakis
acisindan bakmay1 gosteren, her tiirlii katki, bilgi ve destegini gérdiiglim, her siiregte
eglencesine tanik oldugum, hayatini giilerek, neseli ve mutlu ge¢irmesini diledigim
degerli kardesim ve hocam Dr. Emre INAK ’a tesekkiirlerimi sunarim.



Arazi ve laboratuvar calismalarim siirecinde her tirlii zorlukta desteklerini
esirgemeyen, degerli ve pek kiymetli dostlarrm Durmus MADENTAS, Dr. Emrah
KAYIS, Dr. Cahit KAYA, Dr. Basak CINKUL ve Dr. Selcuk ULUSOY ‘a,
molekiiler laboratuvarini neredeyse bana tahsis eden, bilgi ve deneyimlerinden
faydalandigim, bu siiregte molekiiler kisminda anlama diizeyimi arttiran ve bana
zaman ayiran degerli dostum Ali Ferhan MORCA ‘’ya, destegini ve giiler
yiizliiliigiinii esirgemeyen ¢ok degerli Dog. Dr. Mustata OZDEMIR e, bilgi ve
tecriibelerini  benden esirgemeyen degerli Dr. Okray OREL, Dr. Yasemin
SABAHOGLU ve Dr. Arzu AYDAR’a, fikir ve desteklerinin yanimda oldugunu
bildigim bilgilerinden yararlandigim Dr. Aysel TAKKABULAN, Mustafa
SEZGEN, Sitk1 USTA ve Ankara Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii idaresine, bu
stirecte sonradan katilan ve destegini hi¢cbir zaman ¢ekmeyen, her tiirlii yardima
kosan, laboratuvar, arazi ve yol arkadasim, pek ¢ok konuda beraber fikir birligi ve
firtinas1 yapabildigim, hayatta sonsuz mutlulugun ve nesenin pesini birakmamasini
diledigim pek kiymetli kardesim ve dostum Dr. Hasim AKBAY ’a tesekkiirlerimi
sunarim.

Bana hayatim boyunca giivenen ve her tiirlii maddi ve manevi destegini gordiigiim,
hi¢bir zaman olumsuzluk nedir, yorulmak nedir bilmeyen giiler yiizlii koca ¢inar
canim agabeycigim Hakan ALPKENT ’e, dualariyla bugiine geldigim manevi
destegini hicbir zaman eksiltmeyen uyku nedir, sabirsizlik nedir bilmeyen canim
annecigim Meryem ALPKENT ’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarken, bu ¢aligmami
beni géremeyen canim babacigim Mubhittin ALPKENT ’in ruhuna atfediyorum.

Bu tez calismasi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliiglimiiz Proje
Koordinatorliigii  tarafindan  desteklenmistir  (Proje  no: TAGEM/BSAD/
AJ21/A2/P2/3938)

Yasin Nazim ALPKENT
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KISALTMALAR DiZiNi

ABC : ABC kaset tasiyicilart (ATP-binding casette transporter)

AchE : Asetilkolin esteraz

ADP : Adenozin difosfat

ATP : Adenozin trifosfat

AP.R.D. : Eklembacakli pestisit direng veritabani1 (Arthropod Pesticide Resistance
Database)

B.K.U. : Bitki koruma iiriinii

BSA : Bovine serum (Bovine Serum Albumine)

B.c. : Baz cifti (base pair)

Buffer : Tampon ¢ozelti

CCE : Karboksilkolin esteraz

CDNB : 1-chloro-2,4-dinitrobenzene

ChE : Kolinesteraz

Cl : Klor

COE : Karboksilesteraz

CoQ : Koenzim q

Cytb : Sitokrom b (Cytochrome b)

DEF : S,S,S, tributyl phosphotrithioate

DEM : Diethyl maleathe

DNA : Deoksi riboniikleik asit (Deoxy riboniicleic acide)

dNtp : Dintikleotittrifosfatlar (deoxynucleotide triphosphate)

DT : Toprakta kalicilik

EC : Emiilsiye olabilen konsantre (emulsifiable concentrate)

ECso : Bir pestisit’in maksimum etkisinin % 50’ini olusturan doz veya

konsantrasyon (Effective consantration)
ETC : Elektron tagima zinciri (electron transport chain)
FADH : Flavin adenin diniikleotidi

g : G kuvveti

vii



GABA
ar
GSH
GSS
GST
H+
HCI
ICAC

IRAC

K+

LC

LCso
LCoo
LCo9

METI
MFO
mg

MgClI

Hg

ml
mM
min
mOD
Na+

NADH

. Gama-aminobiitrik asit

: Gram

: Glutatyon (reduced glutathione)

: Alman Hassas 1rki1 (German Susceptible Strain)

. Glutatyon s-transferaz (Gluthation S transferase)
: Hidrojen

: Hidroklorik asit

: Uluslararas1 pamuk danismanlari komitesi (International Cotton
Advisory Committee)

: Insektisit direng eylem komitesi (Insecticide Resistance Action
Committee)

: Potasyum

- Litre

: Oldiiriicii konsantrasyon (lethal concentration)

: Popiilasyonun % 50 ’sini 6ldiiren konsantrasyon
: Popiilasyonun % 90 ’1n1 6ldiiren konsantrasyon

: Popiilasyonun % 99 *unu 6ldiiren konsantrasyon
: Molar

: Mitokondriyal elektron tagima inhibitorleri (engelleyicileri)
: Coklu fonksiyonlu oksidazlar

: Miligram

: Magnezyum klortir

: Mikro gram

: Mikrolitre

> Mililitre

: Milimolar

: Dakika

: Mili optik yogunluk

: Sodyum

: Nikotinamit adenin dintkleotit
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NADPH : Nikotinamit adenin diniikleotit fosfat

NCBI : Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (National Center for Biotechnology
Information)

nm : Nanometre

nmol : Nanomol

O.D. : Optik yogunluk (optic density)

PBO : Piperonil biitoksit (Piperonyl butoxide)

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

P-450 : Sitokrom P-450 (MO: monooksigenaz, MFO (Mixed function
oxygenases, Cytochrom p450 Monooxygenase)

ppm : Milyonda bir birim (parts per million)

rpm : Dakikada devir sayisi (Revelution Per Minute)

R.R. : Direng orani (resistance ratio)

Sekans : Dizilim

SC : Akici konsantre / Siispansiyon konsantre (Suspension concentrate/
flowable concentrate)

SNP : Tek niikleotid degisikligi (Single nucleotide polymorphism)

Taq : Termofilik (sicaga dayanikli) bir bakteriden (Thermus aquaticus) elde
edilen enzim. Tak polimeraz enzim

T.D. : Tarla dozu

TPP : Triphenyl phosphate

TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu

u.v. : Ultra viyole

WP . Islanabilir toz (wettable powder)

a-NA . Alfa naftil asetat (1-NA)

B-NA : Beta naftil asetat (1-NB)

Y : Gama

4-NPA . 4-nitrophenyl acetate

4-NPB : 4-nitrophenyl butyrate
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1. GIRIS

Pamugun anavatani tam olarak bilinmese de, Asya, Amerika ve Afrika’da yetistigi,
buradan da diinyaya yayilmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Pamuk; lifi ile tekstil, kagit
ve birgok sanayi endiistrisinde kullanimi, ¢ekirdegi ile yag sanayisinde (rafine, margarin,
sabun), tohum tlizerindeki seliillozun bol miktarda elde edildigi linter ad1 verilen kisa tiiyler
ile yatak, dolgu, mobilya endiistrisinde kullanim1 yan1 sira kimya ve savas endiistrisine
katkisi, kapgik ve kiispesi ile hayvan yem sanayisi gibi birgok alanda katkisi
bulunmaktadir. Ayrica, ihracati ile lilkeye milli gelir saglayan ve bu sektdrde yogun
istthdam saglama kapasitesi ile katma deger olusturan 6nemli bir stratejik iirlindiir

(Anonim 2018a, Anonim 2019a).

Diinyada ortalama 32.1 milyon ha alanda pamuk ekimi yapilmakta ve ekimden ortalama
24.4 milyon ton pamuk lifi elde edilmektedir. Diinyada 2017/18 sezonu icerisinde en ¢ok
pamuk iireten ilk 5 tilke Hindistan, Cin, A.B.D., Pakistan ve Brezilya olurken, tiikketimde
ise Cin, Hindistan, Pakistan, Tiirkiye ve Banglades yer almistir. Yine bu sezonda birim
alandan elde edilen en yiiksek verimde ilk bes iilke Avustralya, Israil, Tiirkiye, Cin ve
Meksika olmustur. Bu donemde en ¢ok pamuk ithalat1 yapan ilk bes {ilkenin; Vietnam,
Cin, Banglades, Tiirkiye ve Endonezya olmasi, en ¢ok ihracat yapan ilk bes iilkenin ise
sirastyla; ABD, Hindistan, Brezilya, Avustralya ve Ozbekistan oldugu tahmin
edilmektedir (Anonymous 2019a). Uluslararasi pamuk danismanlari komitesi (ICAC)’ne
gore Tirkiye pamuk ekim alani olarak diinyada dokuzuncu, birim alandan elde edilen lif
pamuk verimi yoniinden iiglincii, pamuk iretim miktart yoniinden yedinci, pamuk
tiketimi yoniinden dordiincii, pamuk ithalati yoniinden doérdiincii tilkedir (Anonymous
2018, Anonymous 2019b).

Ulkemizde pamuk ekimi 2017 yilinda 501853 ha alanda iken 2018 yilinda bu oran 518634
ha alana ¢ikmustir. Uretim miktarina bakildiginda 2017 yilinda 2450000 ton 2018 yilinda
ise 2570000 tona yiikselmistir. Yaklasik % 4.90 ’luk artis ger¢eklesen pamukta verime
bakildiginda ise bu oran 488 kg/da’ dan 496 kg/da seviyesine ¢ikmistir (Anonim 2019b).
Diinya pamuk iiretiminin 2017 yilinda payimiz % 3.60 iken bu oran 2018 yilinda % 4 ’e



yiikselmistir. Pamuk iiretim bolgelerine gore iilkemizde 2017 yilinda pamugun % 56 ‘s1
Giineydogu Anadolu, % 22 ’si Ege, % 18 ’i Cukurova bélgesinde iiretilmistir. Uretilen
iller agisindan ise % 41.97 ile Sanlwurfa ilk sirada yer alirken sirasiyla Diyarbakir (%
8.80), Aydin (% 13.52), Adana (% 6.87) ve diger iller (toplam1 % 28.77) izlemistir
(Anonim 2018a).

Uretim esnasinda iklim, gevre ve pek gok zararli organizma gibi nedenlerden dolay:
verimde diisiisler kalite ve kantititede kayiplar olugmaktadir. Pamuk bitkisinin ekim ile
hasat arasinda pek cok zararli ile kars1 karsiya kalmasi sonucu; ¢igek tomurcugu, yeni
tepe siirgiinii ve olgunlagma stirecine girecek olan koza zarar gérmekte ve pamuk verimi
azalmaktadir (Aslam vd. 2004). Bu zararli organizmalar arasinda ise ana zararh

Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) yer almaktadir.

Kirmiziériimeeklerin bitkide beslenmeleri ile ortaya c¢ikan zarar bitkide zayiflama,
klorofil azalmasi ve hizli bir sekilde yapraklari kurutarak verimde kayiplar olusturmasi
seklindedir. Ekonomik 6nemi yiiksek olan bu zararl ile miicadele edilmedigi takdirde,
zararli pamuk bitkisini kurutarak yok olmasina neden olmaktadir. Kisi tarla kenarinda
yabanci otlar ilizerinde veya caliliklarda geciren kirmizioriimcekte ergin disi omrii
boyunca 100 - 150 yumurta koyar. Bir neslini 10-20 giin arasinda tamamlar ve yilda

yaklasik 10-21 aras1 dol vererek devamliligint siirdiiriir (Anonim 2018b).

Sekil 1.1 Tetranychus urticae ’nin yumurta (a), larva (b), protonimf (c), deutonimf (d),
ergin (e) evresi

Iki noktali kirmizidriimeek gelisme siirecinde bes donem gecirir. Bunlar yumurta, larva,
protonimf, deutonimf ve ergindir. Yeni birakilan yumurtalar yuvarlak, yaklagik 0.14 mm
capinda, yar1 saydam beyaz renktedir. Zamanla rengi saman rengine dogru cevrilir.
Yumurtanin agilmasi 15 ve 30 °C ’de sirasiyla 14.3 ve 2.8 giin siirer (Tjosvold ve Karlik

2003). Yumurtanin agilmasi ile i¢inden goz lekeleri kirmizi renkli olan, alt1 bacakl seffaf



beyazimsi larva ¢ikar. Larva gelisim siireci sicaklik farkina bagli olarak 15 ve 30 °C’de
strastyla 6.7 giin ve 1.3 giin arasinda degisir. Larva beslendikten sonra rengi koyulasir ve
viicudun st kisminda orta yanlarinda iki karakteristik koyu leke olusur (Tjosvold ve
Karlik 2003). Larva bir siire durgun bir asamadan sonra daha biiyiik olan sekiz bacakli
protonimf olarak adlandirilan déneme geger. Protonimf dénemini 15 ve 30 °C sicaklikta
sirastyla 5.3 ve 1.2 giin arasinda tamamlanir. Protonimf larvaya gore daha biiylik ve
bacak sayis1 dort gifttir (Tjosvold ve Karlik 2003). Protonimfler beslendikten sonra
durgun doneme geger ve daha uzun bacaklar1 olan deutonimf dénemine geger. Deutonimf
donemi ergin olmadan 6nceki son nimf evresidir. Bu asamay1 sicaklik farkliliklarina bagh
olarak 15 ve 30 °C arasinda sirasiyla 6.6 ve 1.4 giin arasinda tamamlar. Erkek ve disiler
genellikle bu dénemde ayirt edilebilir. Yasam dongiisiindeki bir sonraki donemi ise ergin
doénemidir (Tjosvold ve Karlik 2003). Deutonimf doneminde belli bir siire beslendikten
sonra son bir durgunluk evresi gegirir ve sonra ergin ortaya ¢ikar. Ergin olan disi belirli
bir bekleme siiresinden (yaklasik 3 giin kadar) sonra yetiskin disi olarak yumurta
birakmaya baslar. Yumurtlama ilk basta hizlidir ve daha sonra canli yaslandik¢a yumurta
verimi zamanla azalir. Yumurtalarin birakildig: siire 10 giin (34 °C) ila 40 giin (15 °C)
arasinda degisiklik gosterebilir (Tjosvold ve Karlik 2003). Akarin gelisme siiresi sicaklik,
orantili nem, konukgu bitki, yaprak yas1 ve diger faktorlere gore degismekle birlikte, en
onemli faktor sicakliktir. Gelisme i¢in alt esik yaklasik 12 °C ve iist sinir yaklasik 40
°C’dir. Yasam dongiisii en uygun sicakliklarda genellikle 10 giin ila 2 hafta arasinda
degismektedir (Tjosvold ve Karlik 2003).

Bu zararli, bitkinin tiim aksaminda bulunur. Ozellikle taze ve kuvvetli yapraklari tercih
eder, bu yapraklarin alt ylizinde yaprak ayasi ve sapi arasinda beslenir. Beslenme
sonucunda yaprak {ist yiizeyinde serpistirilmis sar1 noktalarin olusumu karakteristiktir.
Daha sonra klorofilin kalmamas1 veya azalmasi ile yaprak yiizeyi sarimsi renkten bronz
renge dontislir. Yaprak dokusuna zarar verilmesi ile mezofil tabaka zarar goriir ve
dehidrasyona neden olur (Jeppson vd. 1975). Sonugta koruyucu hiicre tabakasinda turgor
basinci azalir. Yapraklar bu sekilde zamanindan 6nce kuruyarak yere dokiiliir. Bitkide
taraklanmadan Once yogun olarak beslenirse taraklanma gecikir. Taraklanmadan sonra

yogun olarak beslenir ise tarak, ¢icek ve kozalarin dokiilmesine neden olmaktadir. Ayrica



kozalarin gelisememesine Ve kii¢iik kalmasina neden olur (Anonim 2017, Anonymous
2019Db).

Kirmizi6riimcegin transgenik pamuklardaki zarari ile ilgili yapilan bir ¢alismada, meyve
olusum donemindeyken % 30-35 arasinda zarara neden oldugu bildirilmektedir (Gore vd.
2013). Daha sicak bolgelerde (Kaliforniya, Avustralya) kurak gegen zamanlarda ise
pamukta % 90 ’dan fazla verim kaybina neden oldugu belirlenmistir. Ayrica, ¢alismada
pamugun gelisme zamaninda kirmiziériimecegin istilas1 sonucu bodurlasma gorildigii
tespit edilmistir (Gore vd. 2013). Amerikada 2011 yilinda kirmiziériimceklerin pamuk
tireticilerine verdigi zarar yaklasik 12000 ton iriin kaybidir. Bu zarar ise 24 milyon
dolardan daha fazla bir rakama karsilik gelmektedir (Williams 2012). Pamuk bitkisi ¢
yaprakli doneme girdiginde kirmizidriimcekler bitkiyi istila etmeye baslamaktadir. IKi
hafta gibi kisa bir siirede yogunlugu yiikselen akar popiilasyonu sonucunda pamuk
bitkisinin zayifladig1 ve veriminde kayiplara neden oldugu bildirilmistir (Gore vd. 2013).
Missisipi (ABD)’de yapilan ¢alismada kirmizidriimcegin ii¢ yaprakli doneminde % 45
verim kaybina neden oldugu tespit edilmistir (Smith 2010). Kaliforniya (ABD)’da ise
kirmizidriimcegin her bir metrekarede % 21-27 arasinda verim kaybina neden oldugu
bildirilmistir (Canerday ve Arant 1964). Wilson (1993) yaptig1 calismada pamugun farkli
donemlerinde kirmiziériimceklerin % 78 e kadar verim kaybina neden oldugunu ve elyaf

kalitesini de diisiirdiigiinii bildirmektedir.

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada Aydin pamuk ekim alanlarinda zararli tiirlerin
popiilasyon degisimlerine bakildiginda deneme siiresince Tetranychus spp. ’lerde 2012
yilinda en yiiksek yogunluga 9.59 adet/yaprak ile ulasildigi, 2013 yilinda ise 8.65
adet/yaprak seviyesinde gozlemlendigi kaydedilmistir (Kilig ve Gengsoylu 2016). Pamuk
alanlarinda bitki su stresine girdiginde kirmiziériimeek yogunluk olusturabilmektedir. Bu
nedenle, sulamaya dikkat edilerek, zararlinin hizla ¢ogalmasinin engellenebildigi
bildirilmektedir (Kili¢ ve Gengsoylu 2016). Bu zararli ile savasimda kiiltiirel miicadelenin
siirl kalmasi, miicadelenin dikkatli bir sekilde yapilmasini gerektirmektedir. Hasattan
sonra tarla stiriilerek, zararlinin tarla i¢inde kist gegirecegi ortamlari (yabanct ot, bitki
artiklar1) topraga karistirmak veya ates ile yok etmek 6nemlidir. Tetranychus urticae ’nin
1100 ’den fazla konukgu bitki (Grbic vd. 2011, Balci vd. 2020) ile beslenmesi, 6zellikle



ekim Oncesi tarla hazirligs slirecinde, tarlanin yabanci ottan ari olmasina 6zen gosterilmesi
kiiltiirel onlemlerin basinda gelmektedir (Anonim 2017).

Alternatif miicadele olanaklarinin kisith olmasi ve kimyasal miicadele ile kisa siirede
daha hizli sonu¢ alinmasi, T. urticae miicadelesinde akarisit kullaniminin tercih
edilmesine yol agmistir. Tarim ve Orman Bakanlig1 Zirai Miicadele Teknik talimatina
gore pamukta miicadele zamaninin belirlenmesi i¢in bitkiler 4-6 yaprakli olduktan sonra
stirveylere baslanir. Ekonomik zarar esigi 10 adet ergin + nimf/yaprak oldugunda
miicadeleye baslanmasi onerilmektedir (Anonim 2017). Iki noktali kirmizidriimeek
yogunlugu oncelikle tarla kenarlarinda ve bitkide bolgesel goriilmektedir. Bu yerlerin
ilaglanmasinda serit seklinde ilaclama oOnerilmektedir. Ancak, bu durum yiiksek
poplilasyonlarda ve tarla geneline bulasan zararli yogunlugu i¢in ekonomik zarar esigi
dikkate alinarak miicadelenin yapilmasi gerekliligini dogurmaktadir. Akarisit
kullanimindaki artigin nedenleri arasinda diigsiik doz uygulamasi, sirt pulvarizator veya
ilaclama tanklarindaki meme basliklarinin optimizasyonun yapilmamasi, kalibrasyon
hatalar1 ve bunlarin fazla veya az piiskiirtmesi ile yiiksek doz uygulamasi, ¢cevrede uzun
siire kaliciligi olan ilaglarin kullanilmasi, uygulama yapilan zamanin veya cevre
sartlarinin uygun olmamasi, tavsiye disi kullanimlar, etki mekanizmasi ayni gruptan
akarisitlerin art arda kullanilmasi gibi nedenler ciftgilerin miicadelede kullandiklari
akarisitin dozunun ya da uygulama sayisinin artmasina neden olmaktadir. Sonugta, insan
sagligina olumsuz etkileri, ¢cevre yoniiyle makro ve mikro habitatta ekotoksik zararlari,
faydalilara, polenleyici ari, sinek ve ariciklara yan etki gibi birgok soruna sebep
olmaktadir. Ayrica, sik uygulamalar sonucu iriinde kalinti sorununa da neden

olabilmektedir.

Zararl1 organizmalarda direng¢ olusumu akarisitlerin etkinliginin kisa siirede
kaybedilmesine neden olmaktadir. Yapilan bir arastirmada diinyada yeni molekiil
gelistiren ilkelerin piyasaya siirecegi pestisitlerin kesif ve gelistirme siiresinin 1995
yilinda 8.3 yildan, 2010-2014 yillar1 arasinda bu siirenin 11.3 yila uzadig: bildirilmistir
(Mcdougall 2016). Bu siireye ilaveten cevre toksikolojisi, tarla denemeleri, akut
toksikoloji denemeleri, biyoloji calismalari, kimyasalin fiziksel ve kimyasal stabilite
denemeleri gibi islemlerden ge¢mesi ve son olarak da ruhsat asamalarini da igeren

maliyetlere bakildiginda, 1995 yilinda 152 milyon dolardan, 2010-14 yillar1 arasinda bu



maliyetin 286 milyon dolara ¢iktigi bildirilmistir (Mcdougall 2016). Bir yandan yeni
molekiillerin gelistirilme maliyet ve slirecleri, diger yandan ise AB ile uyum siireci
kapsaminda pek ¢ok etken maddenin yasaklanmasi, elde kalan akarisitlerin bilingli bir

sekilde daha uzun siirelerce etkin olarak kullanilma gerekliligini dogurmustur.

Ulkemiz, diinya genelinde en fazla akarisit kullanan 10. iilke konumundadir (Van
Leeuwen vd. 2015). Pamukta toplamda 6 farkli etki mekanizmasina sahip, ruhsath 11
adet farkli etken madde (clofentezine, etoxazole, hexythiazox, abamectin, spiromesifen,
lambda-cyhalothrin, bifenthrin, bifenazate, tebufenpyrad, fenbutatin oxide, azadirachtin)
ve toplamda 182 adet iiriin bulunmaktadir (Anonim 2019c). Toplam kullanilan pestisit
miktarmin 2018 yilinda 60.020 ton oldugu; bunun iginde akarisitlerin 2.486 tonluk
tilketim miktari ile yer aldigi bildirilmektedir (Anonim 2019b).

Az sayida etki mekanizmasina sahip smirli sayidaki ruhsatli maddenin, uzun yillar
kullanilmas1 akarlarda akarisitlere karst direng gelisimini miimkiin kilabilmektedir.
Direncin erken donemde tespit edilmesi ve direng yOnetim programlarinin
olusturulabilmesine yonelik verilerin elde edilmesi tarimsal {iretim acisindan énem arz

etmektedir.

IRAC (Insecticide Resistance Action Committee)’a gore direng, pestisitin zararl
organizmaya uygulama dozunda kullanildiginda, istenen veya beklenen miicadele
diizeyinin gerceklesmemesi sonucu olusan ve miicadelesinde basarisizliga neden olan,
organizmanin hassasiyetinde meydana gelen degisikligi direng olarak tanimlanmigtir

(Nauen vd. 2012, Sparks ve Nauen 2015, Fotoukkiaii 2020).

Zararlida diren¢ olusumuna neden olan detoksifikasyon enzimleri ve ilgili gen
bolgelerindeki baz degisimleri sonucu meydana gelen mutasyonlar, pestisitlere karsi
organizmada giderek duyarliliginin azalmasina neden olmaktadir. Sik ve yogun
kullanilan akarisit ve insektisitler ayn1 etki mekanizmasina sahip ise zararlilar hizli direng
gelistirme yetisine sahip olmakta ve miicadelesi de oldukca zorlagmaktadir (Sawicki ve

Denholm 1987, Herron ve Rophail 1998).



Eklembacaklilarin Pestisit Direnci Veritabani (A.P.R.D.) ’na gore fitofag akarlarda 700
’den fazla akarisit direnci rapor edilmistir. Bunlarin % 93 ’{i kirmizidriimcek direnci ile
alakali olup, bunun da neredeyse yarisi seralarin 6nemli bir zararlist olan T. urticae ile
ilgilidir. A.P.R.D. uzmanlarinin sundugu “diinyadaki direng¢li ilk 20 eklembacakli”
listesinde 3 akar tiirii yer bulmus ve buna gore en 6nemli zararli eklembacakli olarak
listede birinci siray1 T. urticae almistir (Anonymous 2019c¢). iki noktali kirmizidriimeek
pek c¢ok (akarisit/insektisit grubuna karsi) organikfosforlu, karbamatli, piretroit,
pirazoller, piridazinonlar ve ketoenoller dahil toplamda 92 etken maddeye kars1 direng

gelistirmis durumdadir (Van Leeuwen vd. 2010).

Tarla popiilasyonlarindaki direncin hizli bir sekilde tespiti amaci ile pek ¢ok calismada
“ayirt edici doz” kullanilmistir. Ayirt edici doz, popiilasyon icinde hassas bireylerin
6liimiine neden olarak geriye direngli bireylerin kalmasina neden olan dozdur. Ayirt edici
doz, kullanilacak pestisite karsi hassas popiilasyonun baslangig toksisistesinin % 95’1 ile
99’u arasindaki degerle ifade edilir (Monteiro vd. 2015). Yapilan bir ¢alismada ayiric
doz olarak LCgo ’1n iki kat1 alinmistir (Kwon vd. 2015). Cok sayidaki ¢alismada ayiric
doz olarak LCgs ve LCgg segilmistir (Knight vd. 1990, Campos vd. 1996, Nauen vd. 2001,
Stumpf ve Nauen 2002). Bazi caligsmalarda ise ayirict doz olarak LCgg "un 1.30 kat1, 1.60
kati, 2 kati, 2.60 kat1 veya 3 kati ayirict doz olarak alinmistir (Shah vd. 2002, Khajehali
vd. 2011). Ancak bu tir ¢alismalarin, yiiksek dozlarda segicilige zorlanan tarla
popiilasyonlarinda direng seviyesinin tespit edilmesinde eksikliklere neden olabilecegi
vurgulanmigtir (Shah vd. 2002). Arastiricilar ayirici doz olarak uygulanan yiiksek
dozlarin, popiilasyon icerisinde var olan daha direncli bireylerin dldiiriilerek elemine
edilmesine neden olabilecegini, sonugta da ¢alismanin eksik yiiriitiilmesine yol agacagini
savunmaktadirlar (Shah vd. 2002). Yine ayn1 sekilde Log-doz probit egrisinin, mevcut
verilere dayanan tahminlere gore yorumlanmasininda hataya neden olabilecegi
diistiniilmektedir (Kwon vd. 2015, Anonymous 2021a). Dennehy vd. (1983) yaptiklari
calismada kullandiklari ayirici dozun (LCgg) iKi-ii¢ katinin direngli bireylerin % 98 *inden
fazlasini 6ldiirmiis olabileceginden bahsetmektedirler. Bir baska ¢alismada ise arastirici,
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan ayirict doz olusturmada, hassas popiilasyonun
% 100 ’tnii Oldiren en diisik dozunun 2 katinin alinmasmin tavsiye edildigini

bildirmektedir (Graca vd. 2005).



Aragtiricilar popiilasyonlarin direngli veya hassas olusunu, popiilasyonlara ayirici dozun
uygulanmasindan sonra, Olim oraninin % 80 ’den diisik goriilmesi durumunda
popiilasyonlar1 direngli olarak kabul edilmesi gerektiginden bahsetmektedirler (Davidson
ve Zahar 1973, Ay 2005, Monteiro vd. 2015).

Ulkemizde pamukta zararli T. urticae icin miicadele olanaklar1, bu zararlida pestisitlere
kars1 diren¢ olusumlar1 veya hassasiyet kayiplar1 gibi c¢alismalar c¢ok fazla
bulunmamaktadir. Diinyada ise konunun 6nemi artan kiiresel sicakliklar ve pamugun
endiistriye olan 6nemli katkisindan dolay1 kirmizidriimeekler tizerinde yapilan ¢aligmalar
giderek 6nem kazanmaktadir. Calismamizin ana hedefi pamuk {iretiminin yogun olarak
gerceklestirildigi Aydin, Adana, Sanlwurfa ve Diyarbakir illerindeki pamuk iiretim
alanlarinda ana zararli T. urticae popiilasyonlarinin toplanarak hassasiyetlerinin ortaya
konulmasidir. Pamuk yetistirilirken en fazla kullanilan “glutamat kapili klor kanallari
diizenleyici” akarisit insektisit ve METI grubu akarisitlere karsi direng durumlar1 klasik
yontemlerle arastirilmistir. Biyokimyasal metotlar kullanilarak diren¢ mekanizmasina
katkida bulunan detoksifikasyon enzimleri kinetik olarak Sl¢iilmiistiir. Hedef bolgenin
bulundugu gen bolgesinde, niikleotit degisiklikleri hassas popiilasyon ile karsilastirilarak
molekiiler diizeyde mutasyonlar taranmis, diren¢ durumu karakterize edilmeye

caligilmistir.

Bu caligmada T. urticae ’nin pamukta yaygin olarak kullanilan ii¢ farkli akarisit
insektisite (abamectin, bifenazate ve tebufenpyrad) kars1 direng durumunun belirlenmesi
ile insan ve ¢evre sagligini olumsuz yonde etkileyen sik ve yogun pestisit kullaniminin
azaltilmasina yonelik olarak, s6z konusu akarisitlerde diren¢ yonetimine iliskin temel

verilerin de elde edilmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Kaynak ozetleri “Biyoassay ve biyokimyasal direng” ve “Molekiiler” konulari

kapsaminda, iki farkli kisimda verilmistir.

2.1 Biyoassay Ve Biyokimyasal Diren¢ Konusu Ile Iliskili Kaynaklar

Hoy ve Conley (1987), toplamis olduklar1 3 adet T. urticae ve 2 adet Tetranychus
pacifucus McGregor,1941 (Acari:Tetranychidae) popiilasyonunu laboratuvar ve serada
abamectine karsi1 selekte etmislerdir. Tetranychus urticae ’de seleksiyon Oncesi baz
aldiklar1 degerde, seleksiyon sonrasinda o©Onemli bir degisiklik olusmadigini
bildirmektedirler. Ayn1 sekilde T. pacificus popiilasyonunda seleksiyon oncesi degerlere
gore 6nemli bir farklilik olusmadigi da bildirilmistir. Sonuglarin T. urticae ve T. pacificus
poplilasyonlarinda abamectin’e kars1 direng gelisme olasiligini ortadan kaldirmayacagini,
denemeye almman diger pestisitlerde propargite, cyhexatin ve fenbutation oxide karsi

capraz direng olusturmayacagini bildirmislerdir.

Campos vd. (1996), calismalarinda topladiklari ondort T. urticae popiilasyonunun
abamectine kars1 kontakt ve rezidii yontemi ile hassasiyetini aragtirmiglardir. Sonuglarini
hassas popiilasyon ile karsilagtirdiklarinda direng oranlarinin popiilasyonlar arasinda 1 -

84 kat arasinda degistigini belirlemislerdir.

Devine vd. (2001) serbetgi otu iizerinden topladigi T. urticae popiilasyonunu METI
akarisitlerden dordiine karst daldirma yontemini kullanarak denemislerdir. Sonucta,
tebufenpyrad, pyridaben, fenazaquin ve fenpyroximate ’ye karsi direng oranlarini
sirasiyla 46, 346, 168 ve 77 kat olarak belirlemislerdir. Direng diizeylerinin
tebufenpyrad’a maruz kalmamasi1 durumunda degismedigini, fakat tebufenpyrad’a maruz

kalsa da direng diizeylerini yiikseltmedigini bildirmektedirler.

Kim ve Seo (2001) yaptiklari ¢alismada armut agacindan elde ettikleri T. urticae ve avci
Amblyseius womersleyi Schicha,1975 (Acari: Phytoseiidae) iizerinde bazi akarisitlerin
ergin, yumurta, larvaya toksisitesi ve disilerin yumurta birakma kapasitesini

arastirmiglardir. Milbemectin uygulamasinda kullandiklar1 ergin disilerde uygulama



dozunda (10 ppm) T. urticae popiilasyonunda dort farkli uygulama siiresinde hayatta
kalma oranini belirlemislerdir. Aragtirmada en kisa siire olan 24 saat sonra erginlerin %
100 ’iniin oldigi belirlenmistir. Bifenazate ve acequinocyl uygulamasinda ergin T.
urticae disilerinde 118 ve 150 ppm dozlarinin ikisinde de 24 saat sonra (en kisa uygulama
stiresi) % 100 olim tespit edilmistir. METI1 grubu fenazaquin’in etkinligi 67 ppm

dozunda ergin T. urticae disilerinde 24 saat sonra % 100 6liim olarak tespit edilmistir.

Nauen vd. (2001), WI popiilasyonun (hassas) % 95’ini 6ldiiren doz olarak belirledikleri
ayirict  dozu diger popiilasyonlara uygulamislardir. Hassas popiilasyon ile
kiyasladiklarinda, AU ve AK popiilasyonlarint sirasiyla 1.60 kat ve 2.70 kat direngli
bulduklarini bildirmektedirler. AU ve AK popiilasyonlarinda pyridaben i¢in sirasiyla 13
kat ve 2000 kat; fenpyroximate i¢in de sirasiyla 4.80 ve >4000 kat diren¢ bulundugunu
bildirmislerdir. AK popiilasyonunun 4 sene boyunca ilaca maruz birakilmadan
yetistirildiginde ise, 4 yilin sonunda stabilitesinde degisiklik olmadigini belirtmektedirler.
Bu stabilitenin degismemesinide, Yyazarlar popiilasyonun laboratuvar ortaminda
gelisimsel dezavantajlara ve bu grup akarisitin baskin yapisindan kaynaklanabildigini

bildirmislerdir.

Kim ve Yoo (2002) yaptiklar1 ¢alismay1 predator akar [Phytoseiulus persimilis Athias-
Henriot,1957) (Acari: Phytoseiidae)] ve fitofag akar T. urticae tizerinde yiiriitmiislerdir.
Giil seralarindan toplanan ve fasiilye iizerinde yetistirilen T. urticae popiilasyonlarinda
sekiz adet akarisitin ergin fitofag ve predatorlerin canli kalma oranina etkisini belirlerken,
yumurta tizerine etkisini de arastirmiglardir. Calisilan akarisitlerden milbemectin’in
uygulama dozunda T. urticae erginlerinde 24 saatlik uygulama sonunda % 100 &liime

neden oldugu bildirilmistir.

Stumpf ve Nauen (2002) abamectin’ e kars1 T. urticae ’nin larva evresinde arastirma
yapmiglardir. Diren¢ oranlar1 hassas ¢ikan WI popiilasyonu ile diger popiilasyonlari
kiyasladiklarinda (GSS, AU, Akita, NL-00 ve COL-00 popiilasyonlari) en yiiksek 54 ve
26 kat direng orani ile NL-00 ve COL-00 popiilasyonlar1 belirlenmistir. Detoksifikasyon
enzimlerinden esteraz ’da yiiksek bir artis olmadigi, popiilasyonlarin okuma degerleri

hassas GSS (German Susceptible Strain) ile kiyaslandiginda birbirine yakin direng
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oranlart belirlendigi kaydedilmistir. Diger taraftan, GST enziminde artis oldugu,
abamectinin fluorometrik analizine MCB substrat1 ile bakildiginda NL-00, COL-00 ve
BR3-00 popiilasyonlarinda okuma degeri aktivitelerinde sirasiyla 11 kat, 5.80 kat ve 7.70
kat direng¢ belirlendigi kaydedilmistir. Arastiricilar sonug olarak, esteraz enziminin
abamectin direncinde ¢ok etkin olamayacagimi GST enziminin ise direngte rol

oynayabilecegini bildirmislerdir.

Lee vd. (2003) yazarlar galistiklart kimyasallar arasinda abamectin, emamectin-benzoate
ve milbemectin’ i T. urticae ’nin ergin evresine kars1 denemislerdir. Abamectin’ e karsi
iki popiilasyonun hassas popiilasyona gore daha hassas oldugunu, ancak diger
popiilasyonlarda 1.70 kat ile 19.50 kat arasinda diren¢ oldugunu bildirmislerdir.
Emamectin-benzoate i¢in sekiz tarla popiilasyonunda LCso oran1 en diisiik 0.36 ppm en
yiksek 11.30 ppm olarak belirlenmistir. Abamectin sonuglar1 kiyaslandiginda
popiilasyonlarin hassasiyetlerinin degistigini ve farkli popiilasyonlarin ayni grupta
bulunan emamectin-benzoate ’a karsi yiiksek hassasiyet gostermis oldugunu

vurgulamiglardir.

Ay vd. (2005) dort sera ve bir agik alandan toplanan, toplamda 5 farkli T. urticae
popiilasyonlarmin bazi akarisitlere karsi hassasiyetini arastirmiglardir. Yazarlar,
belirledikleri LCso oranlarini hassas popiilasyon ile kiyasladiginda direng oraninin 1.10

ila 2.90 kat arasinda degistigini bildirmektedirler.

Ay ve Giirkan (2005a,b) pamuk bitkisi iizerinden topladiklart dokuz farkli T. urticae
popiilasyonunun ii¢ selektif akarisite (dicofol, bromopropylate ve bifenthrin) karsi
duyarliligin1 biyoassay ve biyokimyasal yontemlerle incelemiglerdir. Rezidii biyoassay
yontemi  kullanilarak dicofol, bromopropylate ve bifenthrin uygulanan tiim
popiilasyonlarda LCso ve LCgo degerleri belirlenmis ve hassas (GSS) popiilasyon ile
kiyaslanarak direng oranlar1 dicofol, bromopropylate ve bifenthrin i¢in sirasiyla (LCso’ye

gore) 1112-2497 ve < 1-1106 ve < 1-669 kat olarak tespit edilmistir.

Sato vd. (2005) Sao Paulo’da ticari ¢ilek bahgelerinden topladiklar1 T. urticae

popiilasyonunu abamectin’e karsi selekte ederek hassas ve direngli popiilasyon elde
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etmiglerdir. Seleksiyonu 6 ay boyunca, 5 defa yaparak nihayetinde LCso58.10 mg/l olarak
belirlenirken; seleksiyon ile hassas hale gelen popiilasyonda LCso 0.17 mg/l olarak
belirlenmistir. Sonugta, hassas ile direngli hale getirilen popiilasyon kiyaslandiginda 342

kat direng belirlendigi bildirilmistir.

Van Leeuwen vd. (2005) hassas laboratuvar popiilasyonu LS-VL ile direncli popiilasyon
MR-VL popiilasyonunda bazi akarisitlerin  direng durumunu arastirmiglardir.
Abamectin’e kars1 LS-VL ile MR-VL popiilasyonlarinda LCs oraninin 0.31 mg/l oldugu
kaydedilmistir.

Yu vd. (2005) yaptiklari ¢alismada 2000 yilinda giil yetistirilen seralardan topladiklar: T.
urticae popiilasyonunu hem kalitim hem de diger etken maddelere kars1 ¢capraz direncine
bakmislar. Topladiklar1 OC popiilasyonunu dort sene boyunca bifenazate *a kars1 150°nin
tizerinde seleksiyon ile direngli popiilasyon (R) haline getirmisler ve hassas popiilasyon
ile kiyasladiklarinda, OC popiilasyonunda ergin igin sirasiyla 6 kat direng, R
poplilasyonunda ise 249 kat direng¢ gelistigini tespit etmislerdir.

Van Leeuwen vd. (2006) bifenazate ile selekte edilen direngli BR-VL popiilasyon ve
hassas LS-VL popiilasyonu ile calismiglardir. Acequinocyl etken maddesinde BR-VL ve
LS-VL popiilasyonlarinin LCsp oranlarini kiyasladiklarinda direnci 11.50 kat olarak

belirlemislerdir.

Fahnbulleh (2007) yaptig1 tez calismasinda GSS hassas popiilasyon ve iki Norveg
popiilasyonunu  (NOR4-NOR5) abamectin, fenazaquin ve fenpyroximate Kkarsi
hassasiyetlerini arastirmistir. NOR4 ve NORS popiilasyonlarinda abamectin i¢in 2.10 ve
1.70 kat direng belirlenmis; NOR4 ve NORS5 popiilasyonlari i¢in sadece NOR4
popiilasyonunda ¢ok yiiksek olmayan bir direng tespit edilmistir.

Ochiai vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada hassas T. urticae popiilasyonunu akarisit
uygulanmamis alandan topladiklarini, tebufenpyrad direngli popiilasyonu ise elma
agaclarindan topladiklarini belirtmiglerdir. Calismada, bazi1 akarisitler ve METI3

gurubundan bazi etken maddelere hassasiyeti arastirilmistir. Bifenazate ve acequinocyl
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icin direngli popiilasyonunun LCsp dozu hassas popiilasyonun degerleri ile
kiyaslandiginda bifenazate ve acequinocyl i¢in sirasiyla 1.23 ve 1.87 kat direng oldugu

belirlenmistir.

Van Leeuwen vd. (2007) bifenazate’in karbamatli akarisit oldugunu ve tetranychid akar
tirleri ile miicadelede etkili oldugunu bildirmektedirler. Bu etkinin goriilebilmesi igin
S,S,S-tributyl-phosphorotrithioate (DEF) mekanizmasi ile aktif hale getirilmesi gerektigi
belirtilmistir. Yaptiklar1 ¢alismada, organikfosforlu ve karbamatli grup ile bifenazate ’1
inhibe etme yeteneklerine bakilmistir. Sonugta, bilesige bagli olarak degisen esteraz
inhibisyonu, akarisit aktivasyonunda karboksilesteraz aktivitesini inhibe ederek

bifenazate’in etkinliginin azaldig: bildirilmistir.

Sokeli vd. (2007) ¢alismalarinda elmada iki noktali kirmizidriimeceklere kullanilan bazi
akarisitlerin diren¢ diizeylerine bakmiglardir. Yontem olarak kullandiklari ilaglama
kulesinde abamectin’e karst LCso degerini 6.41 — 15.13 pl/l olarak bulduklarini
bildirmisler. Toplanan T. urticae popiilasyonlarinda direncin ¢ok gelismedigi ve bu etken

maddeye kars1 duyarli olarak nitelendirmisler.

He vd. (2009) boriilce alanindan topladiklar1 Tetranychus cinnabarinus Boisduval,1867
(Acari: Tetranychidae) (T. urticae kirmizi formu) popiilasyonunu kirk iki kez abamectin
e kars1 selekte etmiglerdir. Seleksiyon Oncesi popiilasyonun abamectin’e karsi

hassasiyeti ile sonrasi olugan direncin 8.70 kat olarak belirlendigi kaydedilmistir.

Khajehali vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, T. urticae WI popiilasyonunun pek
cok organikfosforlu ve karbamatliya karsi hem tek basina hem de bifenazate ile karisim
halindeki hassasiyet diizeyleri belirlenmistir. Chlorpyrifos ile beraber bifenazate
uygulanmis denemede, bifenazate toksisistesinin arastirilan popiilasyonlarda diistiigii
bildirilmistir. Yiiksek esteraz aktivitesine sahip popiilasyonda, antagonistik etkinin iki
gin sonra distigii kaydedilmistir. Sonugta, yazarlar organikfosforlu bilesiklerle

bifenazate ’in beraber kullanilmasinin bifenazate etkisini diisiirdiigiinti bildirmislerdir.
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Koh vd. (2009) T. urticae popiilasyonlarinda abamectin ve milbemectin i¢in bulduklari
LC degerlerini hassas KRICT popiilasyonu ile kiyasladiklarinda abamectin i¢in en diisiik
1.40 kat ile en yiiksek 3.30 kat arasinda diren¢ oraninin degistigini tespit etmisler.
Milbemectin ile karsilastirildiginda ise popiilasyonlar arasinda 1.70 — 6.40 kat arasinda
direng gelistigini bildirmektedirler. Denemede fenazaquin ve tebufenpyrad ’a karsi
popiilasyonlarin hassasiyetine baktiklarinda fenazaquin igin 1.70 kat ile 55 kat arasinda
tebufenpyrad i¢in en diisiik 2.90 Kkat ile en yiiksek 154.60 kat arasinda degisen direng

oranlari tespit etmislerdir.

Lin vd. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada, T. cinnabarinus popiilasyonu 42 kez
abamectin kars1 selekte edilmistir. Seleksiyon sonrast hassas popiilasyon ile
kiyaslandiginda 8.70 kati diren¢ belirlenmistir. Arastirmada esteraz enziminin direngli
popiilasyondaki orani hassas popiilasyondaki ile kiyaslandiginda 2.70 kat enzim direng
katsayis1 kaydedilmistir. GST enziminin seviyesi hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda
3.37 kat1 direng tespit edilmistir. P-450 enzim degerinin hassasa gore 1.43 kat yiiksek
¢iktigini bulmuslardir. Yazarlar, olusan abamectin direncinde GST enziminin roliiniin
oldugunu, esteraz ve P-450 enzim degerlerine de bakarak abamectin direncine katkida

bulunabilecegini bildirmislerdir

Negm vd. (2009) T. urticae popiilasyonunu abamectin e kars1 kirk dél boyunca yaprak
daldirma yontemine gore selekte etmiglerdir. Seleksiyon oncesi kirmizidriimcegin
degerleri ile kiyaslandiginda olusan direncin 41.3 kati oldugu tespit edilmistir. Esteraz
enziminin seleksiyon 6ncesi 0.77 pg/akar/dakika, seleksiyon sonrasi direngli hale gelen
popiilasyonda ise 2.08 pg/akar/dakika oldugu bildirilmistir. Baglangigtaki hali ile
kiyasladiklarinda enzimde 2.70 kat diren¢ olustugunu tespit edilmistir. Calismada,
sitokrom P-450 monooksigenaz enziminin popiilasyonun baslangictaki hali ile seleksiyon
sonrasinda hali sirasiyla 11.30 ile 47.90 pg/akar/dakika olarak kaydedilmistir.
Popiilasyon baslangigtaki durumu ile kiyaslandiginda 4.30 kat P-450 enziminde direng
olustugu belirlenmistir. Yazarlar, sonugta abamectin e karsi olusan direncin sitokrom P-

450 enziminden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.
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Van Nieuwenhuyse vd. (2009) bifenazate ve acequinocyl ile yaptiklar1 ¢alismada
toksisite denemesi, ¢apraz direng ve mutasyonu aramiglardir. T. urticae LS-VL hassas
popiilasyonunda bifenazate, fluacrypyrim ve acequinocyl i¢in LCsg orani sirasiyla 1.60,
>10000 ve 10.7 mg/l olarak tespit edilmistir. Hassasiyet oranin bifenazate ve acequinocyl
’de GSS ’den cok daha diisiik ¢iktig1 kaydedilmistir. WI popiilasyonunda bifenazate,
fluacrypyrim ve acequinocyl i¢in LCsg orami sirasiyla 8.70, 3 ve 26.50 mg/l olarak
belirlenmistir. Fluacrypyrim i¢in hassas popiilasyona kiyasla LCsg degerinin daha diistik
ciktig1 kaydedilmistir. MR-VL ve MR-VP popiilasyonlarinda bifenazate direng oranlari
sirasiyla 2.90 kat ve 2 kat olarak belirlenmistir. Ayni popiilasyonlarda fluacrypyrim ’de
direng oranlart sirasiyla 4.40 kat ve >1515 kat olarak tespit edilmistir. Acequinocyl igin
hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda ise 1.40 kat ve 2.70 kat direng tespit edildigi
bildirilmektedir. BR-VL popiilasyonunda bifenazate, fluacrypyrim ve acequinocyl igin
direng oranlari hassas ile kiyaslandiginda sirastyla >2780 kat, >1515 kat ve 105 kat daha
direngli olarak belirlenmistir. BEL1 popiilasyonunda ayni ilag siralamasinda >10000,

>10000 ve 548 mg/l LCsp orani tespit edilmistir.

Van Pottelberge vd. (2009a) Belgikadan topladiklari arazi popiilasyonu olan (MR-VP) T.
urticae popilasyonunu METI gurubu akarisitlere direngli popiilasyon olarak
bildirmektedirler. GSS popiilasyonunu 1965 *den beri higbir pestisite maruz birakilmadan
yetistirilmis oldugunu ve kiyaslama amaciyla kullandiklarini ifade etmektedirler. Direngli
MR-VP popiilasyonunu tebufenpyrad, fenpyroximate, pyridaben ve fenazaquin kars: test
edip hassas popiilasyon ile kiyasladiklarinda sirasiyla 184, 1547, 5971 ve 35 kat direncli
oldugunu bildirmektedirler.

Van Pottelberge vd. (2009b) yaptiklari ¢alismada hassas LS-VL popiilasyon ile bu hassas
popiilasyonu spirodiclofen ile selekte ederek yeni SR-VP popiilasyonunu g¢alismada
kullanmislardir. Denemede kullandiklar1 abamectin etken maddesine LS-VL ve SR-VP
popiilasyonlar1 i¢in LCsp degerini sirasiyla 0.40 ve 0.52 mg/l olarak bulmuslar, elde

ettikleri sonuglari hassas popiilasyon ile kiyasladiklarinda 1.30 kat direng belirlemislerdir.

Yorulmaz ve Ay (2009), Antalya ilinden fasiilye seralarindan topladiklart BEYO2 T.

urticae popiilasyonunun abamectin ile selekte etmisler ve popiilasyon adint ABA15
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olarak kaydetmislerdir. Seleksiyon sonucu olusan direng¢ katsayisi hassas popiilasyon
(GSS) ile kiyaslandiginda 35 kat abamectin direnci gelistigi belirlenmistir. Biyokimyasal
analizde ise esteraz enzimi okuma degerlerinin hassas popiilasyona kiyasla yiiksek ¢iktig
bildirilmistir. Ayrica, GST spesifik enzim aktivitesi i¢in okuma degerlerinin hassas
popiilasyona kiyasla diisiik ¢iktig1 bildirilmistir. Sitokrom P-450 enzimi okuma degerleri
hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda ise BEYO2 ve ABA15 popiilasyonu i¢in enzimde
1 ve 2.43 kat direng belirlenmistir. Sonugta yazarlar, esteraz, GST ve P-450 enziminin

direng gelisiminde rol oynayabilecegini vurgulamislardir.

Khajehali (2010) yapmis oldugu calismada bifenazate *in LCsp oranlarini LS-VL ve SR-
VP popiilasyonlar1 igin sirasiyla 1.20 ve 2.40 mg/l olarak; acequinocyl igin ise 7.70 ve
29.6 mg/l olarak belirlemiglerdir. Hassas popiilasyon LS-VL ile kiyaslandiginda,
bifenazate ’in 2 kat ve acequinocyl i¢in ise 3.80 kat direng gelistigi tespit edilmistir.
Tebufenpyrad *in LCso degeri sirastyla 63.50 ve 137.40 mg/I; pyridaben ’in ise 156 mg/I
ve 135 mg/l oldugu bildirilmistir. Hassas popiilasyon LS-VL ile kiyaslandiginda
tebufenpyrad i¢in 2.20 kat direng belirlenirken, pyridaben i¢in direng gelismedigi tespit
edilmistir. Yazar, bu etken maddelere karsi spirodiclofene direngli popiilasyonun ¢apraz
direng gelistirmedigini de ifade etmektedir.

Khajehali (2010) dort popiilasyonda (2 hassas ve 2 direngli) spesifik enzim aktivitesini
aragtirmistir.  Esteraz enzim aktivitesine 1-naphtyl acetate (1-NA) substrati ile
bakildiginda SAMB, GSS, CREV eg-bf ve ATHRos-bf popiilasyonlar1 igin sirasiyla 131,
120, 315 ve 167 mOD min? mg? protein degerinde olduklar1 bildirilmistir. Esteraz
enziminin her iki direngli popiilasyondaki orani hassas popiilasyonlara kiyasla yiiksek
oldugu bildirilmistir. Daha hassas olan SAMB popiilasyonunda GSS popiilasyonuna
kiyasla esteraz enzim aktivitesinin yiiksek diizeyde oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde,
daha direngli olan ATHRos-bf popiilasyonunda CREV eg-bf popiilasyonuna kiyasla

esteraz enzim aktivitesinin yaklasik olarak yari yariya diistiigi bildirilmistir.
Kwon vd. (2010a), ¢aligmalarinda abamectin e hassas AbaS popiilasyonu ile direngli

AbaR popiilasyonunu kiyaslamislardir. Hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda direng

oran1 17.90 kat olarak belirlenmistir. Spesifik esteraz enzim aktivitesinde kullandiklari 1-
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naphthyl acetate, 1-naphthyl butyrate, 4-nitrophenyl acetate substratlarinin higbirinde
anlamli bir sonu¢ ¢ikmadigini belirtmektedirler. P-450 i¢in kinetik enzim aktivitesinde
fark tespit edilmedigi bildirilmistir. Arastiricilar, enzim degerlerinin disiik seviyede
oldugunu farmakokinetik etkinin olmadigin1  hedef bolge duyarsizliginin

(farmakokdinamik) olabilecegini ifade etmektedirler.

Kwon vd. (2010b) arastirmalarinda abamectine hassasiyet ¢alismasinda LCso degerini
UD ve PyriF popiilasyonlari igin sirasiyla 0.10 ppm ve 0.43 ppm olarak belirlemislerdir.
Spesifik enzim aktivitesi icin bakilan karboksilkolin esteraz *da 1-NA ve 1-NB (1-
naphthyl butyrate) substratlarinin degerleri hassas popiilasyonun degerleri ile
kiyaslandiginda hidroliz aktivitelerinde Onemli fark belirlenmedigi; 4-NPA (4-
nitrophenyl acetate) ve 4-NPB (4-nitrophenyl butyrate) substratlari ile bakildiginda ise
esteraz enzim aktivitesinin arttigi ve farkliligin istatistiksel olarak onemli oldugu
bildirilmistir (P < 0.05). Yazarlar, esteraz enziminin abamectin ’e diren¢ olusumunda
roliiniin oldugunu bildirmislerdir. GST enzimi aktivitesinde Onemli bir farkliligin
olusmadigi, P-450 spesifik enzim aktivitesinde ise abamectine karsi1 direng gelisiminde

roliiniin olabilecegini bildirmislerdir.

Nicastro vd. (2010), Brezilya’da ticari kasimpati1 alanlarindan T. urticae popiilasyonlari
toplamiglardir. Bunlarin bir kisminin milbemectin ’e kars1 6 kez selekte edilerek direngli
hale getirmisler; diger kismin1 hassas popiilasyon haline getirmek igin 5 kez selekte
etmislerdir. Sonugta, direngli hale gelen popiilasyon ile hassas hale getirilen popiilasyon
arasinda 403 kat direng ortaya ¢iktigi belirlenmistir. Direncin stabilitesi 7 ay boyunca
izleyerek degerlendirmeye almiglardir. Popiilasyon i¢indeki bireylerde direncin % 75
’den % 14.50 ’e diistiigii bildirilmistir.

Stavrinides vd. (2010) Kaliforniya’da baglarda T. pacificus miicadelesinde
basarisizliklarin yagandigi, bag alanlarindan topladiklar1 popiilasyonlarin bazi akarisitlere
kars1 hassasiyetlerini incelemislerdir. Bulunan degerler hassas popiilasyon ile
kiyaslandiginda ortaya 3.10 ila 7.10 kat arasinda degisen direng oranlarinin tespit edildigi
bildirilmistir. Popiilasyonlardan ikisinde hassas popiilasyona kiyasla LCso degerinin daha

diisiik ¢iktig1, fakat bu farkliligin istatistiki olarak 6nemli diizeyde olmadigi bildirilmistir.
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Vostrel (2010) yaptigi bir calismada Cek Cumbhuriyeti’nde 2006 ve 2007 yillari arasinda
topladig1 yirmi popiilasyonda bifenazate ’a karsi hassasiyetleri arastirmistir. Kullanilan
en diisiik uygulama dozunda % 84 6liim belirlenirken, bifenazate’in ¢ok etkili oldugu

ifade edilmistir.

Ay ve Kara (2011) tarafindan yapilan bir arastirmada Antalya ilinde 2003 yili haziran
ayinda ticari bir fasiilye serasindan toplanan BEYO2 popiilasyonu 3 sene boyunca hi¢bir
pestisite maruz birakilmadan yetistirilmistir. BEYO2 popiilasyonu METI1 grubu olan
fenpyroximate kars1 14 defa selekte edilerek olusan direngli bireyler FPY 14 olarak
isimlendirilmistir. BEYO2 popiilasyonunda fenpyroximate karsi LCso oran1 3.51 mg/I
olarak belirlenirken, FPY 14 popiilasyonunda bu oran 213.36 mg/l olarak belirlenmistir.
GSS popiilasyonunda fenpyroximate karsi baslangigta 1 kat olarak belirlenen direncin,

sonrasinda 64.43 kat seviyesine ¢iktigi bildirilmistir.

Khajehali vd. (2011) giil seralarindan topladiklari T.urticae popiilasyonlarina karsi
milbemectin ve abamectin ’in TD/5 (tarla dozundan 5 kat diisiik), TD ve 5TD (tarla
dozunun 5 kati) dozlarinin etkinligini belirlemistir. Calismada, GSS i¢in milbemectin *de
TD/5 dozunda % 24, TD uygulamasinda % 88 ve STD denemesinde % 100 6lim tespit
edilmistir. Ayrica, abamectinde TD/5 dozunda % 100 6liim tespit edilmistir. Calisilan 15
popiilasyonda milbemectin i¢in, TD/5 dozunda % 0.10 ila % 93 6liim kaydedilmistir.
Milbemectin ’in TD seviyesinde % 17 ila % 100 6liim belirlenmistir. 5TD uygulamasinda
ise en diistik % 86 6liim kaydedilmistir. Abamectin igin popiilasyonlarda TD/5 dozunda
% 2 ila % 100 6lim, TD seviyesinde % 4 ila % 100 6lim; 5TD uygulamasinda ise en
diistik % 34 6liim tespit edildigi bildirilmistir.

Niu vd. (2011) arastirmalarinda, dokuz farkli narenciye alanindan topladiklari
Pananychus citri McGregor,1916 (Acari: Tetranychidae) popiilasyonlarinin pyridaben ’e
kars1 hassasiyetini caligmislardir. Hassas Jiangijn popiilasyonunun pyridaben ’e karsi
LCso konsantrasyonu 0.20 mg/l olarak tespit edilmistir. Diger popiilasyonlarda
belirlenilen LCso konsantrasyonlarinin hassas popiilasyonun LCso konsantrasyonu ile

kiyaslanmasiyla 2.50 Kkat ila 154.50 kat arasinda degisen direng oranlar1 belirlenmistir.
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Ullah vd. (2011) yaptiklar1 arastirmada iki farkli akar tiirinlin bazi akarisitlere
hassasiyetini belirlemislerdir. Calismada hassas Tetranychus kanzawai Kishida, 1927
(Acari: Tetranychidae) popiilasyonu Tk-JN Nippon Soda Co. (Japan) sirketinden temin
edilmistir. T. kanzawai tiiriiniin hassas ve tarla popiilasyonunda Milbemectin ’¢ ait LCso
konsantrasyonlari, sirasiyla 0.08 ve 0.56 mg/l olarak belirlenmistir. Sonucta, yazarlar 7

kat direng¢ oldugunu belirlemislerdir.

Kumari vd. (2012) cay akarmna kars1 az sayida ruhsath akarisit bulunan Hindistan da
2008 - 2009 yillarinda bifenazate ’in ¢ay bahgelerindeki akarlara karsi etkinligini
arastirmiglardir. Cay bahcesinde haziran aymnda c¢ay akarlarinin pik yaptigim
bildirmektedirler. Birinci deneme sezonunda uygulanan 250 g/ha dozunun 35 giin
siiresince etkili oldugunu bildirmislerdir. Ikinci sezonda uygulanan 250 ve 200 g/ha

dozunun, benzer sekilde, 35 giline kadar etkili kontrol sagladigini bildirmislerdir.

Tirello vd. (2012) ¢alismalarinda, hassas BOSA popiilasyonunu ilaglama yapilmayan
sebze alanlarindan; diger iki popiilasyonu ise (SAN, PSE) giil yetistirilen seradan
toplamiglardir. Abamectin’e kars1t BOSA popiilasyonunda LCsp konsantrasyonu 0.01
mg/l, tarla popiilasyonlarinda ise SAN ve PSE igin sirasiyla 0.16 ve 10.13 mg/l olarak
belirlenmistir. Direng oranlar1 hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda sirastyla 20.70 ve

1294 kat olarak tespit edilmistir.

Memarizadeh vd. (2013) tarafindan yapilan arastirmada, abamectin’de en yiiksek
konsantrasyonda direngli ISR popiilasyonunda 6liim oran1 % 4.70 olarak tespit edilmistir.
LCso degerinin hesaplanmasinin imkansiz oldugu, tahmini direng faktoriiniin >12755
kattan daha biiyiik olabilecegi bildirilmistir. Spesifik enzim aktivitesinde esteraz enzimi
icin, B-NA deger diisiikken a-NA (1-NA) substrati ile bakilan enzim aktivitesinde daha
yiiksek okuma degerleri tespit edilmistir. Enzim degerleri kiyaslandiginda 1.35 kat direng
tespit edilmistir. Neticede, esteraz enziminin diren¢ olusumuna katkisinin diisiik
olabilecegi bildirilmistir. Spesifik GST enzimine CDNB substrat1 ile bakildiginda enzim
degerinin hassas popiilasyona gore 1.22 kat daha fazla aktivite degeri oldugu

bildirilmistir.

19



Nicastro vd. (2013) araziden topladiklar: T. urticae popiilasyonunu bazi akarisitlere karsi
hassasiyetini arastirmis ve ardindan chlorfenapyr ’e karsi selekte etmislerdir. Seleksiyon
sonrasinda bazi etken maddelere karsi ¢apraz direng ve negatif direng arastirilmistir.
Abamectin ve milbemectin ’de LCso konsantrasyonlari direngli (R) popiilasyonda
sirastyla 3.48 ve 36.62 mg/l olarak tespit edilmistir. Hassas olarak selekte edilen
popiilasyon ile kiyaslandiginda abamectin ve milbemectin igin, sirasiyla 3.88 ve 1.10 kat
direng tespit edilmistir. Sonugta, abamectin’e kars1 pozitif ¢apraz direng goriiliirken
milbemectin’e ise gapraz direng gelismedigi bildirilmistir. Fenpyroximate de LCso
konsantrasyonu direngli (R) popiilasyonda 6.41 mg/l olarak belirlenirken; hassas olarak
selekte edilen popiilasyon ile kiyaslandiginda 1.30 kat direng orani tespit edilmistir.

Yazarlar, fenpyroximate’e ¢apraz direng gelismedigini bildirmislerdir.

Piraneo (2013) calismasinda hassas popiilasyonun on defa seleksiyon sonunda direngli
hale geldigini ve LCsg konsantrasyonunun 11.99 mg/l oldugunu bildirmistir. Baslangigtan
itibaren bifenazate kars1 14.63 kat direng olustugu kaydedilmistir. Abamectin’e karsida
seleksiyon sonrasinda gelisen direng 26.70 kat olarak tespit edilmistir. Tarladan toplanan
popiilasyonlarda bifenazate ve abamectin hassasiyeti arastirilmig; sonugta bifenazate ’a

kars1 96.30 kat’a kadar, abamectin ’e kars1 da 107.60 kata kadar direng tespit edilmistir.

Yorulmaz vd. (2013) abamectin ile ayn1 grupta ve ayni etki mekanizmasina sahip olan
milbemectin’i Isparta’da elma bahgelerinden topladiklar1 ti¢ Neoseiulus californicus
McGregor, 1954 (Acari: Phytoseiidae) popiilasyonuna etkinligini arastirmiglardir.
Egirdir, Eylipler ve Gelendost’tan toplanan {i¢ popiilasyonda LCso oranlar
kiyaslandiginda, sirastyla 7.20, 6.52 ve 7.35 kat direng gelistigi bildirilmistir. Esteraz
spesifik enzim aktivitesinin en yiiksek Egirdir popiilasyonunda goriildiigli; ancak bu ii¢
popiilasyonunda istatistiki olarak ayni1 grupta yer aldigi (P<0.05), GST enzim
aktivitesinin ise en yiiksek Eyiipler popiilasyonunda kaydedildigi, fakat istatistiki olarak

fark bulunmadigr bildirilmistir.

Vassiliou ve Kitsis (2013) Kibris’ta agik alan ve seralardan toplanan 5 farkli

kirmizioriimcek popiilasyonlarint bes farkli etken maddeye karsi hassasiyetlerini
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arastirmilardir. Abamectin’e popiilasyonlar arasinda en diisiik 248 kat ve en yiiksek 3822
kat direng tespit edildigi kaydedilmistir.

Latheef ve Hoffmann (2014), ¢alismalarinda pamuk bitkilerinin bulundugu bir serada
yetistirilen temiz fasulyeye bulasan akar popiilasyonuna kars1 bazi1 akarisitlerle denemeler
yiriitmislerdir. Arastirmada “glass viyal” yontemi ile akarlara karsi kontakt toksisite
degerleri belirlenmistir. Abamectin ile yapilan denemede LCsg konsantrasyonunun 0.014
ug/viyal oldugu tespit edilmistir. Sonugta, propargite ve dicofol etken maddeleri
kiyaslandiginda sirasiyla 1000 kat ve 490 kattan daha fazla toksik oldugu bildirilmistir.
Bifenazate ve abamectine iliskin sonuglar kiyaslandiginda bifenazate’de abamectin’e

gore 8 kat daha diisiik toksik etki tespit edilmistir.

Riga vd. (2014) ¢aligmalarinda giil seralarindan direngli Mar-ab popiilasyonu toplamaislar.
Mar-ab popiilasyonunu her iki nesilde bir 10 mg/l abamectin ile seleksiyona tabi
tutmuslar ve Londra hassas popiilasyonu ile kiyaslamislar. Tespit edilen LCso
konsantrasyonlar1 hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda 1632 kat direng gelistigi
kaydedilmistir. Spesifik esteraz enzim 1-NA substrati ile hassas popiilasyon direngli Mar-
ab poptilasyonuna kiyasla okuma degerlerinin daha yiiksek ¢iktigi bildirilmistir. Fakat, -
NA ile belirlenen degerde 6nemli bir fark bulunmadigi tespit edilmistir. Spesifik GST
enzim monocloro-bimane substrati ile okuma degerleri hassas popiilasyon ile

kiyaslandiginda 5.29 kat direng bulundugu bildirilmistir.

Sugimoto ve Osakabe (2014) pyridaben ve cyenopyrafen hassasiyetinin belirlenmesi igin
NO popiilasyonunu pyridaben ’e (5 kez) direngli hale getirilmistir. Seleksiyon dozlari
pyridaben i¢in 200, 1000, 10000, 10000 ve yine 10000 mg/l olarak uygulanmigtir. Olusan
direngli pyridaben popiilasyonuna NPR adi verilmistir. Caligmada 6nce hassas ve tarla
popiilasyonlarinin hassasiyeti belirlenmistir. Kiyaslama yapildiginda ise pyridaben’e
tarla popiilasyonunun daha hassas oldugu ve diren¢ olusmadigi tespit edilmistir.
Seleksiyon sonrasinda pyridabene >13158 kattan daha yiiksek direng oldugu tespit
edilmistir. Capraz direng olarak NPR popiilasyonunda pyridaben i¢in 2584 kattan daha
yiiksek direng gelistigi, cyenopyrafene karsi ise 178 kat direng gelistigi tespit edilmistir.
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Tang vd. (2014a) arastirmalarinda abamectin’e hassas popiilasyonda yumurta, larva ve
ergin hassasiyetini belirlemislerdir. Hassasiyet siralamasinda en hassas olarak larva evresi
bulunmus; bunu yumurta ve ergin evresi izlemistir. Cin’de Shandong bolgesinde
abamectin ve pyridaben’e karsi yliksek direncin gelistigi ve silirekli kullanlan diger
akarisitlere kars1 da direncin arttig1r bildirilmistir. Bifenazate’e hassas popiilasyonda
yumurta, larva ve ergin hassasiyeti arastirilmig; hassasiyet siralamasinda en hassas evre
olan larva evresini yumurta ve ergin evreleri takip etmistir. Calismada, direng oranlarinin

1.06 ila 1.26 kat arasinda degistigi tespit edilmistir.

Ferreira vd. (2015) tarafindan yapilan calismada Brezilya’nin farkli bolgelerinden
toplanan tarla popiilasyonlarina karsi ¢ok sayida pestisitin etkinligi arastirilmistr.
Abamectin igin belirlenen en yiiksek LCso konsantrasyonu 326 mg/l olarak tespit
edilmistir. Hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda diren¢ oranlar1 en diisiik 8 kat, en
yiksek 295270 kat olarak Chrysanthemum bitkisinden topladiklari Bonito

popiilasyonunda tespit edilmistir.

Kwon vd. (2015) calismalarinda daha onceden elde ettikleri popiilasyonlarin bazi
akarisitlere hassasiyetlerini deneme kaplarinda rezidii kontakt yontemi ile
belirlemislerdir. Hassas PyriF popiilasyonunda abamectin igin LDso degeri 0.002 pgcm?
olarak belirlenmistir. Bifenazate icin LDso degeri 0.083 upglcm? pyridaben ve

tebufenpyrad icin ise sirasiyla, 1 ve 0.054 pg'icm? olarak tespit edilmistir.

Monteiro vd. (2015) Brezilya’da yapmis olduklari ¢alismada iki y1l boyunca iki farkli bag
alaninda abamectin’e T. urticae popiilasyonlarinin direncini belirlemislerdir. Toplamda
35 ornek alinmig, bunlardan 20 popiilasyonun devamliligi saglanmistir. Ayirici doz olarak
1 mg/l (LCs0) ve 9 mg/l (LCos) abamectin kullandiklar1 belirtilmistir. Abamectin
uygulanan popiilasyonlarin % 45’inde % 80’den daha diisiik 6liim belirlenmis ve bu
popiilasyonlar1 abamectin’e direngli olarak kabul etmislerdir. Ayirici doz olarak 9 mg/1
uygulanmis, canli kalan popiilasyonlart ayr1 denemeye almiglar ve LCso
konsantrasyonlarini belirlemislerdir. Popiilasyonlar arasinda LCsg konsantrasyonunun
1.66 ila 5.61 mg/l arasinda degistigi, hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda en diisiik
2406 kat ve en yiiksek 8272 kat arasinda direng belirlendigi bildirilmistir.

22



Wang vd. (2015) topladiklar popiilasyonlarda farkli akarisit ve insektisitlere hassasiyeti
arastirmiglardir. Hassas popiilasyonda abamectin’de LCso konsantrasyonunu 0.079 mg/I
olarak tespit etmislerdir. Popililasyonlar arasinda abamectin hassasiyeti incelendiginde
LCso konsantrasyonlart 4.30 ila 122.10 mg/l arasinda tespit edilmistir. Hassas kabul
edilen popiilasyon ile kiyaslandiginda direncin 55 ila 1545.60 kat arasinda oldugu

belirlenmistir.

Eziah vd. (2016), Ghana’da dort bolgeden topladiklart popiilasyonlarin bes farkli etken
maddeye hassasiyetlerini aragtirmiglardir. Hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda arazi
popiilasyonlarinin emamectin benzoate’a 7 ila 11 kat arasinda direngli bulundugu

bildirilmistir.

Bajda vd. (2017) METI1 gurubu akarisitlerin yiiksek oranda kompleks I (METI1 grubu
akarisitler) quinon baglanma yerine hareket eden “Mitokondriyal Elektron Tasinimini”
engelledigi, 6zellikle de P-450 monooksigenazlarin asir1 faaliyetinden dolayr direncin

gelistigini bildirmislerdir.

Brown vd. (2017) pamuk bitkilerinden toplanan T. urticae popiilasyonlarinin abamectin’e
toksisitesini arastirmislardir. En yiiksek direng oranlarini, Concordia ve Catahoula
popiilasyonlar1 i¢in sirasiyla, 630 ve 1415 kat olarak tespit etmislerdir. Calismada, en
diisiik direng orani ise 11.10 kat ile Mississippi’den toplanan popiilasyonda tespit

edilmistir.

Li vd. (2017) Cin’de T. urticae laboratuvar popiilasyonunda bifenazate’in sublethal
etkilerini arastirmiglardir. Calismada disilerin yumurta birakma sayisi, yumurtlama siiresi
(glin), 6miir uzunlugu gibi farkli parametreler incelenmistir. Bifenazate uygulanan
popiilasyonda LC1o Ve LCz degerlerinin sirastyla % 9 ve % 13 oraninda 6liime yol agtig1
bildirilmistir. Disilerin 0miir uzunlugu kontrolde 22 giin iken LCio ve LCzo

uygulamasinda sirasiyla 5 giin ve 3.87 giin olarak tespit edilmistir
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Namin (2017) calismasinda hiyar serasindan toplanilan FS popiilasyonunu pyridaben ile
senede iki defa olmak {iizere li¢ sene boyunca LCgo oraninda selekte etmis ve yeni
popiilasyona SFS adin1 vermistir. Hassas olarak Londra popiilasyonunu kullanmustir.
Arastirmada direng, metabolik ve molekiiler olarak irdelenmistir. Biyokimyasal olarak P-
450 enziminin katkisin1 bulmay1 amaglayan arastirici, enzim inibitérii PBO (piperonyl
butoxide)’yu selekte ettigi SFS popiilasyonunda denemistir. Pyridaben ile selekte edilen
SES popiilasyonunun seleksiyon 6ncesi hali ile kiyaslandiginda toplamda 3300 kat
direngli oldugu belirlenmistir. DEF (EST inhibit6rii), DEM; diethyl maleathe (GST
inhibitorii), PBO (P-450 inhibitorii) sinerjisti ile yaptigi kombinasyonlu denemelerde
DEF ve DEM sinerjistleri ile etki tespit edilmedigi, PBO ile yapilan denemede muhtemel

metabolik diren¢ mekanizmasinin P-450 oldugu ve toksisiteyi arttirdigi kaydedilmistir.

Cagatay vd. (2018), yapmis olduklar1 ¢alismada Antalya ve Mugla’daki seralarindan
toplamis  olduklar1 T. urticae popiilasyonlarinin  abamectin’e  hassasiyetini
arastirmiglardir. Toplanan ti¢ popiilasyonda direncin 222.30 ila 403.70 kat arasinda
degistigi tespit edilmistir. Bu {i¢ popiilasyonda incelenen detoksifikasyon enzimlerinden
esteraz enziminin, direngli bireylerdeki oraninin hassas popiilasyona kiyasla yiiksek
oldugu bildirilmistir. Ancak, hassas hari¢ diger popiilasyonlar arasinda istatistiki olarak
bir farklilik bulunamadig: bildirilmistir (P<0.05). GST enzim aktivitesi ile ilgili olarak
Fethiye 1 ve Antalya popiilasyonlari ile GSS popiilasyonu arasinda 6nemli bir fark tespit
edilmedigi bildirilmistir. Benzer sekilde, Fetihye 2 popiilasyonunda GST aktivitesinde
hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda istatistiki olarak kayda deger bir farklilik

bulunmadig bildirilmistir (P<0.05).

Liang vd. (2018) T. urticae popiilasyonu iizerinde iki farkli maddenin tek tek ve belirli
oranlarda birlikte toksisitesini arastirmiglardir. LCso degeri bifenazate uygulandiginda
LCso oran1 13.03 mg/l, propargite uygulandiginda ise 25.61 mg/l olarak tespit edilmistir.
Farkli oranlarda karigim pestisitlerden bifenazate + propargite (5:1) uygulamasinda LCso
degerinin 10.32 mg/l ’ye diistiigli ve sinerjist etki oldugu bildirilmistir. Bifenazate +
propargite 1:1 ve 1:5 oranda uygulandiginda LCsg oraninin daha yiiksek tespit edildigi,
bu dozlarda toksisitenin diisiik oldugu bildirilmistir.
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Massoud vd. (2018), 2015-2016 yillar1 arasinda, ¢ilek bahgesinde ¢ok sayida akarisit ile
calismiglardir. Arastirmada, her sezon 15 giin araliklarla pestisit uygulanarak, 24, 48 ve
72 saat sonrasi etkinlik belirlenmistir. Sonugta, sezona gore degismekle birlikte her iki
sezonda da en etkili ilk iki akarisitin abamectin veya milbemectin oldugu bildirilmistir.
METI3 gurubundan en etkili 3. akarisitin ise her sezonda bifenazate oldugu, METI1

gurubundan ise en etkili 4. akarisitin her sezonda fenpyroximate oldugu kaydedilmistir.

Sharma ve Bhullar (2018) ¢alismalarinda hassas popiilasyonu laboratuvarda yirmi bes dol
boyunca higbir akarisite maruz birakmadan yetistirmislerdir. Hassas popiilasyon
toplanilan diger popiilasyonlar ile kiyaslandiginda fenpyroximate’e kars1 2.20 ila 10.15
kat arasinda diren¢ oldugu, fenazaquin’e karsi ise 6.70 ila 24.60 kat arasinda direng

gelistigi tespit edilmistir.

Xuvd. (2018) ¢alismalarinda T. urticae’ye ait hassas popiilasyonu 2009 yilinda Shandong
eyaletindeki bir elma bahgesinden toplamislardir. Calismada toplamda 7 tarla
popiilasyonunun ise 4 farkli sehirden toplandigi bildirilmistir. Arastirmada toplanan
popiilasyonlart ¢ok sayidaki etken maddeye, yaprak daldirma yontemiyle, hassasiyet
calisilmigtir. Abamectin’e karst hassas popiilasyonun LCso oran1 0.55 mg/l olarak tespit
edilirken; toplanan diger popiilasyonlarda ise LCsp oranlar1 en diisiik 174.20 mg/l ila en
yiksek 995.20 mg/l arasinda oldugu bildirilmistir. Veriler hassas popiilasyon ile
kiyaslandiginda 316.70 kat ila 1809.50 kat arasinda direng orani belirlenmistir.

Chen vd. (2019) alt1 tarla popiilasyonu ve hassas popiilasyonunun kompleks 3 (METI3)
bifenazate ve kompleks 2 (METI2) engelleyicisi cyenopyrafen ve ayn1 yapiya sahip olan
yeni bir aktif madde olan SYP-9625’ckars1 hassasiyetini aragtirmiglardir. Bifenazate igin
hassas popiilasyonda LCso oran1 17.96 mg/l; tarla popiilasyonlarinda en diisiik hassasiyete
sahip popiilasyonun LCsp oran1 191.23 mg/l, en diisiik LCsp oraninin ise 39.80 mg/l
oldugu tespit edilmistir. Hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda direng oraninin 2.20 ila

10.65 kat arasinda degistigi bildirilmistir. Ayrica, kompleks 3 ve kompleks 2 arasinda

capraz diren¢ olusmadig bildirilmistir.
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Diaz-Arias vd. (2019) Meksika’da kesme giil yetistiriciligi yapilan ve abamectin’in
etkisizligi bilinen seralardan 2017 yilinda dort popiilasyon toplamislardir. Hassas
popiilasyon Colegio de Postgraduados Montecillo kampiisiinde {ii¢ yildir ilaglama
yapilmayan alandan toplanmistir. Popiilasyonlar arasinda en yiiksek LCso degeri 25.37
mg/l olarak bulunurken, diren¢ oranlarinin hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda en

PR

yiiksek 21141 kat’a kadar degistigi belirlenmistir.

Inak vd. (2019) Tiirkiye’nin giineyinden topladiklar1 T. urticae popiilasyonlaria
abamectin etken maddesini uygulama dozunun beste biri, uygulama dozu ve uygulama
dozunun bes kati olarak uygulamistir. GSS popiilasyonunda abamectin uygulama
dozunun beste birinde % 98.50 6liim belirlenirken; tarla popiilasyonlarinda beste bir tarla
dozu uygulamasinda en diisiik % 2.40 ve en yiiksek % 73.90 6liim tespit edilmistir.
Uygulama dozunda tarla popiilasyonlarinda en diisiik 6lim oran1 % 9.60 ve en yiiksek

6liim orani ise % 100 olarak bildirilmistir.

Rameshgar vd. (2019) vyiiriittiikleri calismada Dogu Azerbaycan, Bat1 Azerbaycan ve
Isfahan bolgesi elma agaclarindan topladiklari on iki Pananychus ulmi Koch,1836 (Acari:
Tetranychidae) popiilasyonunun abamectin’e karsit toksisitesini aragtirmiglardir.
Calismada 12 popiilasyonun LCso degerlerinin 1.57 mg/l ila 5.50 mg/l arasinda
belirlendigi, hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda direncin 46 kat’a kadar degistigi
kaydedilmistir. Esteraz enzimi baskilayicis1 TPP sinerjisti kullanildiginda ise spesifik
esteraz enzim aktivitesinde diren¢ oranlar1 arasinda fark bulunmamis ve hassas

popiilasyon ile benzer oldugu bildirilmistir.

Sugimoto ve Osakabe (2019) cilek bahgesinden topladiklari popiilasyonu (SoKgl)
acequinocyl’e karsi on dort giin araliklarla ve artan uygulama dozlarinda (75, 75, 150,
150 ve 150 mg/l) selekte etmistir . Selekte edilen popiilasyona SoKg-AceR adi verilmis
ve hassas popiilasyon ise Bolge Zirai Arastirma Merkezinden temin edilmistir. Getirilen
hassas popiilasyonda acequinocyl ve bifenazate’in etkinligi belirlenmistir. SoKgl
popiilasyonunda bu iki etken maddeye kars1 LCso degerleri sirastyla 79.20 mg/l ve 32.10
mg/1 olarak tespit edilmistir. SoKg-AceR popiilasyonunda acequinocyl ve bifenazate i¢in

LCso orani sirasiyla, 152 mg/l ve 75.40 mg /1 olarak tespit edilmistir. Hassas popiilasyon
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ile kiyaslandiginda acequinocyl SoKgl ve SoKg-AceR popiilasyonlarinda sirastyla 19.80
ve 38.10 kat, bifenazate’de ise SoKgl ve SoKg-AceR popiilasyonlart i¢in sirasiyla 31.40

ve 73.90 kat diren¢ oran1 belirlenmistir.

Wu vd. (2019) serbetgiotu bitkilerinden topladiklart T. urticae arazi ve hassas
popiilasyonlarina bazi pestisitlerin etkinligini arastirmislardir. Fenpyroximate i¢in hassas
popiilasyonda LCso orani 9.50 mg/l; toplanan popiilasyonlardan 28 tanesinin LCso
oranlar1 25 ila 228.50 mg/I arasinda bildirilmistir. Direng oranlarinin 2.63 ila 24.05 kati
arasinda oldugu, direncin popiilasyonlarda orta ve diisilk diizeyde gorildiigii tespit

edilmistir.

Namin vd. (2020) seradan toplanan GH1, GH2, GH3, GH4, GH5 ve GH6 popiilasyonuna
hassas poptilasyonda belirlenen LCgo dozu uygulanmis ve 6liim oranlari tespit edilmistir.
Hassas popiilasyonda abamectin’e LCgo degeri 4.40 ppm olarak belirlenmistir. Sera
popiilasyonlarinda hassasta belirlenen LCgo konsantrasyonu uygulanmis ve % oliimler
belirlenmistir. Abamectin i¢in alt1 sera popiilasyonunda en diisiik % 24 ve en yiiksek %
96.30 oliim tespit edilmistir. Acequinocyl’de alt1 sera popiilasyonunda en diisiik % 22.60
ve en yiiksek % 100 6liim belirlenirken; bifenazate’de % 0 - % 100 araliginda 6liim tespit

edilmistir.

Simma vd. (2020) hassas standart popiilasyon i¢in abamectin ve emamectin-benzoate’de
en diistik doz olan tarla dozunun bes kat1 diisiikk dozda (TD/5) sirastyla, % 97.40 ve %
100 6lim tespit etmiglerdir. Tarla ve seralardan topladiklar1 popiilasyonlar igin abamectin
ve emamectin-benzoate ile tarla dozunun bes kat diisiik doz (TD/5) (7.20 mg/l ve 2.30
mg/l) uygulamasinda en diisik 6liim oranmi sirasiyla % 37.50 ve % 53.10 olarak
belirlenmistir. En yiiksek dozda (180 mg/1) abametin i¢in popiilasyonlarin ¢ogunda % 100
6lim belirlenmis olsa da, bir popiilasyonda % 74.20 6liim belirlenmistir. Emamectin-
benzoate ’de en yiiksek dozda (57.80 mg/l) % 100 oliim belirlenmis olsa da, bazi
popiilasyonlarda en yiiksek % 72.20 diizeyinde 6liim tespit edilmistir. Fenpyroximate’in
en diisiik dozu olan tarla dozun’nun bes kat1 diistigii (10 mg/l) uygulamasinda hassas
standart popiilasyonda % 7.50 oliim tespit edilmistir. Tarla ve seralardan toplanan

popiilasyonlarda fenpyroximate’nin tarla dozunun bes kat disigi (10 mg/l)
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uygulamasinda sirasiyla en diisik % 0 ve en yikek % 45 olim tespit edilmistir.
Fenpyroximate’nin en yiiksek dozunda (250 mg/l) hasssas standart popiilasyonda 6liim
oran1 % 45 olarak belirlenirken, diger popiilasyonlarda ise en diisiik % 6.20, en yiiksek %

67.50 6liim belirlenmistir.

Solmaz vd. (2020) Antalya ilinde kesme ¢igek iiretim seralarindan toplanan T. urticae
popiilasyonlarinda abamectin’e hassasiyet arastirilmistir. Popiilasyonlarda toksisite
incelendiginde direng oranlarimin 1.60 ila 850 kat arasinda degistigi bildirilmistir.
Biyokimyasal olarak degerlendirildiginde esteraz, GST ve P-450 enzimindeki yiiksek

aktivitenin popiilasyonlar arasinda degistigi bildirilmistir. Abamectin direncinin hedef

bolge olmayip, enzim kaynakli oldugu bildirilmistir.

Xue vd. (2020) Avrupanin farkli alanlarindan topladiklar1 32 adet T. urticae
popiilasyonlarindan on tanesinin abamectin’e karsi 30 ila 1600 kati1 arasinda degisen
direng oranlarina sahip oldugu, milbemectin’e ise en direngli popiilasyonlarda 203 kata
kadar yiikseldigini bildirmislerdir. Calismada direngli bes popiilasyon, fasulye yapraklari
tizerinde yaklasik 1 sene boyunca pestisitle miidahale edilmeden yetistirilmis ve direncin
stabilitesi arastirilmigtir. Abamectin ve milbemectin i¢in toksisite yeniden bakildiginda
abamectin i¢in bazi popiilasyonlarin kararli oldugu ve LC oranlarinin yiikseldigi, hatta
bir popiilasyonda direng stabilitesinin 5 kata kadar arttig1, bir popiilasyonda ise diistigii
kaydedilmistir. Milbemectin direncinde ise stabilite disisiinin az oldugu (3
popiilasyonda), genel olarak kararli yap1 gosterdigi, 2 popiilasyonun ise LCsp oranlarinin

yiikseldigi ve direncin kararli oldugu bildirilmistir.

Papapostolou vd. (2021) yaptiklari ¢alismada hassas popiilasyonlar olarak S-1 (Londra)
popiilasyonun Kanada ’dan S-2 (BC2018-14) popiilasyonunu da Ispanya’dan temin
etmislerdir. Tarla popiilasyonu Trizina (Trz) Yunanistan’dan, bifenazate ve abamectin
uygulanmis tarladan toplanmistir. Abamectin’e karst S-1 ve Trz popiilasyonunun probit
olim verilerine gore Trz poplilasyonunda 89.90 kat direng gelistigi bildirilmistir.
Bifenazate kars1 Trz popiilasyonunda hassas ile kiyaslandiginda 13.20 kat direng gelistigi
tespit edilmistir. Pyridaben ve fenpyroximate’e kars1 direngli Trz tarla popiilasyonunda

strastyla 28 kat ve 27.10 kat direng tespit edilmistir.
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2.2 Molekiiler Konu ile iliskili Kaynaklar

Kwon ve Ishikawa (1992) yaptiklar1 arastirmada bezelye yaprak afiti Acyrthosiphon
pisum Haris,1776 (Hemiptera: Aphididae) un rDNA ITS 1 ve ITS 2 bolgesinin 229 ve
280 niikleotitten olustugu ve bu niikleotitlerin G+C igerikleri sirasiyla % 70 ve % 74
oldugu bildirilmistir. ITS 1 ve ITS 2 boélgeleri i¢in olusturulacak yapisal modellerin,
tiirlerin farkliligindan dogan niikleotit dizilim farkliligina ragmen bu bolgelerde yapisal

kisimlarin korundugu bildirilmistir.

Wesson vd. (1992) sivrisinek Aedes aegypti Linnaeus,1762 (Diptera: Culicidae)’nin ITS
(ITS1 ve ITS2) bolgesini sekans etmisler ve alt1 tiiriin (Aedes simpsoni Theobald,1905
(Diptera: Culicidae), Aedes albopictus Skuse,1895 (Diptera: Culicidae), Aedes vexans
Meigen,1830 (Diptera: Culicidae), Aedes triseriatus Say,1823 (Diptera: Culicidae),
Haemagogus mesodentatus Komp & Kumm,1938 (Diptera: Culicidae) ve Psorophora
ferox von Humboldt,1819 (Diptera: Culicidae) *un ITS2 dizilerini bildirmislerdir. Aedes
aegypti ITS1 bolgesindeki varyasyonun ii¢ bireyden aldiklar1 dort klon arasinda % 1.07
oldugu ve ITS2’de ise dort bireyden aldiklar1 15 klon arasinda % 1.17 ¢iktigt
bildirilmistir.

Navajas vd. (2001) yedi T. kanzawai ve Tetranychus hydrangeae Pritchard & Baker,1955
(Acari: Tetranychidae) akar Orneginde ITS2 bolgesini g¢ogaltarak benzerliklerini
arastirmiglardir. Morfolojik farklilik bulamadiklari, molekiiler olarak inceledikleri ITS2
diziliminde ise, topladiklar1 Avustralya ve Endonezya ornekleri arasinda % 0.20 ’lik
kiiciik bir baz farkliligi haricinde, benzerlik bulundugu bildirilmistir. Bu iki farkli tiir
arasinda geri caprazlama yapildiginda lireme uyumlulugu goriilmiis ve melezlerin
olustugu bildirilmistir. T. hydrangeae ve T. kanzawai ‘nin her agidan birbiri ile ¢ok benzer

olduklar1 bildirilmistir.

Shaw vd. (2002) Avustralya’da 17 bolgeden toplanan Ixodes holocyclus Neumann,1899
(Acarina: Ixodidae) ’u incelemis, ITS2 bélgesinin 793 b.¢. uzunlugunda oldugu
bildirilmistir. Karsilastirilan popiilasyonlarin 588 niikleotid diziliminin sekizinde (%

1.40) varyasyon bulundugu bildirilmistir. Dizilimde sekiz farkli niikleotitin bulundugu,
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niikleotit diziliminin 197. konumunda adenin bazina rastlandigi; ancak diger

popiilasyonlarda bunun yerine guanin bulundugu tespit edilmistir.

Osakabe vd. (2002) teshis i¢in DNA marker tasarlamis, dort Tetranychus tiiriinde ITS1,
5.8S ve ITS2 dahil olmak iizere bolgelerini siralamis ve kestirme yaparak teshis
bolgelerini analiz etmislerdir. PCR-RFLP kullanilarak T. kanzawai, T. urticae, T.
pueraricola Ehara et Gotoh,1996 (Acari: Tetranychidae) ve Tetranychus ludeni
Zacher,1913 (Acari:Tetranychidae) 'nin ayirt edilmesinde genetik kriterler ortaya

konulmustur.

Noge vd. (2005) toplamda 73 astigmat ‘in farkli takim ve familyalarindan rDNA 1TS2
bolgesini ¢ogaltarak DNA dizilimine bakmislardir. Bu bdlgenin uzunlugunun 282 ila 592
baz ¢ifti arasinda degistigini tespit etmislerdir. Konsensiis sekanslara bakildiginda tiirler
aras1 varyasyonun % 4.10 den yiiksek oldugu; ancak bireyler arasinda varyasyonun % 0
ila 5.70 arasinda oldugu kaydedilmistir. Fakli bolgelerden gelen popiilasyonlar arasinda
ise % 0 ila % 3.20 arasinda varyasyon ile karsilasildigi bildirilmistir. Yazarlar, 1TS2
bolgesinin astigmat tlirlerinde dizilemelerin her birinin tire 06zgii oldugunu

bildirmislerdir.

Ben-David vd. (2007) niikleer ribozomal DNA (rDNA-ITS2) bolgesini kullanarak
Israil’de 16 akar tiirii (Acari: Tetranychidae) arasinda etkili bir sekilde ayirim yaptiklarini
bildirmislerdir. Tetranychus urticae ve Tetranychus turkestani Ugarov and Nikolski,1937
(Acari: Tetranychidae) arasinda 0.011 —0.015 (% 1.10 — 1.50) diisiik sapma oldugu; fakat
tiirlerin bes niikleotit diziliminin farkli yerde olmasi ile rDNA-ITS2 teshislerinin
kolaylastig1 bildirilmistir. Arastiricilar, sonug olarak, rDNA-ITS2 dizi barkodlarinin akar

tiirlerinin tanimlanmasi i¢in etkili bir sekilde kullanilabilecegini bildirmistir.

Tsagkarakou vd. (2007) yiiriittiikleri bir ¢aligmada, Tetranychus evansi Baker and
Pritchard,1960 (Acari: Tetranychidae)’yi, Yunanistan’da, Solanum nigrum (kopek
lizlimii) iizerinde ilk kez tespit etmislerdir. Calismada, tiir tanimlamasi1 morfolojik ve

molekiiler olarak yapilmistir. ITS2 bolgesi PCR’da ¢ogaltarak sekansi alinmistir. Bu
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sekans verileri, Brezilya T. evansi sekansiyla ve ayrica NCBI (GenBank) elde ettikleri

yakin iki tetranychid tiirii *niin ITS2 sekansi ile kiyaslanmaistir.

Nelson vd. (2008) calismalarinda Chrysomya (Diptera: Calliphoridae) cinsi sineklerin
tanimlanmasinda Mitokondriyal genetik marker yerine, ¢alismada niikleer bir genetik
marker’in kullanimi arastirilmistir. Bu cinsin Avustralya’da bilinen dokuz Chrysomya
turtiniin (Diptera: Calliphoridae) Ribozomal DNA (rDNA) ITS2 boélgesi gogaltilarak
sekansa gonderilmis ve dizileme yapilmistir. Bes kesim enzimi (Dral, BsaXl, BcIVI, Asel
ve Hinf) ile bu cins iyelerinin ¢ogu PCR-RFLP kullanilarak farkliliklar1 ortaya
konmustur. Chrysomya latifrons Malloch,1927, Chrysomya semimetallica Malloch,1927,
Chrysomya incisuralis Macquart,1851 Chrysomya rufifacies Macquart,1844 disindaki
tirlerde kesim saglamig Chrysomya incisuralis ile Chrysomya rufifacies ITS bolgesinin
cogaltilmasi ile boyut farkiyla ayirt edilebildigi bildirilmistir. Yazarlar, PCR-RFLP gibi
DNA temelli yaklagimlar, morfolojik karakterlerin gilivenilir olmadigi durumlarda

entomolojik tiirlerin tanimlanmasinda faydali oldugunu kaydetmislerdir.

Xie vd. (2008) Cin’de T. cinnabarinus’un (Boisduval) popiilasyon yapisini, Sitokrom
oksidaz I (COI, 453b.¢.) ’i kodlayan mitokondriyal DNA geninin bir kismi ve rDNA da
bulunan ITS2 boélgesinin bir kismi (645b.¢.) cogaltilarak, aragtirmislar. Farkli bolgelerden
toplanmigs 19 T. cinnabarinus popiilasyonunun COIl dizileri ile 1TS2 dizileri
karsilastirildiginda, 1TS2 dizilerinde az bir farklilik oldugu bildirilmistir. ITS2 bolgesinde
sapmanin az olmasinin nedenlerini ise, atalardan gelen polimorfizmin COI bolgesine gore
daha az olabileceginden kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Arastirmada, COl ve ITS2
bolgesinden elde edilen dizilimler agaca doniistiiriildiigiinde filogenetik gdstergenin,
cografik iliskilere dayali oldugu kaydedilmistir. Calismada, mtDNA ve rDNA bolgeleri

analizleri sonucu T. cinnabarinus ve T. urticae’nin farkli olmadigi tespit edilmistir.

Alasaad vd. (2009) 13 hayvan popiilasyonundan topladiklar1 9 Sarcoptes scabiei von
hominis tiirlinii incelemisler; 5.8S ve 28S rDNA kismini ¢ogaltarak dizilimleri elde
etmislerdir. 404 b.¢. uzunlugunda toplam 148 ITS-2 dizisine sahip oldugu kaydedilmistir.
Sonugta, toplam 67 degisken bolge belirlenmistir. Yazarlar, 1TS-2 bdlgesinin akar
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poplilasyonlart  arasindaki  genetik  c¢esitliligi incelemede uygun olmadiginm

bildirmislerdir.

Kwon vd. (2010b) calismalarinda T. urticae’de sinerjistleri kullanarak abamectin
direncine neden olan mekanizmay1 ortaya koymaya calismistir. Denenen esteraz (est)
enzim tutucusu TPP (triphenyl phosphate) ve P-450 engelleyicisi PBO sinerjistlerinin

abamectin direncinde bu enzimlerin metabolik olarak rol aldiklarini tespit edilmistir.

Li vd. (2010) Tetranychus cinsi iginde tiirlerin yakin morfolojik benzerlikler gostermeleri
nedeniyle teshislerinde giigliiklerle karsilagildigini  bildirmektedir. Calismada,
mitokondriyal (sitokrom c¢ oksidaz alt iinite 1) ve niikleer (ITS1 ve 2 ribozomal RNA
geni) dizilerine bakilarak Tetranychidae tiirlerinin iligkileri incelenmistir. Sonugta,
Tetranychus, Panonychus, Amphitetranychus ve Petrobia’nin monofili oldugu
dogrulanmis; Tetranychus truncatus Ehara,1956 (Acari: Tetranychidae) T. turkistani ve
T. urticae tiirleri arasindaki genetik uzakligin yeniden gozden gegirilmesi gerekliligi
vurgulanmigtir. Ozellikle T. cinnabarinus’ta sitokrom oksidaz 1 ve ITS1 ve 2 dizilerinin
bliylik cografik farkliliklart gostermesinin ardinda; daha tanimlanmamis veya farklhi

tiirlerin varlig1 diistintildiigii kaydedilmistir.

Ho vd. (2011) arastiricilar Tetranychus okinawanus Ehara,1995 (Acari: Tetranychidae)
tiirliniin ribozomal ITS2 bdlgesini, polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltmislar ve
sekanslamiglar. Cikan dizilemelere gore adenin timin i¢eriginin (% 67.70) yiiksek oranda

oldugu; calistiklar1 bireyler arasinda ayn1 oldugunu kaydedilmistir.

Marinho vd. (2011) ITS2 bélgesinin niikleer rDNA kiimesi igerisinde kodlanmayan
kiiciik bir bolge oldugunu bildirmistir. ITS2 dizilimi degiskenligi tiirleri ayirt etmede ve
genetik cesitlilik bilgilerinin bulundugu alanlar oldugunu vurgulamislardir. Arastirmada
Calliphoridae ’de bu bolge gore filogenetigi ¢ikarilmis, intragenomik degiskenliklerin
kiicik dizilim tekrarlamalarindan olustugu; yalniz bunun tiir diizeyinde filogenetik

isaretleme tizerine ¢ok etkili olmadigini bildirilmistir.
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Yuan vd. (2011) Cin’de ti¢ farkli narenciye bolgesinden topladiklart 15 P. citri
poplilasyonun genetik yapist ve cesitliligini karakterize etmek i¢in ITS1 bdolgesini
kullanmislardir. Kullanilan program ile (AMOVA) UMYR, YGP ve SC popiilasyonlari
arasinda genetik yap1 olarak uzak oldugu; ancak cografi olarak uzak bulunan bazi
poplilasyonlar arasinda, yliksek bir gen akisinin bulundugu bildirilmistir. Cografik
izolasyonun genetik farklilasmaya neden olan temel faktor oldugu, yapilan Mantel testi
ile ortaya konmustur. P. Citri *nin popiilasyon yapisina devam eden gen akisinin, gegmis
atalariin  polimorfizimlerini tasimalarina ve dogal sec¢ilimin katkisinin oldugu

bildirilmistir.

Arimoto vd. (2012), calismada diyapozdaki ergin disi, ergin Oncesi ve yumurta
donemlerindeki akarlarin teshisi i¢cin ITS bolgesi ve 5.8S niikleik ribozomal DNA
bolgesini kullanarak PCR RFLP ile aragtirmiglardir. Calismada, diyapozdaki disiler ve
deutonimfler cam ¢ubukla ezilerek DNAlar1 elde edilmistir. Tetranychus urticae’nin tim
evrelerinde DNA ¢ogaltilmasi sonrasinda, endoniikleazlarla kestirilmesi ve elektroforez
sonrasi ayirt edici bantlarin goriildigii bildirilmistir. ITS bolgesinde PCR-RFLP analizi
ile Tetranychus tiirlerinin, diyapozdaki disilerinin, ergin oncesi donemlerin ve

yumurtalarin tiir tespiti i¢in kullanilabilecegi yazarlar tarafindan bildirilmistir.

Wang vd. (2012) narenciye kirmizi akari P. citri ’nin konukgulara bagli olarak
popiilasyonlarda genetik yapisini karakterize etmigler. Bu amagcla, popiilasyonlar arasi
gen akisi, genetik farklilasma ITS1 bolgesi kullanilarak bulunmaya c¢alisilmistir.
Sonuglara gore ayn1 konukgu ailesi ile beslenen P. citri popiilasyonlarinda yiiksek
diizeyde gen akisinin oldugu tespit edilmistir. Rutaceae ve Oleaceae familyasi konuk¢u
bitkilerinde beslenen popiilasyonlarda genetik farklilagma ve diisiik diizeyde gen akisi

tespit edilmistir.

Matsuda vd. (2013) Tetranychus tiirlerinin morfolojik olarak benzedigini, erkeklerde
aedeagal caplarin tanimlamada zor oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, bu durumun zararlh
tiriin miicadelesine ve karantina onlemleri igin ¢ok Onemli oldugu bildirilmistir.
Calismalarinda Tetranychus tiirlerini, niikleer ribozomal DNA’nin ve mitokondriyal

DNA’nin sitokrom c oksidaz alt birim 1 genini kullanarak tiirleri tanimlamay1
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amaglamiglardir. ITS bolgesini kullanilarak onii¢ Tetranychus tiiriinden on tanesinin
tanimlanabildigi, sitokrom c oksidaz alt birimi 1 bolgesi ile 13 Tetranychus tiiriinden

tamamin tanimlanabildigi bildirilmistir.

Ilias vd. (2014) calismalarinda T. urticae’nin miicadelesinde molekiiler ¢alismalar1 ele
alarak, cografik bolgelere dagilimini degerlendirmisler. En az ii¢ bagimsiz mutasyon
geninin 36 direngli popiilasyon ve 6 hassas popiilasyonunda allellerinin belirlendigi
kaydedilmistir. Direng ile ilgili mutasyonlarin degisken araliklarda frekanslara sahip

v

oldugu, cografi dagilimlarinin degistigi bildirilmistir.

Kwon vd. (2014) T. urticae’deki abamectin’e kars1 olusan direncin ilgili hedef bolgesi
glutamat-kapili klor kanalinda (TuGlu: G323D)] hassasiyetlerinin azalmasi ile
saglandigin1 bildirmisdir. Popiilasyon tabanli genotiplemede T. urticae’de mutasyon
frekanslarinin belirlenmesi i¢in kantitatif siralama (QS) protokolii gelistirilmistir.
Arastirmada, standart tahmin denklemi ile yiiksek korelasyon katsayilari tespit edilmis ve
meydana gelen niikleotit degisiminin sinyal oranina bakilarak allel frekanslar

karsilastirildiginda yiiksek diizeyde orantili oldugu tespit edilmistir.

Riga vd. (2014) hedef bolge direncinin meydana gelen direng vakalarinda direncin
aciklanmasinda yeterli olabilecegini bildirmiglerdir. Ayrica genetik kaynakli ve
transkriptomik  verilerin  abamectin’e  direncgli  fenotipik  bireylerinde  baska
mekanizmalarinda rol alabileceginden bahsetmektedirler. Calismada, abamectin
direncinin Sitokrom P-450 ile metabolize edilip edilmedigi konusunu arastirma yapmak
icin Yunanistan’dan elde edilen direngli popiilasyonun abamectin direncinde 3 adet
(CYP392A16, CYP392D8 ve CYP392D10) sitokrom P-450 geninin asir1 cogaldig tespit

edilmistir.

Pavlidi vd. (2015) gluthatione S-transferaz (GST) enzim bdlgesinde birkag tane genin
asir1 cogalmasi (overekspresyon)’nin insektisit/akarisit direnci ile ilgili oldugunu tespit
etmistir. TUGSTd14 ’iin abamectin’e karsi en fazla direnen gen ve engelleme etkisi
(inhibisyon) oldugu gozlemlenmistir. Yazarlar, bu akarisitin enzimin H bolgesine

baglanabildigini gostermistir.
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Piraneo vd. (2015) caligmalarinda tarladan topladiklari popiilasyonlari hassas bir
popiilasyon ile kiyasladiklarinda hem direng¢ oranlarin1 ve hemde direncgle alakali ¢ok
sayida mutasyonunun dagilimini arastirmiglardir. Sonugta, T. urticae popiilasyonlarinin
% 35’inde sitokrom b gen’inde cytb (G126S) bir mutasyon oldugu, test edilen glutamat
kapili klor kanallarinin alt {initelerinde ise mutasyona rastlanmadigi; dolayisiyla

abamectin direncinde 6nemli olmayabilecegi bildirilmistir.

Riga vd. (2015) sitokrom P-450 genleri CYP392A11l ve CYP392A12’nin METI
(mitokondriyal elektron akigini engelleme) direncinin gelisiminde kuvvetli iligkili
oldugunu tespit etmistir. CYP392A11 genine sahip olan ve hi¢ cyenopyrafen e maruz
birakilmamis ¢oklu dirence sahip T. urticae popiilasyonunda mikroarray caligmasi

yapilarak qPCR ile 6nemli diizeyde ¢apraz direng oldugu tespit edilmistir.

Bajda vd. (2017) yapmis olduklar1 ¢alismada METI 1 gurubundan etken maddeye
seleksiyonu sonrast meydana gelen nokta mutasyonunu (H92R) bulmuslar. Bu direngli T.
urticae popiilasyonda tespiti, 6nce Thermus thermophilus Yoshida and Oshima,1971
bakterisi kullanilarak geni aktardiklarini, sonrasinda geriye caprazlamalar ve farkl
tekniklerle (QTL analizi ve CRISPR-Cas9 genom diizenleme ile) incelenerek tespit

ettiklerini bildirmektedirler.

Ilias vd. (2017) galismalarinda T. urticae popiilasyonlarinda hizli mutasyon teshisini ve
popiilasyonlarda hangi diizeylerde oldugunu bulmak i¢in yaptiklari ¢alismada, Kibris ve
Yunanistan’dan avarmectin ve sentetik piretroit uygulanmig bolgelerden topladiklari on
bir kirmizidriimeek popiilasyonunda dirence neden oldugu kanitlanmis mutasyonlarin
sikligim1  arastirmiglardir.  Abamectin’e dirence neden olan G314D ve G326E
mutasyonlarini, sikligi iki popiilasyonda sabitlenmis (G314D igin > % 97.50 ve G326E
icinse % 100) bir mutasyon orani tepit edilmistir. Ug popiilasyonda ise diisiik siklik
denilecek (% 5 — 12.50) sekilde tespit edilmis, diger alti popiilasyonda ise tespit

edilememistir.
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Mermans vd. (2017) makrosiklik laktonlarin miicadelede yogun kullanildigini ve hizla
direncin gelistigini vurgulamistir. Xenopus laevis Daudin,1802 (Anura: Pipidae)
yumurtalar1 kullanilarak GluCl alt birimlerinde olusan direncin genetik olarak tespit

edildigi ve G326E mutasyonunun fonksiyonel olarak dogrulandigi bildirilmistir.

Namin (2017) calismasinda hiyar serasindan topladigi popiilasyon (FS) iizerinde, FS
popiilasyonunu METI gurubundan pyridaben ile senede iki defa ii¢ sene boyunca LCgo
oraninda pyridaben ile selekte ederek adina SFS popiilasyonunu vermistir. Hassas olarak
on senedir pestisite maruz kalmadan yetistirilen Londra popiilasyonu kullanilmistir. SFS
popiilasyonunda METI gurubu akarisitlerin neden oldugu H92R nokta mutasyonunu gen
sekansi sonucu bulamadigi; arazi popiilasyonu FS ve seleksiyon popiilasyonunda (SFS)
ND1 ve NDS5 alt tinitelerinde ii¢ ve on dort mutasyon tanimlandigi bildirilmistir. Ancak,
bu mutasyonlarin higbirinin dirence katkida bulunmadigi, molekiiler olarak bir

korelasyon olmadigi, fakat metabolik olarak dirence katki sagladigi bildirilmistir.

Riga vd. (2017) akarlarda avermektin, piretroidliler, akar biiylime engelleyiciler ve
mitokondriyal kompleks III inhibitorlerine (QoI) direngle iliskilendirilen dokuz
mutasyonu arastirmiglardir. Toksisite testleri sonucu voltaj kapili sodyum kanali, kitin
sentez 1 ve sitokrom b kanallarinda goriilen mutasyon kaynakli olarak yiiksek diizeyde
direngli ¢iktiklari, hatta sabitlenen mutasyon goriilen popiilasyonlarda tek etken madde

kullanilan sahada basarisizliga neden olabilecegi bildirilmistir.

Shi vd. (2017) diren¢ mekanizmalarindan biri olan detoksifikasyon enzim gruplarinin
dirence katkis1 olan ve bu enzimlerin artisini saglayan diizenleyicileri aragtirmislar.
Aragtiricilar T. cinnabarinus ’un fenpropatrin ’e direngli popiilasyonda P-450 genlerinde
ekspreyonu (artis1 veya azalisi) diizenleyen 6 farkli transkripsiyon genini tanimlamislar

ve karakterize etmislerdir.

Cagatay vd. (2018) sebze seralarinda ii¢ T. urticae popiilasyonu toplamis ve abamectin’e
kars1 hassasiyetlerini arastirmistir. Hassas popiilasyon ile kiyaslama yapildiginda 223 ila
404 kat1 arasinda degisen direng orani tespit edilmistir. Yazarlar, hassas popiilasyona

kiyasla est, GST ve P-450 ’nin oraninin yiiksek oldugunu ancak hedef bolge
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duyarsizligina (G314D ve G326E) baktiklarinda ise mutasyon tespit edilemedigini
bildirmistir. Sonugta, abamectin’e karsi olusan direncin bu popiilasyonlarda hedef bolge

duyarsizliginda degil de metabolik enzimlerden kaynaklandig: bildirilmistir.

Sharma vd. (2018) Hindistan’da iki noktali kirmizidriimcegin miicadelesinde fenazaquin
kullanildigin1 ve bu maddenin (METI1) direng gelisimini kolaylastirdigini bildirmistir.
Artan MFO (Coklu fonksiyonlu oksidazlar) aktivitesine sahip direngli popiilasyonda
CYP392A11, CYP392A12 ’de 2 kat artisin goriildiigi tespit edilmistir. Hedef bolge
mutasyonlarinda diisiik ve orta diizeyli direng gelisiminde ¢ok etkili olmadig1; ancak yine
de direng gelisiminde mRNA *da meydana gelen ekspresyonlarin direncin tespitinde hizli

ve glivenilir bir yontem oldugu bildirilmistir.

Xu vd. (2018) galismalarinda elmalardan toplanan 7 tarla popiilasyonunu 11 pestisite
kars1 direnci arastirmis ve bu kimyasallarin ilgili hedef gen bolgesine bakarak mutasyon
ve sikliklarini tespit etmistir. Calismada tarla popiilasyonlarinin tiimiiniin abamectin’e
kars1 yiiksek ve asir1 yiiksek direngli, bifenazate’e diisiik veya orta derece direngli ve
pyridaben’e ise diistik diizeyde direngli oldugu tespit edilmistir. Hedef bolge ile iligkili
bakilan bazi gen bolgelerinde, abamectin direncinde bakilan glutamat kapili klor
kanallarinda gen 1 ’de (GluCl1) mutasyon tespit edilmis ve bulunma siklig1r % 28.33 —

63.64 arasinda degistigi, diger gen 3 (GluCl3)’te bulunma sikliginin ise % 0 - 95 arasinda

degistigi bildirilmistir. Arastirmda, bifenazate’e direngle iliskili sitokrom b geninde
(Cytb) mutasyon tespit edilmemistir.

Feng vd. (2019) cyflumetofene direngli CyR popiilasyonunda GST aktivitelerinin
direngte rol aldigini bildirmistir. Rekombinant TcGSTmO02 cyflumetofeni giiglii bir
sekilde ayristirdigi ve GSTyi katalize ederek cyflumetofenle beraber konjuge ettigin
bildirilmistir.

Inak vd. (2019) Tiirkiye’de sebze alanlarindan topladiklart on adet T. urticae
popiilasyonunda bazi akarisitlerin toksisitesine ve hedef bolge direncine bakmustir.
Popiilasyonlarin yarisinin abamectin’e karsi direngli oldugu; fakat pyridaben, abamectin

ve bifenazate *1n sorumlu oldugu mutasyonlar tespit edilmedigi bildirilmistir.
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Kim vd. (2019) ¢alismada T. urticae popiilasyonuna 2001 yilindan itibaren 16 sene
boyunca selekte (LSAR16) ettikleri METI 3 gurubundan olan acequinocyl ’de kalitim,
direng orani, mekanizma ve mutasyon arastirmiglardir. Hassas popiilasyon ile
kiyaslandiginda acequinocyl’e 4237 Kat direng olustugu, kalittmin maternal, dominant ve
monogenik oldugu tespit edilmistir. Mekanizmaya incelendiginde ise PBO ve DEF
Sinerjistlerinin O6nemli oranda toksisitesini arttirdigi bildirilmistir. Bireyler arasinda
sitokrom b bolgesinde % 85.50 — 98.50 oraninda 1256V mutasyonu ve % 98 - 99 oraninda
ise N321S mutasyonu tespit edildigi; bu nokta mutasyonlarin acequinocyl’e direngte

onemli oranda katkida bulundugu bildirilmistir.

Rameshgar vd. (2019) iran’dan ve dogu ve bati Azerbaycan bolgelerindeki elmadan
topladiklari P. ulmi popiilasyonlari tizerine arastirma yapmislardir. PuGluCI1, PuGIuClI2
ve PuGluCl3 bolgeleri (GIUCI bolgelerini) en direngli olan Mahabad popiilasyonunda
incelenmis; fakat bakilan nokta mutasyonlarini bulunmadigi tespit edilmistir.
Aragtiricilar, detoksifikasyon enzimlerinde artisin var olmasi, fakat hedef bolge
direncinin gériilmemesinin, abamectin direncinde birden fazla (¢oklu) mekanizmanin rol

oynadigini bildirmislerdir.

Snoeck vd. (2019a) arastirmalarinda akarlarin yeni bir konukgu bitkiye adaptasyon ya da
aligma siirecinde veya akarisitlere direngli akar popiilasyonlarinda eksprese edilen sekiz
UGT gen takimini belirlemistir. Abamectin’e direngli bir T. urticae popiilasyonunda, hem
dogal zenobiyotik  bilesiklerin, hem de sentetik (abamectin) bilesenin
detoksifikasyonunda, iki UGT tarafindan glikozile edilerek detoksifikasyonda potansiyel

rol oynadigi bildirilmistir.

Snoeck vd. (2019b) calismada METI 1 akarisitlerin yapisal farkliliklarinin olmasina
ragmen, meydan gelen ¢araz direnci arastirmislardir. H92R hedef bélge mutasyonunun
sitokrom P-450 rediiktaz (CPR) kismimi igeren genomik bdolgenin pyridaben ve
tebufenpyrad’a olusan direncle iliskili oldugu bildirilmistir. CPR genomik bolgesi iginde,
niiklear hormon reseptorii 96 (NHR96) gen ailesi tespit edilmistir. NHR96 geninin DNA
baglama bdlgesi (DBD)’ni kodlamadigi ve her eklembacaklida goriilmedigi bildirilmistir.
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Wei vd. (2019a) karboksilesterazlarin pestisit direncinde 6nemli rol oynadigin
bildirmistir. T. cinnabarinus’ta uyar etkisi ile asir1 gogalmis dort CarE geni taranmis ve
rolleri RNAI ve protein ekspresyonu ile analizleri yapilmistir. Dort gene sahip dsRNA ile
beslenen akar geninde (down regiilasyon) ¢ogalma sayisinda diisiisler goriilmiis, esteraz
enzim aktivitesinde azalma tespit edilmis; ve bundan dolay1 direngte azalmaya neden

oldugu bildirilmistir.

Wei vd. (2019b) gen bolgesinde ¢ogalmanin (eksprese olmus) veya nokta mutasyonlarin
arttig1 karboksil/kolinesteraz (CCE) bolgesinin insektisit veya akarisitlere direng
kazaniminda rol aldiklarin1 bildirmistir. Sinerjistlerden S,S,S-tributylphosphorotrithioate
(DEF) ile muamele edilmis hassas ve diren¢li popiilasyonda yapilan calismada,
cyflumetofen ’in hidrolize olmaya ihtiyag duydugu ortaya ¢ikmis. Bu sinerjist

uygulamasinin ise cyflumetofeni inhibe ettigini ortaya ¢ikarmiglar.

Wu vd. (2019) abamectin, fenpyroximate ve spirodiclofen igin T. urticae
popiilasyonlarinda meydana gelen iliskili metabolik detoksifike bolge gen ekspresyonun
da sirasiyla % 100, % 50 ve % 20 olarak tespit etmisler. Bifenazate ve etoxazole
pestisitlerine kars1 baktiklart biitiin popiilasyonlarda sirasiyla G126S ve I1017F
mutasyonlarini tespit etmisler. Bifenazate ile iligkili 5 mutasyon (G126S, 1136T, S141F,
D161G ve P262T) noktasina bakilmistir. G126S mutasyonunu toplamda baktiklar1 36
popiilasyonda % 72 (26 popiilasyonda) oraninda varligin1 tespit edilmistir. Ayrica diger
cytb mutasyonlarinin veya kombinasyonlarinin yiiksek seviyeli bifenazate direncinde rol
oynadigi; ancak bakilan bu mutasyonlarin popiilasyonlarinda goriilmedigi ifade

edilmistir.

Alavijeh vd. (2020) arastirmalarinda P. citri zararlisina karsi miicadelesinde en fazla
kullanilan METI1 kompleksinde var olan akarisitlere karsi denemeler yapmislardir.
Ozellikle fenpyroximate ’de biyokimya ve hedef bolge direnci incelenmistir. Iranin
kuzeyinden toplanmis 7 popiilasyonda direng oranlar1 tespit edilmis ve fenpyroximate *de
75 kata kadar direng tespit edilmistir. Pyridaben ve tebufenpyrad ile ¢apraz direng tespit
edilmemistir. Gen analizi yaptiklar1 P-450 monooksigenazlarin direncte fazla bir

iligkisinin olmadig bildirilmistir. Direngli P. citri popiilasyonunda H92R mutasyonu
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tespit edilmistir. Fenpyroximate de orta diizeyde direngli popiilasyonda yiiksek allel
frekansli A94V mutasyonu tespit edilmistir. Geri ¢aprazlamada hassas popiilasyonda
kullanilan yardimci markor ile bakildiginda, yeni kesfettikleri A94V mutasyonunun
dirence potansiyel katkisinin oldugu ortaya konmustur. Ancak CRISPR-Cas9
kullanilarak Drosophila melanogaster Meigen,1830 (Diptera: Drosophiladae) ’in PSST
homologuna A94V mutasyonu eklenerek bakildiginda direngli D. melanogaster

olusmadig tespit edilmistir.

Chen vd. (2020) Avustralya’da pamuk ekim alanlarida en zararli akar tiiriiniin T. urticae
oldugu; ancak pamuk iginde T. ludeni Zacher ve T. lambi Pritchard & Baker (Acari:
Tetranychidae)’ninde bulundugunu bildirmistir. Bu tiirlerin morfolojik olarak ayirt
edilmesinin zor olmasi nedeniyle, bu tiirlerin tanimlanmasinda hizli bir tani testi
geligtirmislerdir. Tasarimin ii¢ tiire 6zel Tagman probuna gore evrensel primer ¢ifti

(niikleer ribozomal DNA) ITS1’e dayandigi bildirilmistir.

Choi vd. (2020) g¢alismalarinda T. urticae tiirinde GST gen bolgesi alt siniflarina (delta,
omega, mu, zeta ve kappa) bakmislar. Acequinocyl ’e direngli AR (acequinocyl resistant)
popiilasyonunda GST genlerinin ekspresyonunun, pyridaben ’e direngli PR (pyridaben
resistant) ve hassas popiilasyona gore daha fazla oldugu bildirilmistir. AR direngli
poplilasyonunun pyridaben ’e karsi ¢apraz direng gordiiklerini ancak pyridaben direncli
PR popiilasyonunda c¢apraz direncin goriilmedigini ifade etmektedirler. Hatta AR
popiilasyonda Cytb (1256V, N321S) ve PSST (H92R) nokta mutasyonlarinin oldugu, PR
poptilasyonunda i1se H92R mutasyonun goriildiigli, digerlerinin bulunmadig1
bildirilmigtir. Artmig GST metabolizmasmin GST delta ekspresyonunun T. urticae’de

acequinocyl direnci ile iligkili olabilecegi bildirilmistir.

Feng vd. (2020) yaptiklar1 T. cinnabarinus ¢alismasinda cyflumetofen *in hidroksilasyon
sonucu olan AB-1 metabolitini, cyflumetofen’in kendisini ve pyridaben ’i, olusturduklari
rekombinant CYP389C16 geninde metabolize etme yetenegine arastirmislardir. Buna
gore 2 saatlik bir siiregte verdikleri cyflumetofen ’i % 25 oraninda, pyridaben ’i % 39 ve

metaboliti olan AB-1 ’i ise % 69 oraninda pargaladigi tespit edilmistir. Sonugta,
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calismada asir1 eksprese edilen CYP389C16 geninin cyflumetofen ile pyridaben arasinda
capraz direngte rol oynadig tespit edilmistir.

Khanjani vd. (2020) topladiklar1 T. urticae popiilasyonlarinin fenpyroximate direncini
biyoassay, biyokimyasal ve molekiiler olarak aragtirmiglardir. Mahallat ve Karaj
popiilasyonlar1 igin LCso oranlarinin 92 ve 2.10 mg/ml ve aralarinda 43.80 kat direng
oldugu tespit edilmistir. Enzimlerden esteraz’a (a-NA kullanildiginda) bakildiginda
popiilasyonlar arasinda 2.50 Kkat direng tespit edilmistir. P-450 enzimi ig¢in ise yine
Mabhallat popiilasyonunun Karaj’a kiyasla 1.37 kat daha direngli oldugu, GST
aktivitesinde ise dnemli bir fark olmadig belirtilmistir. Molekiiler olarak qPCR yontemi
ile fenpyroximate direncine neden oldugu ileri siiriilen CYP392A11 genine (P-450 geni)
bakmislar. Ekspresyon sonucu Mahallat popiilasyonunun Karaj popiilasyonuna kiyasla
CYP392A11 geni 3.52 kat daha fazla eksprese oldugu bildirilmistir. Sonugta, esteraz ve
sitokrom P-450’nin T. urticae ’de fenpyroximate direncinde rol aldigi tespit edilmistir.

Maeoka vd. (2020) calismalarinda direng gelisiminin hizli ve dogru bir sekilde
anlagilabilmesi i¢in diren¢ olusumuna neden olan genlerin izlenmesi ve gen frekansina
dayali tahmin yontemini gelistirmeyi hedeflemislerdir. Kullandiklar1 9 T. urticae
popiilasyonunda mitokondriyal sitokrom b ve PSST genlerinin alt birimlerine yonelik
allel primer setlerin kantitatif real time PCR kullanarak, yeni tanisal yontem olan gen

frekans tahmin metodunu olusturmuslardir.

Solmaz vd. (2020) Antalya’da kesme ¢igek liretim seralarindan topladiklar1 T. urticae
popiilasyonlarda abamectin’de biyoassay, biyokimya ve hedef bolge direncinde rol
oynayan G314D nokta mutasyonunun varligini arastirmiglardir.  Toplanan
popiilasyonlarda diren¢ oranlarinin 850 kata kadar degistigi, esteraz, GST ve P-450
enzimlerinde aktivitenin farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir. Kullanilan gPCR
metodunda problar ile glutamat kapili klor kanallarinda (GluCl) G314D nokta mutasyonu
arastirtlmis; ancak hicbir popiilasyonda mutasyon tespit edilmemistir. Olusan abamectin
direncinin hedef yeri degisimden olmadigi; ancak detoksifikasyon enzim kaynakli

olabilecegi bildirilmistir.
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Wang vd. (2020) yiiriittiikleri ¢alismada UGT inhibitoriiniin (5-nitrouracil) abamectin’in
etkisini arttirdigin1 bildirmistir. AbR direngli popiilasyonunda UGT201D3 geninde
yiiksek ekspresyon tespit edilmis, bu geni susturarak UGT’lerin aktivitesi diisiiriilmiis ve

abamectin’e hassasiyetin arttig1 tespit edilmistir.

Xu vd. (2020) galismalarinda T. cinnabarinus miicadelesinde ¢evrede yaygin olarak
kullanilan akarisitlerin y-aminobiitirik asit reseptoriini (GABAR) hedef aldigini
bildirmistir. Calismada, GABA ig¢eriginin birikimi sonucunda abamectin direncine neden
oldugu tespit edilmistir. T. cinnabarinus’un GABAR ’1 RDL2 gen kismini Xenopus
oositlerine aktarilmis ve abamectin’e duyarliligi arastirilmistir. Sonugta, GABAR’1n
abamectin direncinde hedef bolge oldugu ve GABA birikiminin ise akar direng

mekanizmasinda rol aldig tespit edilmistir.

Xue vd. (2020) milbemectin ve abamectin direnci iizerine yaptiklari 6nceki ¢alismada
GluCl kanallarindaki G314D ve G326E mutasyonlar1 ile baglantili oldugunu One
slirmiigtiir. Arastirmada, toplanan popiilasyonlarda baktiklart G314D (GGT- > GAT) ve
G326E (GGA- > GAA) mutasyonlart IT2 popiilasyonunda sabitlenirken, G326E
mutasyonunun ise UK6 popiilasyonunda sabitlendigi tespit edilmistir. Calismada,
GLUCL3 bolgesi I321T (ATT- > ACT) yeni direncle iliskili olabilecegi diisiiniilen
mutasyon tanimlanirken, ES1 popiilasyonunda ii¢ ayirict mutasyon, 1321T (ATT- >

ACT), V327G (GTC- > GCC) ve L329F (CTT- > TTT) olabilecegi bildirilmistir.

Yu vd. (2020) amitraz’a direngli P. citri popiilasyonunda geriye c¢aprazlama,
detoksifikasyon enzimleri ve detoksifikasyonda rol oynayan 23 gen iizerinde molekiiler
caligmalar yapmislar. Geriye ¢aprazlama sonucu amitrazdan kaynakli direncin
kalittminin tam baskin olmadigi ve kromozom iizerindeki poligenlerin katkisi
olabilecegini bildirilmistir. Sinerjizm g¢alismalar1 sonucunda P-450 ve esteraz
enzimlerinin amitraz’ in detoksifikasyonunda dnemli rol oynadig tespit edilmistir. Real
time PCR ile bakilan genlerde P-450’lerin, ABC tasiyicilarin (ATP kaset baglayicilarinin)
amitraz’in detoksifikasyonunda P. citri tarafindan kullanildigi ve direncin gelisiminde

katkisinin olabilecegi kaydedilmistir.
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Xu vd. (2021) Cin’de yaptiklar1 ¢aligmalarinda abamectin direncinin hangi genlerden
kaynakl1 olabilecegini tespit etmek igin iki direngli bir hassas T. urticae tiiriiniin RNA
sekansin1  kullanarak genom c¢apinda transkriptom profillemesi yapmislardir.
Transkiptom verilerini qPCR ile baktiklar1 P-450 genlerinde eksprese edilme durumlari
belirlenmistir. Buna goére, 7 genin asir1 bir sekilde eksprese edildigi; dahast CYP389C10,
CYP392D8, CYP392A11 ve CYP392A12 genlerinin susturulmasi ile abamectin de 6lim
oranlariin énemli Sl¢iide arttirdigr bildirilmistir. Bu bulgu ile direng gelisiminde bu

genlerin rol alabilecegi kanisina varilmastir.

Papapostolou vd. (2021) Yunanistan’da siis bitkisi seralarindan toplanan T. urticae
popiilasyonlarinin bazi akarisitlere karsi hassasiyetlerini arastirmistir. Daha sonra,
sinerjistle yaptiklar1 analizlerde cyflumetofen ve spirodiclofen hari¢ abamectin ’in
detoksifikasyon enzimlerinin rol aldigi Dbelirlenmistir. RNAseq analizlerinde
detoksifikasyon enzimlerini kodlayan ozellikle P-450 ve UDP-glikoziltransferaz
genlerinde asir1 ¢ogalma goriilmiis ve bunlarinda akarisit direncinde rol aldigini gésteren
pek ¢ok ¢alisma bulundugu bildirilmistir. Hedef bolge direncinde, bilinen direng
mutasyonlarindan asetilkolinesteraz, kitin sentezl ve PSST gibi bolgelerde hedef yeri
direncine rastlandigi, glutamat kapili klor kanallarinin 3. alt {initesinde yeni direng
mutasyonu tespit edildigi bildirilmistir. Ancak doniistimlii kullanilan etken maddelerin
pestisit baskisin1 ortadan kaldirdig1 ve piretroitlilere ve bifenazate karsit herhangi bir

mutasyonun tespit edilemedigi bildirilmistir.

Yaghoobi vd. (2021) calismada iran’daki elma bahgelerinden toplanmis P. ulmi
popiilasyonlarinda  fenpyroximate’ye  karsi  hassasiyetlerini  arastirmiglardur.
Popiilasyonlar arasinda orta ve yiiksek diizeyde direng belirlenmistir. Bu popiilasyonlarda
METII direnci ile iligkili 2 tane mutasyon (H92R, A94V) noktasina bakilmistir. Taranan
popiilasyonlarin  higbirinde PSST mutasyonlariin varhig tespit edilmemistir.
Popiilasyonlarda goriilen yiiksek fenpyroximate direncinin ise biiyiik bir olasilikla artan

GST detoksifikasyon enziminden kaynaklandig: bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Projenin ana materyalini pamuk {iiretiminin yogun olarak yapildigi Aydin, Adana,
Sanliurfa ve Diyarbakir illerinden toplanan T. urticae ile bulasik pamuk bitki drnekleri,
standart hassas T. urticae popiilasyonu olan GSS (German Susceptible Strain), fasulye
tohumu, ince u¢lu (0 no’lu) samur firga, kese kagidi, kiiresel konumla sistemi (GPS)
kodu alan telefon, stereomikroskop (Leica SP-MZFLIII-TS), syracus kabi, laktofenol,
Hoyer ortami, lam, lamel, kagit havlu, pamuk, saksilar, etiiv, buzluk ¢anta, buz kasetler,
plastik kiivetler, toprak, 9 cm g¢apli petri kaplari, parafilm, 100 ml’lik 6l¢ii silindiri, cam
siseler, beherler, mikropipet ve uglar1 (Eppendorf), hassas tart1 (Mettler Toledo ME 204),
1 no’lu filtre kagit (Whatman), aseton, falkon tiipler, saf su cihazi, biyokimyasal
calismalarda kullanilan ¢esitli kimyasallar, Kinetik Mikroplate okuyucu (Molecular
Devices VERSAmax, USA), 96 kuyulu diiz tabanli microplate’ler, manyetik karistirici,
vorteks (lka 2, UK), pH metre (Mettler Toledo, Germany), ultrasonik banyo (Bandalin
Sonorex), sogutmali santrifiij (Niive NF 1200), kimyasallar ve cam ile plastik malzemeler
olusturmustur. Kullanilan ruhsath (glutamat kapili klor kanallar1 diizenleyici insektisit-
akarisit) abamectin ile bifenazate ve tebufenpyrad (METI gurubu akarisitler) etken
maddesini ieren bitki koruma iiriinleri (B.K.U.), ilaglama kulesi, pipet, parafilm ve diger
laboratuvar malzemeleri olusturmustur. Molekiiler ¢aligmalarda ise ekstraksiyon Kiti
(Qiagen Blood and Tissue Kit), ezici gubuk (pestle), elektroforez (Thermoscientific Owl
EasyCast B2), eppendorf tiip, primerler, ultra safsu (Miliphore), mastermix (5XFIREPol,
Solis BioDyne), nanodrop (Thermo 2000), PCR thermocycler (Eppendorf mastercycler
Nexus), santrifiij (Mikro 200, Hettich) ve gesitli kimyasal maddeler kullanilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Arazi ¢calismalar:

3.2.1.1 Pamuk alanlarindan T. urticae popiilasyonlarmin temini

Denemelerde kullanilan T. urticae popiilasyonlart Aydin, Adana, Sanliurfa ve Diyarbakir
illerinde kimyasal miicadelenin yogun olarak yapildig1 ve zararin goz ile bariz olarak
goriilebildigi pamuk yapraklarindan en az 10 popiilasyon olacak sekilde pamuk
tarlalarindan toplanmustir (Cizelge 3.1). Toplanan bitki yapraklari, kese kagidi igerisinde,
buz kutularina yerlestirilerek laboratuvara getirilmistir (Sekil 3.1). Akarlarin toplandig1
yer ornekler tizerine kaydedilmistir. Laboratuvara getirilen 6rnekler, bocek yetistirme
odalarinda, su kiivetleri i¢inde bulunan temiz fasulye bitkileri tizerinde kiiltiire alinmistir.
Bocek yetistirme odalar1 ¢aligsma stiresince 26 = 1°C’de sicaklik, % 5065 orantili nem

ve 16/8 saat aydinlik/karanlik kosullara sahip olmustur.

Tetranychus urticae’nin standart hassas GSS popiilasyonu Isparta Uygulamali Bilimler

Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimiinden temin edilmistir.
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Cizelge 3.1 Aydin, Adana, Sanliurfa ve Diyarbakir illerinde toplanan Tetranychus urticae
popiilasyonlarina ait bilgiler

Popiilasyon Ornekleme yapilan lokasyonlar Toplama tarihi Renk
(Mahalle/ilge/il)

no
1 Belenli / Cinar / Diyarbakir 02.06.2019 Kirmizi - Yesil
2 Belenli / Cinar / Diyarbakir 02.06.2019 Yesil
3 Nazilli / Aydin 05.06.2019 Kirmizi
4 Nazilli / Aydin 05.06.2019 Kirmizi
5 Harran / Sanliurfa 13.06.2019 Kirmizi
6 Harran / Sanliurfa 13.06.2019 Kirmizi
7 Yardimcr Koyii / Sanliurfa 13.06.2019 Kirmizi
8 Karaali / Sanliurfa 13.06.2019 Kirmizi
9 Helvact Yakini / Karatag/ Adana 23.06.2020 Kirmizi
10 SolakliCumhuriyet/ Yiiregir / Adana 23.06.2020 Kirmizi
11 Nazimbey / Ceyhan / Adana 24.06.2020 Kirmizi
12 Ceyhan / Adana 24.06.2020 Kirmizi
13 Toktamus / Ceyhan / Adana 24.06.2020 Yesil
14 Yesilbahce / Ceyhan / Adana 24.06.2020 Yesil
15 Cevretepe / Ceyhan / Adana 24.06.2020 Kirmizi
16 Cevretepe / Ceyhan / Adana 24.06.2020 Kirmizi
17 Cukurkamus / Karatas / Adana 23.06.2020 Kirmizi
18 Cekgek / Haliliye/ Sanliurfa 25.06.2020 Kirmizi - Yesil
19 Haliliye / Sanhurfa 25.06.2020 Kirmizi - Yesil
20 Kaisas / Haliliye / Sanliurfa 25.06.2020 Kirmizi
21 Yesiltepe / Haliliye / Sanliurfa 25.06.2020 Kirmizi
22 Akoren / Eyyiibiye / Sanliurfa 25.06.2020 Kirmizi
23 Akoren/ Eyylibiye / Sanliurfa 25.06.2020 Kirmizi
24 Bakirtas / Eyyiibiye / Sanliurfa 25.06.2020 Yesil
25 Karatas / Cimeli / Adana 27-31.07.2020 Yesil
26 Yemisli / Adana 27-31. 07.2020 Yesil
27 Siikiirlii / Cinar / Diyarbakir 27-31.07.2020 Yesil
28 Akgomak / Cinar / Diyarbakir 27-31.07.2020 Kirmizi
29 Aralik / Bismil / Diyarbakir 27-31. 07.2020 Kirmizi
30 Aktepe / Cinar / Diyarbakir 27-31. 07.2020 Kirmizi
31 Tepe / Bismil / Diyarbakir 27-31.07.2020 Yesil
32 Siikiirlii / Cinar / Diyarbakir 27-31.07.2020 Yesil
33 Babahaki / Bismil / Diyarbakir 27-31. 07.2020 Yesil
34 Incirtepe / Cinar / Diyarbakir 27-31.07.2020 Kirmizi
35 Tirkmenhaci / Bismil / Diyarbakir 27-31. 07.2020 Kirmizi
36 Isali/bismil / Diyarbakir 27-31. 07.2020 Yesil
37 Dumlupinar / bismil / Diyarbakir 27-31. 07.2020 Kirmizi
38 Aralik/Bismil / Diyarbakir 27-31. 07.2020 Yesil
39 Efeler / Aydin 06.08.2020 Kirmizi
40 Efeler / Aydin 06.08.2020 Kirmizi
41 Incirliova / Aydin 06.08.2020 Yesil
42 Incirliova / Aydin 06.08.2020 Yesil
43 Incirliova / Aydin 06.08.2020 Kirmizi
44 Germencik / Aydin 06.08.2020 Yesil
45 Germencik / Aydin 06.08.2020 Yesil
46 Germencik / Aydin 06.08.2020 Yesil
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Akarlarin toplanildigi yer, tarih ve renkleri kaydedilmistir (Cizelge 3.1). Toplanan
popiilasyonlarin tamami T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, Zirai Miicadele Merkez
Arastirma Enstitiisii ve A.U. Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimiinde temiz fasiilye
bitkisi {lizerine alinarak popiilasyonlarin kiiltiiri devam ettirilmistir.  Toplanan
popiilasyonlar bocek yetistirme odalarinda 26 + 1 °C ’de sicaklik, 16 — 8 saat
aydinlik/karanlik kosullarina sahip iklim odalarinda temiz fasiilye bitkisi lizerine alinarak
yetistirilmistir. Hassas popiilasyonlar 2016 yilinda Isparta Uygulamali Bilimler

Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma béliimiinden temin edilmisdir.

3.2.2 Laboratuvar ¢alismalar:

3.2.2.1 Temiz bitki yetistirilmesi

Temiz bitkilerin yetistirilmesi i¢in once toprak karigimi hazirlanmistir. Perlit (3x),
vermikiilit (3x) ve torftan (4x) olusan toprak karisimina ekilen fasiilyelerin ¢ikisi 4 giin
icinde gergeklesmistir. Ekimler 4 giinde bir 12 kiivet (1 kiivet=7 saks1) olacak sekilde
diizenlenmistir. Iklim odasi calisma siiresince 26 + 1 °C sicaklik, 16/8 saat

aydinlik/karanlik kosullarda ¢alistirilmistir (Sekil 3. 2).

Sekil 3.2 Temiz fastiilye bitkilerinin yetistirilmesi
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3.2.2.2 Pamuk iiretim alanlarindan temin edilen popiilasyonlarin Kiiltiire alimmasi

Araziden toplanan ve T. urticae ile bulasik pamuk yapraklari, plastik kiivetlerde
icerisinde su bulunan fasiilye bitkisi iizerine konularak, akarlarin temiz bitkilere gegisi
saglanmigtir. Popiilasyonlar, bulagsmalar1 6nlemek i¢in, belli bir seviyeye kadar sui le
doldurulmus biri biiytik digeri kiiciik i¢ ice iki kiivetten kiigiik olan kiivet i¢indeki fasiilye
saksilarinda siirdiiriilmiistiir. Distaki biiyiik kiivetin {list kismina ve biiyiik kiivetlerin
konuldugu zeminde kiivetler arasindaki alanlara bulagmalar1 6nlemek i¢in vazelin
uygulanmustir. T. urticae kiiltiirleri 26 + 1 °C de sicaklik, 16 — 8 saat aydinlik karanlik
kosullarina sahip iklim odalarinda fasiilye bitkisi {izerinde ¢ogaltilmistir (Sekil 3. 3).

Sekil 3.3 Bocek yetistirme odasinda kiiltiire alinan akarlarin yetistirme kiivetleri

3.2.2.3 Akarlarin teshisi ile ilgili calismalar

Akar teshisleri morfolojik ve molekiiler olarak yapilmistir. Morfolojik teshislerde
(Diizgiines 1980) pamuk alanlarindan toplanan akarlar preparat haline getirilmistir. Bu
amagla Syracus cam kabina dokiilen % 90 laktik asit igerisinde erkek ve disi akarlar
etiivde oda sicakliginda bekletilmistir. Akarlarin renginin agildig1 goriildiikten sonra,
lamelin tizerine hoyer ortami (damitik su 50cc, arapzamki 30 gr, kloralhidrat 200 gr ve
gliserin 20 gr) damlatilarak erkek veya disi bireyler aktarilmis ve tizerine lam konularak
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kapatilmigtir (Zhang 2003). Mikroskop altinda viicut sekline pozisyon verilmistir. Erkek
bireyler lateral disi bireylere ise dorso-ventral ve lateral olarak sekil verilerek, 50 °C ’deki
etiive aktarilmistir. Hazirlanan 2 erkek ve 1 disi iceren preparatlar etiivde iki hafta
bekletilerek, mikroskop altinda teshis edilmeye hazir hale getirilmistir. Tir teshisleri
Prof. Dr. Sultan COBANOGLU tarafindan Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma Boéliimii’nde Jeppson vd (1975), Pritchard ve Baker (1955) ve Cobanoglu vd
(2015) ’den faydalanilarak erkek bireylerde aedeagus sekilleri, disi bireylerde ise dorsal
chaetotaxy, ventral chaetotaxy, empodium yapilari, peritrem sekli, palpus, tibiada dublex

setalarin uzunluklari, birbirine oranlari ve pozisyonlar1 dikkate alinarak yapilmstir.

Molekiiler calismada, kirmizidriimcek ’lerin tiir teshisinde niikleer ITS (Internal
Transcribed Spacer) gen bolgesi kullanilmistir. Bu bolge 1 - 3 baz niikleotit *de 18S
ribozomal RNA, 4 - 510 baz niikleotit ’de ITS1, 511 - 660 baz niikleotit de 5.8S RNA,
661 —1.141 baz niikleotit ’de ITS2 ve 1.142-1.163 baz niikleotit *de 28S RNA kisimlarini
kapsamaktadir (Ge vd. 2013). Kullanilan F ve R primerler Cizelge 3.2 ’de verilmistir
(Navajas vd. 1999).

Cizelge 3.2 Teshis isleminde kullanilan ITS primerleri (Navajas vd. 1999)

Primer adi Primer ¢ifti Primer dizisi (5°-3”) Fragment uzunlugu
niikleotid (b.¢.)
uzunlugu

TulTSF 24 AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAG 1200
TulTSR 20 ATATGCTTAAATTCAGGGGG 1200

Teshis i¢in kullanilan yontemde toplamda 30 pl ’lik hacimde PCR mix hazirlanmistir.
Bunun 6 pl ’sini mastermix (MgCl., Taq DNA polimeraz, tampon ¢ozelti (Tris-
HCI,(NH4)2SOa4, Tween-20), dNTP), 0.5 pul ’sini F ve R primerler, 21 ul su, en son olarak
DNA ’lardan 2 pl konulmus ve PCR mix bu sekilde hazirlanmistir. Ornekler PCR ’da 94
°C ’de 4 dk. boyunca denatiire edilmis ve ardindan 35 defa 1dk 93 °C ’de ayrilma 1 dk.
50 °C ’de baglanma ve 1dk. 72 ° C ’de uzama yaptirilarak ¢ogaltilmistir (Navajas vd.
1999).
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Daha sonra, PCR ’dan ¢ikan ornekler 6nceden hazirlanan % 1.5 agaroz jelde (100 ml
tampon, 1.5 gr agaroz) kosturulmustur. Birinci kuyucuga (5 ul) ladder (100-1500 b.g.),
diger kuyulara ise 5 ul ’lik PCR firiinleri yiiklenmistir ve 100 V ’ta 45 dk. boyunca
kosturulmustur. Jelde 1000 ile 1200 baz aras1 bant veren tiriin UV transilluminator cihazi
ile goriildiikten sonra geri kalan PCR {iriinii piirifikasyon ve sekans analizi icin BMlab

firmasina gonderilerek hizmet alim1 gergeklestirilmistir.

3.2.3 Biyoassay ¢alismalar:

3.2.3.1 Denemede kullanmilan akarisit konsantrasyonlarimin hazirlanmasi

Pestisit konsantrasyonlar1 saf su kullanilarak hazirlanmistir. Her bir popiilasyon igin 6n
caligmalar yapilarak (1 ppm, 10 ppm, 100 ppm, 1000 ppm araliklari) konsantrasyonlar

belirlenmistir. Calismada kontrol grubuna sadece saf su uygulanmustir.

Cizelge 3.3 Caligmada kullanilan akarisitlere ait bilgiler

Etken madde Etken madde Formiilasyon sekli Ruhsat tarihi Etki mekanizmasi
orani (g/1)
abamectin 18 EC 1991 Glutamat kapili
klor kanal:
allosterik
diizenleyicisi
bifenazate 240 SC 2007 Mitokondriyal

elektron tasima
engelleyicisi-3
tebufenpyrad 200 WP 1996 Mitokondriyal
elektron tagima

engelleyicisi-I
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3.2.3.2 Kullanmilan akarisitlere ait genel ozellikler

Tebufenpyrad (Cizelge 3.3) 1987'de Mitsubishi Kasei tarafindan kesfedilen ve 1992'de
ticarilestirilen bir pyrazol bilesigidir. Bu grup kimyasallar, METI olarak bilinen
mitokondride elektron tasima engelleyici (METI) grup seklinde ortaya ¢ikmistir. Pyrazol
grubunda kesfedilen ikinci bilesiktir (Kyomura vd. 1990). Akarlarin tiim donemlerine
kars1 genis bir akarisidal aktiviteye sahiptir. Bunun haricinde yaprakbitlerine,
beyazsineklere, thrips ve yaprakpirelerine karsi da etkilidir (Inoue ve Fukuchi 1994).
Akar predatorlerine karsi iyi bir segicilik gosterir. Memeli toksisitesi diisiik ve topraktaki
kalicilig1 (DTso 30 giin) orta diizeydedir. Kompleks 1 siifindaki etki mekanizmasina ait
bir bilesiktir (Hollingworth ve Ahammadsahib 1995). Bu gruba ait kimyasal bilesikler
1991-1993 yillar1 arasinda fenpyroximate (pyrazole-oxime), tebufenpyrad (pyrazole-
carboxamide), pyridaben (pyridazinone) ve fenazaquin (quinazoline) olarak piyasaya
striilmiistiir (Dekeyser 2005, Marcic 2012). METI 1 grubu olarak bilinen bu bilesikler,
uzun siireli etkiye sahip genis spektrumlu akarisitlerdir. Bu akarisitler 1107/2009 (AB
2011) sayili yonetmelige gore onay almistir. Fenpyroximate ayrica EPA (Birlesmis
Milletler Cevre Koruma Orgiitii 2011) *da diisiik riskli ve organikfosforlulara alternatif

pestisitler listesinde yer almaktadir (Marcic 2012).

IRAC smiflandirmasinda 21. gurupta A sinifinda yer alan, mitokondriyal kompleks 1
elektron tasima inhibitorii olarak tanimlanmistir. Enerji metabolizmasinda etki gosterir.
Renksiz kristallerden olusur. Molekiiler agirligr 333.90 g/mol’diir. En iyi ¢oziiciileri
hexan (255 g/l), toluene (772 g/l), dichloromethane (1044 g/l), aseton (819 g/l),
acetonitrile (785 g/l) ve methanol (818 g/l)’diir. Sistemik olmayan bir akarisit olup,
kontakt ve yeme yoluyla etkilidir. Translaminar etki  gostermektedir.
Kirmizi6riimceeklerde, pamuk bitkisinde larva, nimf ve ergine etkilidir (E pesticide maual
2011, Anonymous 2021f, Anonymous 2021g).
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Toksikoloji, ekotoksikoloji ve cevresel akibeti

Akut oral disi siganlarda LDsg =997 mg/kg, Akut dermal siganlarda LDso> 2000 mg/kg,
tavsanlarda cilt ve goz tahrisi yoktur. Inhalasyon siganlarda LCso > 3090 mg/m?.
Mutajenik degildir (E pesticide maual 2011, Anonymous 2021g, Anonymous 2021h).
Kuslarda beyaz bildircin akut oral LDsp > 2000 mg/kg, baliklarda gokkusagi alabaligi
(96saat) LCso = 0.030 mg/l. Su piresi Daphnia sp. (48 saat) ECso = 0.046 mg/l. Alglerde
(72 saat) ExCso = 0.54 mg/l. Balarilari i¢in diisiik toksisisteye sahiptir. Toprak solucanlari
(14 giin) LCso = 68 mg/kg (E pesticide manual 2011, Anonymous 2021g, Anonymous
2021h). Hayvanlarda (24 saatte % 80’den fazla) hizla emilir, viicutta biiyiik Sl¢iide
hidroksile ve karboksilatli irlinlere metabolize edilir. Viicuttan 7 giin i¢inde % 90’1 hizla
atilir. Toprakta yarilanma DTso 19-56 giindiir. Suda fotoliz pH 7°de DTso 187 giindiir
(Anonymous 2021g, Anonymous 2021h).

Cizelge 3.4 Tebufenpyrad ’in ruhsatlandig: tiriin ve zararlilar ile son ilaglama siiresi ve
hasat aras1 bekleme siiresi (Anonim 2019c¢)

Zararl Ruhsat aldig1 Son ilaglama ve hasat ~*MRL degerleri Ruhsatli Doz
trtiler arasi bekleme siiresi mg/kg (mg/L)
(Giin)
Cacopsylla pyri Armut 7 0.20 200
Pananyhus ulmi Elma 7 0.20 60
Tetranychus spp. Karanfil 7 0.10 120
Tetranychus spp. Pamuk 7 0.05 120
Tetranychus spp. Hiyar 7 0.30 80
Tetranychus spp. Giil 7 0.10 120
Tetranychus spp. Bag 7 0.50 100
Tetranychus spp. Fasiilye 7 1 150
Tetranychus spp. Cilek 7 1 120
Tetranychus spp. Domates (tarla) 7 0.80 150
Pananychus citri Narenciye 7 0.60 40

*Maksimum kalint1 miktar1
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Sekil 3.4 Tebufenpyrad molekiill yapisi ve kapali formiilii CigH24CIN3O’dur.
(Anonymous 20219)

Bifenazate etken maddesine ait bilgiler

Bifenazate (D2341, N '- (4-metoksi-bifenil-3-yl) hidrazinkarboksilik asit izopropil ester),
1990 yilinda Uniroyal Chemical tarafindan kesfedilmis hidrazin tiirevi grubuna ait yeni
bir hidrazin karbazat bilesigidir (Cizelge 3.3). Diinyada ilk olarak 1999 yilinda Crompton
sirketi tarafindan ruhsat1 alinarak piyasaya siiriilmiistiir. Kontakt etki ile hizli knockdown
goriiliir (Dekeyser vd. 1996, Dekeyser 2005, Grosscurt ve Avella 2005, Van Leeuwen vd.
2009). Akarlarin hareketli donemlerine ve ayni zamanda yumurta gibi sabit donemine
karsida etkili bulunmustur. Laboratuvar c¢aligmalari bifenazate ’in predatér akarlari
etkilemedigini gostermistir (Kim ve Yoo 2002). Diisiik memeli toksisitesine (LDso=
5000mg/kg) sahip ve ¢evrede kaliciligr (DTsp <lgiin) kisa olan (Dekeyser 2005), METI
3 (kompleks 3 ’te yer alan) grubu D sinifinda bulunur. Mitokondride kodlanmis sitokrom
b "nin Qo bdlgesine etkili yeni bir akarisittir (Van Leeuwen vd. 2009, Van Leeuwen vd.
2010). Cevrede kalicilig1 kisa ve memelilere diisiik riskli olan bifenazate ilk ¢iktiginda
norotoksin olarak goriilmiis, daha sonra yeni ¢alismalar (Van Leeuwen vd. 2008, Van
Nieuwenhuyse vd. 2009) ile hedef bolge olarak kompleks III i gosterdigi tespit
edilmistir. Yapilan ¢caligmalarda mitokondriyal sitokrom b (cytb) bdlgesi mutasyonu ve
Qo cytb kompleks 3 elektron tagima bolgesi ile iligkili oldugu ve bu maddeninde
mitokondride sitokrom bcl yapisini engelleme etkisi gosterdigi bulunmustur. Cytb
ubihidrokinon: sitokrom c oksirediiktaz enzim kompleksinin bir pargasi olup (bcl veya
kompleks3), protonlarin bolgesel olarak bulundugu alanda hassas popiilasyon ile direngli
popiilasyonun sekanslart hizalandirilmis, direngli popiilasyonda mutasyonlarin korunmus

Qo protein bolgesinde ve ozellikle cdl sarmalinda (helix) oldugu goriilmistiir (Van
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Leeuwen vd. 2009). Dolayisiyla bifenazate *in Qo inhibitorii olarak davrandigi ortaya
konmustur (Liimmen 2007, Van Leeuwen vd. 2008, Van Leeuwen vd. 2009). Bu ester
baginin hidrolizi yoluyla yani koparilarak aktif edilen bir pro-akarisittir (Van Leeuwen
ve Tirry 2007). Bifenazate’in pro-akarisit olmasindan dolay: akarlarda etkili olabilmesi
icin once ester hidrolizine maruz kalmasi gerekmektedir (Van Leeuwen vd. 2010).
Bifenazate, diisiik riskli pestisit olarak siniflandirilir ve EPA (Birlesmis milletler ¢evre

koruma orgiitii) 1107/2009 sayil1 yonetmelik kapsaminda onaylanmistir (Marcic 2012).

IRAC siniflandirmasinda 20. grupta D smifinda yer alir. Mitokondriyal kompleks 3
elektron tasima inhibitorii olarak tanimlanmistir. Enerji metabolizmasinda elektron
tasinmasini inhibe ederek etki gosterir. Beyaz kokusuz kristallerden olusur. Bifenazate’in
molekiiler agirligi ise 300.40 g/mol *diir. En iyi ¢oziiciisii asetonitril (95.60 g/l), ethyl
asetat (102 g/l) ve methanol (44.70 g/1)’dir. Sistemik olmayan kontakt ve kisa kalicilik
etkisi gosterir. Kirmizioriimceklerde, pamuk bitkisinde larva, nimf ve ergine etkilidir (e-

pesticide manual 2011, Van Leeuwen vd. 2015).

Toksikoloji, ekotoksikoloiji ve cevredeki akibeti

Akut oral siganlarda LDsp > 5000 mg/kg, Akut dermal siganlarda LDso> 5000 mg/kg
tavsanlarda hafif cilt tahrisi yapar. Inhalasyon siganlarda LCso > 4.4 mg/l. Ames testinde
mutajenik degildir. Tavsan denemelerinde teratojenik degildir. Siganlarda karsinojenik
olmadig1 agiklanmistir (Anonymous 2021c, Anonymous 2021d). Kuslarda beyaz
bildircin akut oral LDsp = 1142 mg/kg, mavi giines baligt LCso = 0.58 mg/l. Su piresi
Daphnia sp. (48 saat) ECso = 0.50 mg/Il, Alglerde (72 saat) ExCso = 0.30 mg/l. Balarilari
oral (48 saat) LDso > 100 pg/ari, toprak solucanlarinda (14 giin) LCso > 1250 mg/kg ’dir.
Bazi faydali (Chrysoperla carnea Stephens,1836 (Neuroptera: Chrysopidae), Encarsia
formosa Gahan, 1924 (Hymenoptera: Aphelinidae) organizmalara zararsizdir (e-pesticide
manual 2011, Anonymous 2021c, Anonymous 2021d). Hayvanlarda dozun ¢ogu diski ile
atilir. Sistemik olmayan iiriin mahsiil ylizeyinde kalir ve ¢ogunlukla metabolize edilmez.
Aerobic topraklar DTso = 7 saat, anaerobic DTso < 1 giin, Fotoliz DTso =17 saat (25 °C,
pH5 ) (e-pesticide manual 2011, Anonymous 2021c, Anonymous 2021d).
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Cizelge 3.5 Bifenazate "in ruhsatlandig iiriin ve zararlilar ile son ilaglama ve hasat arasi
bekleme siiresi (Anonim 2019c)

Zararl Ruhsat aldigi  Son ilaglama ve hasat arast ~ *MRL degerleri  Ruhsatli doz
irtiler bekleme siiresi (Giin) mg/kg (mg/L)
Tetranychus Karanfil 1 0.05 144
urticae
T. urticae Pamuk 42 0.30 144
T. urticae Hiyar 1 0.50 144
T. urticae Biber 1-3 3 144
T. urticae Bag 14 0.01 144
T. urticae Patlican 1 0.50 144
(sera)
T. urticae Cilek 1 3 144
T. urticae Domates 1 0.50 144
(tarla, sera)
Pananychus citri Portakal 14 0.90 192

*Maksimum kalint1 miktar1

O
H
AN /\O)\
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Sekil 3.5 Bifenazate molekiil yapisi ve kapali formiilii C17H20N203 *dur (Van Leeuwen
vd. 2015).

Abamectin etken maddesine ait bilgiler

Avermektinler ve milbemisinler makrosiklik laktonlar sinifina aittir ve toprak
mikroorganizmalar1 Streptomyces avermitilis (Streptomycetales: Streptomycetaceae) ve
Streptomyces hygroscopicus (Streptomycetales: Streptomycetaceae)’tan tiiretilerek elde
edilir (Van Leeuwen vd. 2010). Toprak aktinomisetlerinden izole edilen, makrosiklik

lakton olan abamectin (avermektinler Bla ve B1b karisimi) S. avermitilis'in fermentasyon
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tirtiniidiir (Marcic 2012). Mikrobiyolojik kdkenli bir bocek oldiiriiciidiir. Piyasaya 1980
'lerin sonunda ve 1990 'larin basinda siiriilen bu iriin, kirmiziériimcek ’lere ve eriyofid
akarlara kars1 etkili nérotoksik bir akarisittir (Marcic 2012). Abamectin in’ % 80 Bla ve
% 20 ’yi gegmeyen B1b "nin avermektin bilesiminden olugsmaktadir (Anonymous 2020a,
Anonymous 2011). Etkili bir akarisit olup ve gogunlukla Y- aminobiitrik asit (GABA) ve
glutamat kapili klor kanallarinda duyarsizlik seklinde etki gosteririler (Van Leeuwen vd.
2010). Klor kanali aktivatoriidiir. Akarlarda klor kanalinin elektrik aktivitesinin
aktarilmasini engeller (Anonymous 2011). Abamectin 1107/2009 sayili Yonetmelik
kapsaminda Avrupa Birliginde 2011’de onaylanmistir ( Marcic 2012).

IRAC simiflandirmasinda 6. grupta yer alan Glutamat kapili klor kanallar1 diizenleyici
olarak tanimlanmistir. Sinir ve kaslarda etki gosterir. Renksiz soluk sariya dogru degisen
kristallerden olusur. Avermectin B1a 873.10 molekiiler agirlik (mw.), Avermectin b1y ise
859.1 mw sahiptir. Abamectin’inin molekiiler agirligi ise 1732.10 g/mol ’diir. Dogal
olarak olusan bir toprak Actinomiseti olan S. avermitilis'in fermentasyonundan izole
edilmistir. B1a Ve bap nin belli oranlarda karisimidan olusur. Inhibitor bir nérotransmitter
olan y-aminobiitrik asit salinimini uyararak hareket eder ve boylece klor kanallarini aktive
eder. Kontakt temas veya mide zehiri etkilidir. Insektisit, akarisit ve nematisit dzelligi
vardir. Bitkilerde smirli sistemik etkiye sahip, genel olarak translaminar hareket saglar.
Yaprak galeri sinekleri, nematodlar, akarlar, patates bocegi, emici sinek ve bocekler vb.
zararhlarin miicadelesinde kullanilir. Pamuk bitkisinde kirmiziériimceklerin yumurta,
larva, nimf ve erginlerine etkilidir (E pesticide manual 2011, Anonymous 2021e,
Anonymous 2021f).

Toksikoloji, ekotoksikoloji ve cevredeki akibeti

Akut oral si¢anlarda LDso = 10 mg/kg, akut inhalasyon LCso =1100 mg/m3 (1100 mg/kg),
deri de hassasiyet calismasi tavsanlarda LDso > 2000 mg/kg seklindedir. Orta derecede
tavsanlarda goz tahrisi yapar (E pesticide manual 2011, Anonymous 2021e, Anonymous
2021f). Kuslarda akut oral LDso = 84.60 mg/kg. Gokkusagi alabaliginda LCso = 3.20 ug/I.
Su piresi Daphnia sp. (48 saat) ECso = 0.61 ppb, Alglerde (72 saat) ECso = 100 mg/I’dir.
Balarilarina toksiktir LDso > 100 ug/ar1. Toprak solucanlarinda (28 giinliik) LCsg = 28
mg/kg toprak’dir (Anonymous 2021e, Anonymous 2021f). Bozunma (par¢alama) /
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metabolizma fotoliz yolu ile bitki ylizeyinde parclanir. Toprak mikroorganizmlari
tarafindan hizli bir sekilde bozundurulur ve topraga sikica baglanir. Biyoakiimiilasyon
(dogada birikme) yoktur. Hayvanlarda diski yoluyla (96 saat i¢inde) % 80 - 100 arasinda
atilir (Anonymous 2021e, Anonymous 2021f).

Cizelge 3.6 Abamectin’in ruhsatlandig {iriin ve zararlilar ile son ilaglama ve hasat arasi
bekleme siiresi (Anonim 2019c)

Zararl Ruhsat aldig1 Son ilaglama ve hasat  *MRL degerleri Ruhsatli doz
triiler*® arast bekleme siiresi ma/kg (mg/L)
(Giin)
Pananychus Elma 7 0.03 135
ulmi
Cacopsylla pyri Armut - 0.03 135
Agonoscena Antepfistigt 7 0.01 18
pistaciae
T. urticae Biber (sera) 3 0.07 45
T. urticae Hiyar (sera) 3 0.04 45
T. urticae Domates 3 0.09 45
T. urticae Cilek 3 0.15 4.5
T. urticae Patlican (sera) 3 0.09 4.5
T. urticae Pamuk 21 0.01 9
T. urticae Turunggiller 7 0.015 -
Liriomyza Turunggiller 7 0.015 4.5
trifolii

*Maksimum kalint1 miktar1
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Sekil 3.6 Molekiil yapis1 ve kapali formiilii CosH14202¢’dur (Kolberg vd. 2009).
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3.2.3.3 Kullanilan bitki koruma iriinlerinin etki mekanizmasi

Glutamat kapili klor kanallar1 diizenleyici GluCl (abamectin, emamectin benzoate,
lepimectin, milbemectin) ve mitokondriyal elektron tasinma inhibitérleri METI 1
(fenazaquin, fenpyroximate, pyridaben, pyrimidifen, tebufenpyrad, tolfenpyrad) ve
METI 3 (bifenazate, fluacrypyrim, acequinocyl, hydramethylnon) gurubu akarisit ve
insektisitlerin etki sekli akarlar ve boceklerde benzer sekildedir. Kisaca elektron
tastyicilara etki sekli yani etki mekanizmasi; Mitokondriyal solunum yolunda kompleks
1 ve 3 (NADH- : ubikuinon oksidorediiktaz ve sitokrom C rediiktaz) bolgelerinde, ilgili
elektron tagima partikiillerinin bir alt iinitesine baglanarak inhibe etmesi seklindedir (Van
Pottelberge vd. 2009a).

Glutamat kapili klor kanallarina etkili olan abamectin, emamectin benzoate, lepimectin,
milbemectin gibi Klor kanallarinin yiiksek dozda aktivasyonuna neden olur. Bunun
sonucunda sinir ve kas hiicrelerindeki uyarilarin iletilmesini engeller yani iletim
dengesini bozar (Casida 1993, Simon 2014). Etkenin hedef bolgedeki reseptore tutunmasi
ile kanallarin agik kalmasina neden olur. Klor kanallarinin agik kalmasindan dolayi hiicre
icerisine bol miktarda klor veya sodyum ve kalsiyum iyonlarinin girmesi ile sonuglanir.
Klor iyonunun girmesi ile igeride negatiflik artar ve iletimi engeller. Sodyum ve kalsiyum
iyonlarin girmesi durumunda ise asir1 pozitif yiiklii ortam olusumundan kaynakli
uyarilarin sinir sisteminde siirekliligine neden olur. Kontrolsiiz bir sekilde hiicre i¢ine
akis1 devam eden iyonlar, hiper polarizasyon (asir1 kutuplagsma)’a yol agar (Wang ve Pong
1982, Casida 1993, Gant vd. 1998). Bu kutuplagsma sinir hiicrelerinde meydana gelen
herhangi uyariin iletilmemesine neden olarak uyarilar1 baskilar. Uyarilarin baskilanmasi

ile akarlar hareketsizlesir (Das ve Aksoy 2016). Bu ise paralize veya 6liime sebep olur.

3.2.3.4 Ayiric1 doz ve lethal konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Calismanin ilk basamag olarak, tez kapsaminda kullanilan her {i¢ akarisit i¢in ayirici
dozlar belirlenmistir. Bu dozlarin belirlenmesi i¢in Herron ve Rophail (1998) tarafindan

belirlenen metod modifiye edilerek kullanilmistir.
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Ayirict doz belirleme ¢aligsmasi referans hassas bir laboratuvar popiilasyonu olan ve 2001
yilinda itibaren iilkemizde yetistirilmeye devam edilen GSS (German susceptible strain)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Her {i¢ akarisit icin GSS popiilasyonun LCge degerleri
belirlenmistir ve bu dozlar tiim popiilasyonlara uygulanmistir. Ayirict doz uygulanan
popiilasyonlarda % 80’ den az 6liim oranina sahip olanlar ile tam doz denemeler kurularak
LCso degerleri tespit edilmistir. LCso degerlerinin belirlenmesinde IRAC (Insecticide
Resistance Action Committee) tarafindan 6nerilen toksisite deneme diizeni kullanilmistir.
Ayirict doz ¢alismasinda % 80 tlizerinde 6liim oranlarina sahip popiilasyonlarda ise, 61iim

oranlar1 kayit edilmistir.

Toksisite denemeleri IRAC Metot 004 ‘e gore modifiye edilerek yapilmistir (Anonymous
2020D). Petri kabinin alt kisminda 1slatilmis pamuk ve onun {izerinde yuvarlak kesilmis
olan fasulye yapragi yerlestirilmistir. Akarlarin kagmasini engellemek icin yapragin
kenarlar1 kagit havlu kesilerek kapatilmistir (Sekil 3.7). Kesilmis fasulye yapraginin
tizerine 20 - 25 adet ergin (1 — 3 giinliik) disi kirmizidriimcek konulmus ve akarisit
soliisyonlar1 ilaglama kulesi (Burkard Scientific, Ingiltere) ile piiskiirtiilmiistiir (Sekil 3.7,
3.8). Piiskiirtme iglemi 1 bar basing altinda ve toplam 2 ml’ lik akarisit soliisyonlar1 (1.75
+0.05 mg cm) uygulanarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.8). Denemeler kontrol harig en
az 5 doz ve her doz igin iliger tekerriir ile gerceklestirilmistir. Bu farkli dozlar 6n
denemeler sonucuna gore belirlenmis ve istatistiki analizler i¢in popiilasyonda % 10 - 90

arasinda 6liim oranlar1 olan en az 5 farkli doz tespit edilmistir.

[lag uygulamasi yapilan petriler ¢cekerocakta kurutulduktan sonra 26 + 1 °C sicaklik, %
50 - 65 nem ve 16:8 fotoperiyot kosullarina sahip iklim dolabina konulmustur (Sekil 3.9).
Olii - canli saymmlar1 ilag uygulamasindan 24 saat sonra yapilmistir. Firga ile

dokunuldugunda viicut boyu kadar ilerlemeyen akarlar 6lii kabul edilmistir.
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Sekil 3.9 Iklim dolabina deneme petrilerinin yerlestirilmesi

3.2.4 Biyokimyasal ¢alismalar

Calismamizda ti¢ farkli enzim (esteraz, GST ve P-450) grubuna bakilarak metabolik

detoksifikantlarin etkileri ortaya konulmaya caligilmustir.
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3.2.4.1 Microplate assay ile toplam karboksilesteraz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Toplam karboksilesteraz enzim aktivitesi tespiti i¢in Stumpf ve Nauen (2002)’in
gelistirdikleri yontem kullanilmistir. Buna gore popiilasyonlara ait kirmiziériimceklerden
20 adet ergin disi % 0.10 Triton X - 100 igeren 100 pl sodyum fosfat tamponu (0.10 M,
pH 7.5) i¢inde eppendorf tiiplerde homojenize edilmistir. Sogutmali santrifiijde 10000 g
kuvveti dongiisiinde ve +4 °C’de 5 dakika santrifiij edilen homojenat saf su ile 10 kat
seyreltilerek supernatant enzim kaynagi olarak kullanilmigtir. Supernatant ve 0.20 M
fosfat tamponu (pH:6)’ dan 25’ er ul mikroplakanin hiicrelerine konulmustur. Calisma
200 pl substrat soliisyonunun eklenmesiyle baslatilmistir. Substrat soliisyonu 30 mg
Fastblue RR tuzunun 50 ml 0.20 M sodyum fosfat tamponda ¢6ziilmesi ve bu karisima
500 ul 100 mM o — naphtylacetate’in ilavesiyle elde edilmistir. VERSAmax Kinetik
Mikroplaka Okuyucu (Molecular Devices)’da Enzim aktivitesi 25 °C ve 450 nm’ de 10
dakika siireyle 3 tekerriir olacak sekilde okunmustur. Kontrol hiicreleri ise yine ayni
sekilde homojenat yerine tampon konularak okutulmustur.

Esteraz enzim aktivitesinin hesaplanmasi ve karsilastirmasinda ekstinsiyon katsayist
bulabilmek i¢in a-naphtol standart egrisi (sekil 4.4) hazirlanmistir (Kranthi 2005). Stok
soliisyon igin 21.63 mg a-naphtol’den alinarak 7.5 ml aseton iginde ¢Oziindiriilmistiir.
Boyama maddesi olarak % 1’lik fast blue BB salt, 0.04 M fosfat tampon icerisinde
¢cozilmistiir. Stok ¢ozeltiden alinarak esit araliklarla 9 tekerriir hazirlanmis ve {izerlerine
fosfat buffer ile (0.04 M pH: 6. 8) 1 ml olacak sekilde tamamlanarak standart soliisyon
olusturulmustur. Kontrol hiicrelere yalnizca sodyum fosfat tamponu eklenmistir. Daha
sonra kontrol dahil hazirlanan her tekerriirden 1 ml alinip iizerine 3 ml sodyum fosfat
tamponuyla tamamlanmigtir. Okutmaya ge¢meden lizerine hazirlanan boya
sollisyonundan 1 ml eklenerek versamax kinetik okuyucu icerisinde oda sicakliginda 20
dk. bekletilmis ve sonrasinda 590 nm’de okutulmustur.

€ (ekstinsiyon katsayist) = 0.0121 mM/cm

[0 ( Absorbans ) / 6 ( Dakika )] X [ Vi Toplam 6rnek) / Vs (Konulan 6rnek)

X €X 1 cm ] 108 = pmol/min/ml

Spesifik aktivitenin hesaplanmasinda = ( pmol/min/ml ) / ( mg protein / ml)
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3.2.4.2 Glutathion S-transferaz (GST) enziminin Kinetik olarak belirlenmesi

GST enziminin kinetik olarak belirlenmesinde Stumpf ve Nauen (2002)’in gelistirdikleri
yontem kullanilmistir. 30 ergin disi 300 pl Tris HCL tampon (0.05 M, pH:7.5) iginde
homojenize edilmistir. Supernatant 10000 g, +4 °C’de 5 dk santrifiij edilmistir. 100 pl
supernatant, 100 pl 1-chloro-2.4-dinitrobenzene (CDNB) ve 100 pl reduced glutathione
(GSH)’dan olusan toplam hacim mikroplaka hiicrelerine konulmustur. CDNB % 0.10
ethanolde hazirlanmis ve en son konsantrasyonda hiicrelerde 0.40 mM CDNB
bulunmustur. Absorbanstaki degisim 340 nm, 25 °C’de ve 5 dk’da 3 tekerriir olacak
sekilde okunmustur. Kontrol hiicreleri ise yine ayni sekilde homojenat yerine tampon
konularak okutulmustur.

€ (ekstinsiyon katsayisi) = 8.6 mM/cm (Srigiriraju 2008)

[0 ( Absorbans ) / o ( Dakika )] X [ Vi( Toplam 6rnek) / Vs (Konulan 6rnek) X

€ X 1 ¢cm ] 10° = pmol/min/ml

Spesifik aktivitenin hesaplanmasinda = ( pmol/min/ml ) / ( mg protein / ml)

3.2.4.3 Microplate assay ile Sitokrom P-450 monooksigenaz enziminin aktivitesinin
kinetik olarak belirlenmesi

Sitokrom P-450 monooksigenaz enziminin belirlenmesinde Hansen ve Hodgson (1971)
uygulamis oldugu metot modifiye edilerek kullanilmistir. Buna gore 150 adet ergin disi
birey 1.50 ml eppendorf tiip icinde 500 ul % 0.10 triton X-100 igeren fosfat tampona
(0.10 M pH:7.5) iginde plastik ezici ile homojenize edilmistir. Stipernatant 10000 g’de,
+4 °C’de ve 5 dk santrifiij edilmis, iistte kalan supernatant kullanilmistir. Mikroplaka
hiicrelerinin herbirine 90 pl enzim kaynagi, substrat olarak 100 pl 2 mM p-nitroanisole
(PNOD) ilave edilerek karistirilmistir. Daha sonra 30 °C *de 15 dk inkiibe edilerek tizerine
10 ul (9.6 mM) NADPH ilave edilmis ve reaksiyona baslanilmistir. Enzim aktivitesi
mikroplate okuyucuda 27 °C ve 405 nm dalga boyutunda 10 dakika boyunca 10 saniye
aralikla ol¢tilmiistiir. Kontrol hiicreleri ise yine ayni sekilde homojenat yerine tampon
konularak okutulmustur.

€ (ekstinsiyon katsayis1) = 3.32 mM/cm (Srigiriraju 2008)

[0 ( Absorbans ) / & ( Dakika )] X [ Vi( Toplam 6rnek) / Vs (Konulan 6rnek) X
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€ X 1 ¢cm ] 10° = pmol/min/ml

Spesifik aktivitenin hesaplanmasinda = ( pmol/min/ml ) / ( mg protein / ml)

3.2.5 Molekiiler ¢alismalar

3.2.5.1 Total DNA esktraksiyonu

DNA izolasyonu i¢in Qiagen Blood and Tissue kiti kullanilmigtir. Kitte belirtilen sekilde
ve modifiye edilerek deneme hazirlanmigtir. Buna gore, 1.5 ml ’lik eppendorf tiip
icerisine alinan 150 T. urticae disi bireyi lizerine 180 pl ATL tampon konularak
homojenizator cubuk ile akarlar ezilmistir. Ardindan 20 pl Proteinaz K enzimi ekledikten
sonra vortekslenip, hafifce spin yapilarak bir gece kuru blok 1siticida 56 °C ’de
bekletilmistir. Karigim 24 saat beklemis ve lizerine 200 pul AL tampona eklenip vortekste
calkalandiktan sonra 200 pl ethanol (% 96 - 100) ilave edilerek dondriilmistiir (Spin). Bu
karisim yeni 2 ml ’lik collection tiiplere aktarilmistir. Ardindan 8000 rpm ’de 1 dk.
boyunca santrifiijden gegirilmistir. Santrifiijden alinan tiiplerin alt pargasi temizleri ile
degistirilmistir. Yine bu tiiplerin {izerine 500 ul AW1 tampon eklendikten sonra tekrar
8000 rpm °de 1 dk santrifiijlenmistir. Tekrar alttaki tiipler degistirilerek bu sefer lizerine
500 ul AW2 tampon eklenmis ve 14000 rpm *de 3 dk. boyunca santrifiijden gegirilmistir.
Daha sonra santrifiijden ¢ikan tiiplerin tizerine 200 ul AE tampon eklendikten sonra 1 dk.
oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan son kez altina 1.50 ml ’lik yeni epperndorf
tiipler konularak bu sefer 8000 rpm ’de 1dk. santrifiijlenmistir. Elde edilen DNA ’lar PCR

islemlerinde kullanilmak tizere -20 °C *deki derin dondurucuda saklanmustir.

3.2.5.2 Hedef bolge mutasyonlarinin taranmasi

Mutasyonlar DNA ya da kromozomlarin yapisinda meydana gelen degisiklikler veya
degisiklik olusturan baz degisimi temelli olaylar sonucudur.
Elde etttigimiz popiilasyonlarin DNA ’lar1 (-20 °C) ve siparis edilen asagida ¢izelgede

(Cizelge 3.7) verilen primerler, iiriin veya mix ve kosullar {iretici firmanin kullanim
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Onerisi dogrultusunda ve/veya degistirilerek  (Cizelge 3.8, 3.9, 3.10, 3.11) PCR
yapilmustir.

Sekansa gonderilecek PCR {irtinlerinin NCBI gen bankasi ile eslestirildiginde dizilimdeki
farkliligin goriilebilmesi i¢in gelen sekansin hatasiz olmasi beklenir. Bu yiizden
calismamizda herhangi bir aksilik olusturmamasi i¢cin hem mix hemde {iriin seklinde iki
yonlii ¢alisilmistir. GluCl ve PSST bolgelerine PCR {iriinii hazirlamak i¢cin Mastermix’ten
ve iriinden yola ¢ikilarak hazirlanmistir. Bu asamada tiriinden yola ¢ikacak olursak 1
PCR iirlinde 25 pl hacim hazirlamak i¢in su 12.85 ul, tampon 6 ul, MgClI 1.2 ul, dNTP
0.7 ul, F ve R primerler i¢in 1 "er ul, Taq polimeraz enziminden 0.25 pl alinarak ependorf
igine katilmistir. Kisa bir vorteks ’te ¢alkalama (shake) yapilmis ve yine kisa olacak
sekilde 10 sn santrifiij yapilarak tabana ¢oken iiriin alinip 0.2 pl ’lik PCR tiipii icerisine
23 ul aktarilmustir. Son olarak iizerine 2 ul DNA konulmustur. Kontrol i¢in ise ayni
sekilde islem yapilmis ancak son islemde igerisine DNA yerine su konulmustur. Bu PCR
tiipl hizh bir sekilde kosullart degismekle bereber Cizelge 3.11 ’te verilen degerlere gore
hazirlanan PCR i¢ine konulmustur. PCR icerisinde ayrilma, baglanma ve uzamasi
yapilarak ¢ogaltilmistir. Son sicakligi 10 °C gelince PCR {irlinleri makinadan alinarak jel
tankina aktarilmigtir. Bunun igin jel hazirlanirken 1.5 gr Pronadisa marka elektroforez
igin agaroz alinarak erlene aktarilmistir. Hazir 1X TAE tamponundan 100 ml alinmis ve
erlen igine katilmistir. Uzeri aliminyum folyo ile kapatilarak hafifce ¢alkalandiktan sonra
mikrodalgaya konulmus ve 60 sn erimesi beklenilmistir. Daha sonra mikrodalgadan
aliarak hafice ¢alkalanan erlen 5 sn daha 1 tasim olacak sekilde son defa mikrodalga
firinda 1sitilmig ve alinmistir. Alinan erlen su altina yaklasik 1 dk tutularak hizlica
sogumast saglanmigtir. Daha sonra erlen igine ethidium bromide gére daha giivenli Safe-
T stain ’den 5 pl aktarilmig ve hafifce galkalanmigtir. Soguyan jel tanka dokiilerek ilk
kuyucuga Solis Bio Dyne marka 100 b.¢. boyalt DNA ladder ’dan aktarilmis ve diger
kuyucuklara kontrol ve 6rnekler aktarilmistir. En son 50 dk. 100 V.’ta kosturulan jel islem
bitince U.V. transilluminator cihazi ile goriintiilenmistir. Giizel ¢ikan PCR ornekleri
sekansa gonderilmistir. Gelen sonuglar neticesinde hassas popiilasyon referans alinmis,
mutasyon noktalari karsilastirma yapilarak bakilmistir. Calismada kullanilan primerler ve
kosullar1 (Khajehali vd. 2011, Bajda vd. 2017, Riga vd. 2017) asagida Cizelge 3.7 ve
3.11 ’de verilmistir.
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Son olarak LCgg ayirici dozu gegen bir popiilasyon segilmis ve abamectin de LCso dozu
tespit edildikten sonra LCeo Ve LCgo dozu ile selekte edilerek her birinde LCso oranlari not
alinmistir. Daha sonra bu popiilasyonun DNA’s1 alinarak GluCll ve GluCl3 bolge

mutasyonlaria bakilmistir.
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Cizelge 3.7 Caligmada kullanilan primer isimleri ve dizilimleri, gen ve mutasyon bolgesi

Primer ad1 Gen bolgesi Primer dizilimi (5°-3”) Fragment Mutasyon bolgesi Referans
biiyiikligi
(b.g)

Tu_GIuCl1_diag_F Glutamat kanali TTGGATTGACCCTAACTCAGCA 263 G314D
Tu_GIuCl1_diag_R Glutamat kanali TTGCACCAACAATTCCTTGA 263 G314D
Tu_GIuCI3_diagF Glutamat kanali CCGGGTCAGTCTTGGTGTTA 251 G326E Riga vd. 2017
Tu_GIuCI3_diagR Glutamat kanali CACCACCAAGAACCTGTTGA 251 G326E

Cytbdia2F Mitokondriyal sitokrom b TTAAGAACTCCTAAAACTTTTCGTTC 1577 G126S, 1136T, P262T,

S141F, D161G

Cytbdia2R Mitokondriyal sitokromb  GAAACAAAAATTATTATTCCCCCAAC 1577 «“

PEWY F Mitokondriyal sitokromb ~ AAAGGCTCATCTAACCAAATAGG 397 Cytb (P262T) Khajehali vd. 2011,

PEWY R Mitokondriyal sitokromb ~ AATGAAATTTCTGTAAAAGGGTATTC 397 Cyth (P262T) Riga vd. 2017

CytbWT F Mitokondriyal sitokromb  CGGAATAATTTTACAAATAACTCATGC 589 Cytb (G126S, S141F)

CytbWT R Mitokondriyal sitokrom b TGGTACAGATCGTAAAATTGCG 589 Cytb (G126S, S141F)
PSST_Exon_New  Mitokondriyal komleks 1 ACAGGTCAGCCAATCGAATC 600 HI92R
PSST_Exon_New  Mitokondriyal komleks 1 ATACCAAGCCTGAGCAGTGG 600 HI92R Bajda vd 2017




DNA’nin polimeraz zincir reaksivonu ile cogaltilmasi

PCR reaksiyonu i¢in asagida verilen protokoller uygulanmaistir.

Cizelge 3.8 GIuCl ve PSST bolgeleri; 1 PCR iiriinii i¢in gerekli olan iirtin ve miktarlar...
Uriin Miktar ( ul)

H20 12.85
Tampon 6
MgClI 1.2
dNTP 0.7

F 1

R 1

Taq 0.25
DNA 2

Cizelge 3.9 GluCl ve PSST bolgeleri; 1 PCR firiinii i¢in gerekli olan mix ve miktarlar
Uriin Miktar (ul)

H.O 20
Mastermix 6
F 0.5
R 0.5
DNA 3

Cizelge 3.10 CYTB bdlgesi; 1 PCR iiriinii i¢in gerekli olan {iriin ve miktarlar
Uriin Miktar (pl)

H2.0 15.25
Tampon 2.5
MgClI 2
dNTP 1

F 1

R 1
Taq 0.25
DNA 2
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Cizelge 3.11 GluCl, PSST ve CYTB bolgeleri i¢cin PCR reaksiyon kosullari
Bolge Basamaklar Sicaklik °C / Dongil sayisi Referans

sire (dk veya

sn)

Sicak ¢aligtirma 94 /2" -

Ayrilma 94 /30”
Baglanma 53/40” 35
GluCl Uzama 72/1 Riga vd. 2017
Ilave uzama 7215 -
Bekleme 21/ -

Sicak ¢aligtirma 94/2 -

Ayrilma 94/20”
Baglanma 557307 34
PSST Uzama 72/1.30° Bajda vd.2017
Ilave uzama 7215 -
Bekleme 21/ -

Sicak ¢aligtirma 95/5° -

Ayrilma 95/45”

Baglanma 52/ 457 34 Khajehali vd. 2011,
CYTB Uzama 72/ 1 Riga vd. 2017

Ilave uzama 72 /10 -

Bekleme 21/ -

3.2.5.3 Sonuclarin degerlendirilmesi

Biyoassay denemelerinden elde edilen 6lii — canli sayimlarina iliskin veriler Abbott
formiiliine gore diizeltilmistir (Abbot 1925). Elde edilen veriler ile probit analizi (Polo —
Plus paket programi) yapilarak lethal konsantrasyonlar hesaplanmistir (LeOra Software
1994). Diren¢ orant denemeye alinan biitiin popiilasyonlar igin belirlenen LCso
degerlerinin hassas popiilasyon igin belirlenen LCso degerlerine oranlamasi ile her bir
akarisit i¢in popiilasyonlarin direng oranlari hesaplanmistir. Kontrol gurubunda 6liimlerin
>% 10 olmas1 durumunda, denemeler yeniden kurulmustur. LCso degerlerindeki istatistiki

farkliliklar gliven araliklarinin ¢akisma durumuna gore belirlenmistir.
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Biyokimyasal ¢aligmalarda, enzim okumalar1 dort tekerriirlii olarak yapilmistir. Tim
enzim aktiviteleri Softmax PRO programinda analiz edilerek sonug¢lar nmol/dk/mg
protein olarak verilmistir. Orneklerin toplam protein miktarlarmim belirlenmesinde
Bradford (1976)’un total protein tayin yontemi kullanilmis ve Bovine Serum Albumine
(BSA) standart olarak alinmistir. Okuma 620 nm dalga boyunda endpoint olarak

yapilmustir.

Enzim sonuglarindan elde edilen veriler tek yonlii varyans analizi teknigi ile (One-Way
ANOVA) analiz edilmis ve popiilasyonlar arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde

Tukey testi kullanilmistir (Winer vd 1991).

Sekansa gonderilen PCR dirtinleri ise ¢ift yonli olarak okutulmustur. Gelen sekans
sonuglar1 BioEdit version 7.0.5.3 (Hall 1999) ile gelen sekans kromotograflari
incelenirken ve MEGA X version 10.1.7 (Kumar vd. 2018) programi kullanilarak
dizilmis, clustal w ile hizalanarak irdelenmistir. ileri ve geri okuma sonuglarindan
konsensus dizileri elde edilmistir. Bu diziler alt alta hizalanarak hassas ve direngli
popiilasyonlardaki hedef yeri mutasyonlar1 taranmistir. Ayrica her bir okuma icin sekans
kromotograflari tek tek incelenmis ve daha once direngle iligkilendirilen mutasyonlarin

olup olmadig1 bakilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Akarlarin Teshisi

4.1.1 Morfolojik karakterlere gore teshis

Pamuk bitkisinden toplanan tarla popiilasyonlarinda tespit edilen akarlarin teshisleri

yapilmis ve Cizelge 4.1 *de verilmistir.

Cizelge 4.1 Pamuk bitkisinden toplanan tarla popiilasyonlarinda tespit edilen akarlar

Ornek no Cinsiyet Toplanilan yer Toplanma Tarihi Tir Teshisi
1 ICACAS) Diyarbakir 02.06.2019 T. atlanticus
2 ICXCA% Diyarbakir 02.06.2019 T. urticae
3 GIGIe) Aydin 05.06.2019 T. urticae
4 GG Aydim 05.06.2019 T. urticae
5 GG Sanliurfa 13.06.2019 T. urticae
6 GG Sanliurfa 13.06.2019 T. urticae
7 GIGA% Sanliurfa 13.06.2019 T. urticae
8 GHGA% Sanliurfa 13.06.2019 T. urticae
9 GHGA% Adana 23.06.2020 T. urticae
10 GHGA Adana 23.06.2020 T. urticae
11 GRCAY) Adana 24.06.2020 T. urticae
12 GRCAY) Adana 24.06.2020 T. urticae
13 GG Adana 24.06.2020 T. urticae
14 GRCAY) Adana 24.06.2020 T. urticae
15 GHGA% Adana 24.06.2020 T. urticae
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Cizelge 4.1 Pamuk bitkisinden toplanan tarla popiilasyonlarinda tespit edilen akarlar

(devam)
16 GG Adana 24.06.2020 T. urticae
17 GRCA) Adana 23.06.2020 T. urticae
18 GRCA) Sanliurfa 25.06.2020 T. urticae
19 IGAGAS) Sanliurfa 25.06.2020 T. urticae
20 IGAGAS) Sanliurfa 25.06.2020 T. urticae
21 IGAGAS) Sanliurfa 25.06.2020 T. urticae
22 IGAGAS) Sanliurfa 25.06.2020 T. urticae
23 GRCA) Sanliurfa 25.06.2020 T. urticae
24 GRCA) Sanliurfa 25.06.2020 T. atlanticus
25 GG Adana 9.9.2020 T. urticae
26 GG Adana 9.9.2020 T. urticae
27 ICXCA% Diyarbakir 27-31. 07.2020 T. urticae
28 ICXCA% Diyarbakir 27-31. 07.2020 T. urticae
29 GFHFQ Diyarbakir 27-31. 07.2020 T. urticae
30 GRCAY) Diyarbakir 27-31.07.2020 T. urticae
31 FFR Diyarbakir 27-31. 07.2020 T. urticae
32 FFRQ Diyarbakir 27-31. 07.2020 T. urticae
33 GRCAY) Diyarbakir 27-31.07.2020 T. urticae
34 ICXCA Diyarbakir 27-31. 07.2020 T. urticae
35 ICXCA Diyarbakir 27-31. 07.2020 T. urticae
36 ICXCA Diyarbakir 27-31. 07.2020 T. urticae
37 ICXCA Diyarbakir 27-31. 07.2020 T. urticae
38 GRCAY) Diyarbakir 27-31.07.2020 T. urticae
39 ICICAS) Aydin 06.08.2020 T. urticae
40 ICICAS) Aydimn 06.08.2020 T. urticae
41 GRCAY) Aydin 06.08.2020 T. urticae
42 GFHFQ Aydin 06.08.2020 T. urticae
43 ICXCA Aydin 06.08.2020 T. urticae
44 GFHFQ Aydin 06.08.2020 T. urticae
45 GFHFQ Aydin 06.08.2020 T. urticae
46 ICICAS) Aydimn 06.08.2020 T. urticae
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(b)
Sekil 4.1 (a) Tetranychus atlanticus ve (b) Tetranychus urticae erkeginde aedeagus

Toplanlan tarla popiilasyonlarindan 1 (Diyarbakir) ve 24 (Sanliurfa) numarali
popiilasyonlarin molekiiler ve klasik teshisleri sonucu, tiiriin T. atlanticus oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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4.1.2 Molekiiler yontemle teshis

Sekanslar1 yapilan akarlarin blast edilmesi sonucu tiir teshisleri molekiiler olarak

yapilmustir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Sekans sonucu belirlenen akar tiirleri

Popiilasyon Numarasi Tiir % Yakinhk oram
1 T. atlanticus % 99
2 T. urticae % 100
3 T. urticae % 100
4 T. urticae % 100
5 T. urticae % 100
6 T. urticae % 99
7 T. urticae % 100
8 T. urticae % 100
9 T. urticae % 100
10 T. urticae % 100
11 T. urticae % 100
12 T. urticae % 100
13 T. urticae % 100
14 T. urticae % 100
15 T. urticae % 99.85
16 T. urticae % 100
17 T. urticae % 100
18 T. urticae % 100
19 T. urticae % 100
20 T. urticae % 100
21 T. urticae % 100
22 T. urticae % 100
23 T. urticae % 100
24 T. atlanticus % 99.55
25 T. urticae % 100
26 T. urticae % 99.7
27 T. urticae % 100
28 T. urticae % 100
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Cizelge 4.2 Sekans sonucu belirlenen tiirler (devam)

29 T. urticae % 100
30 T. urticae % 100
31 T. urticae % 100
32 T. urticae % 100
33 T. urticae % 99.7
34 T. urticae % 100
35 T. urticae % 100
36 T. urticae % 99.8
37 T. urticae % 99.9
38 T. urticae % 100
39 T. urticae % 100
40 T. urticae % 99.88
41 T. urticae % 99.9
42 T. urticae % 99.85
43 T. urticae % 100
44 T. urticae % 100
45 T. urticae % 99.9
46 T. urticae % 99.5

Sekans sonuglarina gore 1 ve 24 numarali popiilasyonlar > % 99 T. atlanticus olup,
digerleri T. urticae olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2). T. urticae ile T. cinnabarinus "un
aralarinda yiliksek farkliliklarin olmadigi (%0.01 — %1.21) tespit edilmistir. Yapilan
pekeok arastirmada ITS 1, 5.8s veya ITS 2 geninin birlikte veya tek basina kullanimi ile
tirlerin tanimlanabilmesinde kolaylik saglandigi hatta tiirlerin genetik yap1 ve
cesitliliklerinin karakterize edilmesinde basari saglandigi vurgulanmaktadir (Kwon ve
Ishikawa 1992, Wesson vd. 1992, Navajas vd. 2001, Shaw vd. 2002, Osakabe vd. 2002,
Noge vd. 2005 Ben-David vd. 2007, Tsagkarakou vd. 2007, Xie vd. 2008, Alasaad vd.
2009, Li vd. 2010, Ho vd. 2011, Marinho vd. 2011, Yuan vd. 2011, Arimoto vd. 2012,
Matsuda vd. 2013, Chen vd. 2020).
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4.2 Biyoassay Calismalar:

4.2.1 Ayiricr doz denemeleri

Ayirict doz olarak her bir akarisit i¢in (abamectin, bifenazate ve tebufenpyrad) hassas
popiilasyonda ayr1 ayri LCgg degeri belirlenmis ve bu ayirict doz araziden toplanan
popiilasyonlara uygulanmistir. Bu uygulamada % 80 ’den daha diisiik etkinligin
gozlendigi popiilasyonlar segilerek daha ayrintili biyoassay ¢alismalari i¢in yetistirmeye

alinmistir.

Abamectin, bifenazate ve tebufenpyrad ile yapilan denemelerde hassas popiilasyonda
LCoo degerleri 1.10, 1.972 ve 38.190 mg/l olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3). Probit
analizinde heterojenite degeri 1’den biiyllk olmast popiilasyonun karisikligini
(heterojenite) veya 1’den kiiciik olmasi ise tek yiizeligini (homojenite) gostermektedir
(LeOra Software 1994). Abamectin, bifenazate ve tebufenpyrad ile yapilan deneme
sonuglarina gore heterojenite degeri 0.51, 0.67 ve 0.21 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3).
Hassas popiilasyonun abamectin iceren Bitki Koruma Uriinii (B.K.U.) ile belirledigimiz
ayirict doz degerinin, ¢alismadaki diger etken maddelere gore toksisitesinin yiiksek

cikt1g1 goriilmistiir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 Hassas GSS popiilasyonunda tespit edilen ayirict doz (LCgg) Ve LCsg oo degerleri

Etken madde  Formiilasyon Egim = SH LCso (mg/L) LCgo (Mg/L) LCg (mMg/L) 0.95 Giiven  Heterojenite Uygulama
0.95 Giiven araliklari 0.95 Giiven araliklar: araliklari dozu (mg/L)
. 9
abamectin EC 3.29+0.34 0.22 (0.19-0.24) 0.53 (0.44- 0.69) 1.10 (0.82 — 1.69) 0.51
. 144
bifenazate sC 4.98 + 0.62 0.67 (0.63- 0.72) 1.22 (1.05-1.53) 1.97 (1.56 — 2.88) 0.67
12
tebufenpyrad WP 3.29+0.33 7.49 (6.58 — 8.44) 18.37 (15.58 — 23.00) 38.19 (29.28 — 56.05) 0.21 0
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Sekil 4.2 Hassas GSS popiilasyonunda abamectin, bifenazate ve tebufenpyrad ile yapilan denemede tespit edilen doz-tepki egrisi



Literatiirde abamectin, bifenazate ve tebufenpyrad i¢in diisiik LCso oranina sahip olan
GSS ve dogadan toplanan diger hassas popiilasyonlar {izerinde yapilan ¢alismalarda,
farkli hassasiyetler tespit edildigi bildirilmistir. Hassas GSS popiilasyonu iizerinde
yapilan bu ¢alismada bir¢ok aragtirmacinin buldugu sonuglar ile benzer ve birbirine yakin
sonuclar belirlenmistir. Her ne kadar milbemectin ve emamectin benzoate gibi
akarisitlerin molekiiler yapilart degisse de etki mekanzimalari ayni oldugu igin,
calismamizda kiyaslamalara dahil edilmistir. GSS veya tarladan toplanan ve hassas olarak
kabul edilen popiilasyonlarda abamectin ile yaptigimiz ¢alismalarda buldugumuz LCsgo
degerine (0.22 mg/l) yakin degerler diger arastiricilar tarafindan da tespit edilmistir
(Piraneo vd. 2015, Cagatay vd. 2018, Papapostolou vd. 2021). Baz1 arastiricilar, dogadan
topladiklar1 hassas popiilasyonlarda abamectine karsi, bizim buldugumuz sonugclar ile
yakin degerler tespit etmisken, bazilari da daha yiiksek degerler tespit etmistir. Ornegin,
bazi ¢aligmalarda 1.4 - 9.48 mg/l gibi daha yiiksek LCso degerleri tespit edilmistir (Stumpf
ve Nauen 2002, Fahnbulleh 2007, Khajehali 2010, Kwon vd. 2010a, Memarizadeh vd.
2013, Yorulmaz vd. 2013, Riga vd. 2014, Farahani vd. 2018). Bunun yanisira, bazi
arastiricilar calismamizda tespit edilen LCso degerinin 2 ila 1000 kat1 arasinda daha diisiik
degerler tespit edildigini bildirmektedirler (Campos vd. 1996, Nauen vd. 2001, Lee vd.
2003, Sato vd. 2005, He vd. 2009, Koh vd. 2009, Lin vd. 2009, Kwon vd. 2010b,
Khajehali vd. 2011, Vassiliou ve Kitsis 2013, Ferreira vd. 2015, Monteiro vd. 2015, Eziah
vd. 2016, Diaz-Arias vd. 2019, Rameshgar vd. 2019). Calismamizda tespit edilen LCso
degerinden daha yiiksek veya diisiik olarak belirlenmesinin sebepleri arasinda akarin
polifag olmasi1 nedeniyle dogadan toplanan hassas irklarin farkli konukgularda
beslenmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Kendini savunma ve direnebilmesi
icin konukgu bitki tarafindan salgilanan allelokimyasallar1, akarlar tarafindan beslenme
sirasinda viicutlarina alinmaktadir (Brattsten 1988, Mithofer ve Boland 2012). Bitkilerde
beslenen fitofag akarlarin viicutlarina aldiklar1 bilesiklerin nesiller boyu genetiklerinde
veya metabolik aktivitelerindeki degisimi (artmasi/azalmasi) tetikleyebilecegi
diistiniilmektedir. Disi tarafindan genetik aktarimla sonraki nesillerde de yabanci
maddelere diren¢ kazandirabilecegi diisliniilebilir. Diger taraftan, hassas akarlarin
dogrudan veya dolayli olarak hassas veya direngli bireylerle ciftlesmesi de nedenler
arasinda diisiiniilmektedir. Ayrica, akarisite maruziyet ve baskisi altindan kurtulan

poplilasyonlarin da kendi i¢inde hassaslastigi bildirilmektedir (Nicastro vd. 2010). Diger
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taraftan, yapilan baska bir ¢alismada ise direng diizeyi onceden tespit edilmis akarlarin, 1
seneyi askin akarisit baskisina maruz kalmadan yetistirilmesinin ardindan yapilan direng
stabilitesinin bazi popiilasyonlarda kararli yapi1 gosterdigi kaydedilmistir. Arastirilan
popiilasyonlarda LCsg diizeyinin yiikseldigi, bazi popiilasyonlarda ise bir miktar diisiisiin

belirlendigi kayitlidir (Xue vd. 2020).

Hassas GSS popiilasyonlarina bifenazate’nin etkinligine iliskin ¢alismamizda, bifenazate
ile yuriitiilmiis fazla calisma bulunamadigi i¢in kiyaslamalara acequinocyl etken maddesi
de dahil edilmistir. Her ne kadar acequinocyl molekiilii farkli baglanma yapisina sahip
olsa da etki mekanizmasi aynidir. Calismamizda bifenazate LCso diizeyi 0.67 mg/I olarak
tespit edilmistir. Tespit edilen bu deger, Piraneo vd. (2015)’nin tespit ettigi degere
yakindir. Baz1 arastirmalarda dogadan toplanmis hassas irkta bifenazate i¢in LCso
degerinin c¢alismamizda tespit edilenden daha yiikksek (1 — 17.96 mg/l) oldugu
belirlenmistir (Lee vd. 2003, Yu vd. 2005, Khajehali 2010, Khajehali vd. 2011, Chen vd.
2019, Papapostolou vd. 2021). Calismamizda bifenazate i¢in belirlenen LCso’nin daha
diisiik olmasmin nedeni olarak GSS popiilasyonunun 50 seneden fazla siiredir
laboratuvarda ve benzer bitkiler (fasiilye ¢esitleri) ile beslenmesi sayilabilir. Ayrica, bazi
arastiricilar dogadan toplanan hassas 1rklarda direncin yiiksek diizeyde ¢ikmasinin sebebi
olarak, akarlarin beslendikleri farkli bitkilerden viicutlarina aldiklar1 ksenobiyotiklerin
bazi etkili maddelere hassasiyetlerinde diisiise neden olabilecegini 6ne siirmektedir.
Bifenazate’in sicakkanlilara toksisitesi ¢alismamizdaki diger akarisitlere kiyasla en diisiik

(> 5000 mg/kg) olmasi da etkenlerden sayilabilir.

Calisgmamizda GSS hassas popiilasyonuna etkinligi belirlenen tebufenpyrad igin ¢ok
sayida aragtirmada, buldugumuz sonuglar ile benzer veya yakin sonuclar tespit edilmistir.
Her ne kadar pyridaben, fenazaquin, fenpyroximate gibi etkili maddeler farkli molekiil
baglanma yapis1 gostersede, etki mekanizmalar1 ayni oldugu igin farkl: tiirlerde yapilan
caligmalar da kiyaslamaya dahil edilmistir. Bazi ¢alismalarda dogadan toplanmis hassas
popiilasyonda tebufenpyrad ile yapilan denemelerde buldugumuz sonuglara yakin
degerlerde sonuglar tespit edilmistir (Koh vd. 2009, Van Pottelberge vd. 2009a). Bunun
yanisira, bircok ¢aligmada ise ayni etken madde veya ayni etki mekanizmasina sahip

etken maddeler ile yapilan ¢alismalarda daha yiiksek (13.20 — 156 mg/l) LCso degeri
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belirlenmistir (Herron ve Rophail 1998, Van Leeuwen vd. 2005, Fahnbulleh 2007,
Khajehali 2010, Papapostolou vd. 2021). Aksine, bizimkinden daha diisiik degerde LCso
tespit edilmis (0.20 — 6.48 mg/l) arastirmalarda bulunmaktadir (Nauen vd. 2001, Stumpf
ve Nauen 2001, Ay ve Kara 2011, Niu vd. 2011, Sugimoto ve Osakabe 2014).
Tebufenpyrad’in yapisi geregi piretroitlilerdeki gibi memelilere toksisitesinin (997
mg/kg) diisiik olmasi, LCso diizeylerini yiikselttigi diistiniilmektedir. Bu nedenle
abamectin’e kiyasla LCso diizeyinin ¢ok daha yiiksek ¢ikmasinin sebebi, toksisistesinin

diisiik olmasi olarak diisiiniilmektedir.

4.2.2 Popiilasyonlara ayiric1 doz uygulama ve yiizde oliimler

LCo9 konsantrasyonunda belirlenen 6liim oranlar1 Cizelge 4.4’da verilmistir. Ayirict dozu
gecen ve secilen bazi popiilasyonlarin bu kimyasallara karsi olan toksisitesini
belirleyebilmek i¢in LC oranlarimin tespiti i¢in biyoassay calismalarina ve probit

analizlerine gecilmistir.

4.2.3 Ayiric1 doz sonrasi popiilasyonlarin akarisitlere karsi toksisitesi ve direnc

katsayilari

Pamuk tarlalarindan toplanan popiilasyonlarda yiiriitiilen biyoassay ¢alismalart sonucu
abamectin i¢in hesaplanan LCsg ve LCgo degerleri Cizelge 4.5 de verilmistir. Cizelge 4.5
incelendiginde farkli popiilasyonlarda hesaplanan LCso degerleri verilmistir.
Calismamizda abamectinin LCso degeri en diisiik olarak 11 numarali popiilasyonda
(7.344 mg/l) ve en yiiksek olarak 2 no ’lu popiilasyonda (33.812 mg/l) tespit edilmistir
(Cizelge 4.5). Toplanan popiilasyonlarda abamectin’e karsi hassasiyetin diistigi ve
diren¢ kazanmaya bagladiklari, ancak yinede bazilarinin ayirict dozu gectigi halde diisiik
LC degeri gosterdigi popiilasyonlar ’da goriilmistiir. Bu 10, 12, 13, 14, 25 no.’lu
popiilasyonlarin diger popiilasyonlara goére daha hassas oldugu LC degerlerinden

anlasilmistir. Abamectin’in toksisitesinin hassas GSS popiilasyonunda yapilan ¢aligmalar
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sonunda diger iki etkili maddeye kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.3).

Cizelge 4.4 Tetranychus urticae’nin tarla popiilasyonlarinda abamectin, bifenazate ve
tebufenpyrad i¢in ayirici dozlarda gergeklesen 6liim (%)
Ayirici dozda gergeklesen 6liim orani (%)

Popiilasyon no Abamectin Bifenazate Tebufenpyrad
(LCog9:1.099 mg/l) (LC0:1.972 mg/l)  (LCg9:38.19 mg/l)
2 0 0 87.5
3 3 54 100
4 0 0 19
5 0 100 100
6 0 67 96.5
7 0 745 96
8 0 355 735
9 0 71 95.5
10 66.5 81 98
11 0 71 97
12 78.5 94 90
13 62 96 98.5
14 61 98 98
15 14 98 92.5
16 15 68 100
17 7 89 98.5
18 46 89 100
19 25 75 100
20 34 69 96
21 5 76 98.5
22 135 75 96
23 4 72 98.5
25 76 97.5 100
26 85 98.5 100
27 100 98 83
28 0 17 79.5
29 45 88 100
30 36 56.5 100
31 100 98 100
32 100 100 935
33 98 95 86
34 35 38 84
35 50 94 100
36 100 100 98
37 47 95 100
38 95.5 100 92,5
39 38 93 100
40 53 95 100
41 92,5 98 100
42 100 100 98
43 3 100 96
44 100 100 98
45 88 100 99
46 90 100 98
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Yapilan bazi ¢alismalarda T. urticae popiilasyonlarinin abamectin ve bifenazate ’a karsi
direngli olup olmadig1 veya direncin diizeyi ile ilgili veriler tespit edilmistir. Piraneo vd.
(2015) yapmus olduklar1 calismada direng diizeyini; diisiik direng (Direng oran1 <10), orta
diizeyde direng (10 > Direng¢ oran1 > 100) ve yiiksek direng (direng oran1 > 100) olarak
ti¢ sinifa ayirmistir. Abamectin *in hem akarisit hemde insektisit olmasi farkli zararlilarin
miicadelesinde kullanilmasma ve diger zararlilar ile ayni ortami paylasan akarlar
acisindan birden fazla uygulamaya maruz kalmasina neden olmaktadir. Y1l igerisinde
tavsiye edilen doz ve bekleme siiresi dikkate alinmaksizin ayni etkili madde ile tekrarli
olarak ilaglama yapilabilmektedir. iklim kosullarina bagl olarak kisa zamanda do] veren
ve her bir doliini sicakliga bagli olarak 10 ile 20 giin arasinda tamamlayabilen T. urticae,
aktinomisetlerin fermentasyon {irlinii olan bakteri koékenli bu kimyasal ile karigik
evrelerinin (yumurta, nimf, larva, ergin) karsilasmasi kaginilmaz olmakta, neticede erken
evrim gerceklesebilmektedir. Disilerde partenogenetik iiremenin olmasi ve genetik
materyalin aktarimin disiden olmasi bunu dahada kolaylastirmaktadir. Arthropod
Pesticide Resistance Database (A.P.R.D.) kaynagina gore zararlilar arasinda en fazla
direng kaydedilen ve diinya ¢apinda 700’den fazla direng kaydi bulunan zararl T. urticae
’dir (Anonymous 2019c).

Abamectin ile yapilan g¢alismada, Kwon vd. (2010b) giil seralarindan toplanmis
poplilasyonlarda > 4753 kat ’a kadar direng tespit etmisler. Vassiliou ve Kitsis (2013)
Kibrista agik alan ve seralardaki giillerden toplanan popiilasyonlarda 3822 kat direng
tespit etmiglerdir. Tang vd. (2014a) Cin’de elma ve g¢ilek bahgelerinden toplanan
poplilasyonlarda 4989 kata kadar direng tespit etmislerdir. Monteiro vd. (2015) bag
alanlarindan toplanan popiilasyonlarda 8272 kat’a kadar direng tespit etmisler. Diaz-Arias
vd. (2019) giil seralarindan topladiklar1 popiilasyonlarda 21141 kat ’a kadar direng tespit
ettiklerini bildirmektedirler. Calismamizda pamuk tarlalarindan toplanmis T. urticae
poplilasyonlar1 arasinda abamectin’e karsi en az 34 kat ve en yiiksek 156.50 kat direng
tespit edilmistir. Calismamiz verileri Piraneo vd. (2015)’nin hazirlamis olduklar1 6l¢ege
gore degerlendirildiginde, 7 popiilasyonda orta diizeyde direng belirlenirken (34-82 kat),
3 popiilasyonda ise yiiksek diizeyde direng (109 — 156.50 kat) belirlenmistir (Cizelge

4.5). Diger popiilasyonlar igerisinde diren¢ oraninin genel anlamda orta diizeyde oldugu;
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ancak 3 popiilasyonun (2, 4 ve 28 no’lu) diren¢ oraniin biiyiik oranda diisiik oldugu
tespit edilmistir. Diren¢ orani yiiksek olan popiilasyonlar Diyarbakir ve Aydin ilinden
toplanan popiilasyonlardir. Hassas GSS popiilasyonuna abamectin uygulamasinda LCsg
(Cizelge 4.3) 0.22 mg/1 olarak belirlenmistir. Ayrica, hassas popiilasyonda denenen etkili

maddeler arasinda en yiiksek toksisiteyi gosteren abamectin olmustur.

Cizelge 4.5 Tetranychus urticae popiilasyonlarinda abamectin uygulamasinda hesaplanan
LCso, LCqo degerleri ve hesaplanan direng oranlari

POpﬁgzsyon n Egim+SH' (O.QIQCGSioi\Enga?:dil{lI()larl) (0.9I5_C(§1'Oi\gglga?:dil.fll<)larl) ¢ *ggjﬁg
2 400 2.56+029 (27.33'?4;05) (80_220_7'12&57) 122 12 156.54
4 392 4.98+0.90 (1622'?522_19) (33_3;‘%?35_87) 382 12 109.00
5 392 4.18+0.46 (1o.gf4lg.73) (19.6273;159_88) 131 12 52.96
6 380  3.29+0.46 (111_3'72_61;‘_173) cisr a7y 156 12 6137
7 383 2.550.25 . - usTo7ros 88 12 8290
8 381 2.93+0.31 (7_93'?81‘3.32) colo 33z 13 12 4204
9 372 3.03+0.33 (8_3180'_1;0.'62) (ot a2z 232 12 47100
1 372 3.600.37 (645820 (1430 2028 102 12 3400
16 511 2524033 6. 475'57086.8 " (17.5314;122_83) 139 12 3471
28 391 3134031 (21.§g'f92$_7o) (52.1632;821_60) 118 12 11336
G 39 32903 (0.2'92-%).];4) (0.44-069) 61 1z -

*Direng orani: Tarla popiilasyonu (LCsp) / Hassas (GSS) popiilasyonu (LCso)

Ayirict dozu gegen ve denemeye alman 10 popiilasyonun (2, 4 ve 28 no’lu
popopiilasyonlar) LC degerleri hesaplanan verileri ile hassas popiilasyon verileri
kiyaslandiginda; bunlarin bariz olarak yiiksek diren¢ oranina sahip oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.5). Popiilasyonlarin LCso giliven araliklar1 incelendiginde istatistiki

kiyaslamalar1 sonucu 6 ve 7 numarali popiilasyonlar istatistiki olarak farkli bir grupta (c
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ve cd) yer almakla birlikte ancak giiven araliklarmin g¢akistigi gorilmistiir. Diger
poplilasyonlardan 2 ve 4 numaranin (a) ayni grup igerisinde, 5, 8 ve 9 numaral
popiilasyonlarin (d) ayn1 grup igerisinde bulundugu, 11 ve 16 numarali popiilasyonlarin
(e) ayn1 grupta bulundugu, 28 numarali (b) ve hassas popiilasyonun (f) ise farkli gruplarda
yer aldig1 tespit edilmistir. Ayirict doz dikkate alindiginda, 44 popiilasyondan 12’sinin
ayirict dozu gegcemedigi belirlenmistir. Abamectin’e karst kirmizidriimceklerin
hassasiyetinin diistiigii ve Onerilen arazi uygulama dozu (9 ppm) ’nu gegtikleri
goriilmektedir. Yapilan iki senelik bir ¢alismada denenen 6 akarisit iginde bir sene
abamectin ’in diger sene milbemectin ’in en yiiksek etkili (1. sirada) akarisit oldugu

belirlenmistir (Massoud vd. 2018).

Calismamizda diger tarla popiilasyonlarin (7 tanesinde) ’da abamectin’e hassasiyetin
halen devam ettigi belirlenmistir. Toplanan tarla popiilasyonlarinda hassas popiilasyona
kiyaslandiginda direncin diizeyinin orta (5, 6, 7, 8, 9, 11 ve 16) ve yiiksek (2, 4 ve 28
numarali) seviyede oldugu belirlenmistir. Calismamizin sonuglari ile farkl arastiricilarin
sonuclar1 (farkli konukgularda ve ayni etki mekanizmasina sahip milbemectin ve
emamectin benzoate etken maddeleride dahil edildiginde) asagida kiyaslanmigtir. Piraneo
vd. (2015) yapmus olduklar1 6lgege gore ¢alismamizda belirlenen direncin orta ve yiiksek
diizeyde oldugu goriilmektedir (Campos vd. 1996, Kim ve Seo 2001, Stumpf ve Nauen
2002, Lee vd. 2003, Sato vd. 2005, Negm vd. 2009, Yorulmaz ve Ay 2009, Kwon vd.
2010a, Kwon vd. 2010b, Nicastro vd. 2010, Tirello vd. 2012, Piraneo 2013, Vassiliou ve
Kitsis 2013, Latheef ve Hoffmann 2014, Riga vd. 2014, Tang vd. 2014a, Ferreira vd.
2015, Monteiro vd. 2015, Wang vd. 2015, Cagatay vd. 2018, Xu vd. 2018, Diaz-Arias
vd. 2019, Yorulmaz ve Ozata 2019, Xue vd. 2020, Papapostolou vd. 2021). Calismamizda
akarisitler piiskiirtme seklinde uygulanmis olup, daldirma metoduna gore yapilanlar ile
farkliliklar bulunmasi beklenebilir. Bu konuda yiiksek diren¢ oraninin goriilmesini pek
cok faktdre baglayabiliriz. Ornegin yapilan ¢alismalarin rezidii ydntemine veya daldirma
dedigimiz yonteme gore yapilmasi sonuglarin yaniltici olarak pozitif direng seklinde
¢ikmasina neden olabilir. Ornegin T. urticae’de bitkisel ekstrakt ile yapilan calismada
puskiirtme yonteminin 6liim oraninin, yaprak daldirma ydntemine gore daha yiiksek
oldugunu bildirmektedir (Erdogan vd. 2018). Zararhilarin yasam alanlar1 dikkate

alindiginda, sera veya kapali alanlarda (ilagclamanin fazla oldugu) direncin yliksek
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cikmast tarla kosullarina kiyasla normal olabilir. Ancak, ¢alismamiz agik alandaki pamuk
bitkisinden alinan kirmizidriimeeklerle yiirtitiilmiistiir. Pamuk bitkisinde farkli zararlilara
farkl sayida pestisit uygulanmis olsa da, bu zararlilarin ortamdan dogrudan veya dolayli
olarak uzaklasmasi nispeten kolay olabilir. Boylece kimyasal baskisina maruz kalmadigi
ortamlara gecme olasilig1 nedeniyle direng diizeyinin diismesi beklenebilir. Dogada a1k
alanda yabanci ot veya kiiltiir bitkisi {izerinden gelen hassas bireyler ile ¢iftlesmesi
sonucu akarlarin hassaslasabilecegi kabul edilmektedir. Pestisite maruz kalmayan,
dolayisiyla seleksiyon basksindan kurtulan popiilasyonlarda 7 ay gibi kisa bir siire
sonunda, direncin stabilitesinin diistiigiiniin bildirildigi bir calismada benzer ger¢eklerden
bahsedilmistir (Xue vd. 2020). Zararlinin beslendigi bitki tiiriiniin de 6nemli oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle kesme ¢icek, giil, bag, cilek, elma vb. gibi fazla pestisit
uygulamalarina maruz kalan bitkilerde bu zararlilarin diren¢ kazanma olasilig1 yiiksek
olabilir. Ayni sekilde domates vb. konukgularda zararlilara kars1 bitki savunma sistemleri
faaldir. Beslenen akar popiilasyonlarinda konukgu tarafindan salgilanan allelokimyasallar
akar viicuduna girdikten sonra zararlinin hayatta kalmasi icin enzimler vasitasiyla
parcalanir. Bu ksenobiyotik maddelerin, akarlarin hayatta kalmasina yardimei oldugu ve
bu sekilde zararlinin direncine katkisi oldugu disiiniilmektedir (Van Leeuwen ve
Dermauw 2016). Diger taraftan, popiilasyonlarin kiyaslanmasinda kullanilan ve standart
hassas olarak adlandirilan bireylerin bizim kullandigimiz referans popiilasyona gore
farkli c¢ikabilecegide unutulmamalidir. Abamectinle yapilan g¢alismamiz sonuglari
(Cizelge 4.5) irdelendiginde LCso degeri orta diizeyde olan (7.34, 7.50, 9.08, 10.15, 11.43,
13.25 ve 17.90 mg/1) toplamda 7 popiilasyon oldugu, 3 popiilasyonda (23.54, 24.84 ve
33.81 mg/l) yiiksek diizeyde direncin ortaya ¢iktigi belirlenmistir. Orta diizeyde direng
goriilen popiilasyonlar Aydin, Sanliurfa ve Adana ilinden, yiiksek direngli popiilasyonlar
ise Diyarbakir ve Aydin ’dan temin edilmistir (Cizelge 4.5). Diyarbakir popiilasyonunda
hassasiyet kayb1 veya yiiksek direng ¢ikmasi yakin zamanda yapilan baska bir caligsma ile
desteklenmistir. Yorulmaz ve Ozata (2019)’un inceledikleri 15 popiilasyondan 3’{inde
57-97 kat direng; geri kalan popiilasyonlarda ise yiiksek direng (116-342 kat) orani tespit
etmislerdir. Caligmamizda diger popiilasyonlarda orta ve diisiik diizeyde belirlenen direng
durumunun, birgok arastirict ile parallel siklikta ¢iktig1 tespit edilmistir (Hoy ve Conley
1987, Nauen vd. 2001, Lee vd. 2003, Ay vd. 2005, Van Leeuwen vd. 2005, He vd. 2009,
Koh vd. 2009, Lin vd. 2009, Van Pottelberge vd. 2009b, Khajehali 2010, Nicastro vd.
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2013, Eziah vd. 2016, Namin vd. 2020). Farkl: tiirdeki akarlarda yapilan ¢aligmalarda
yine diisiik ve orta diizeyde direng belirlendigi degisik arastiricilar tarafindan
kaydedilmistir (Kim ve Yoo 2002, Ullah vd. 2011, Yorulmaz vd. 2013, Rameshgar vd.
2019). Fakat, diisiik diizeyde direng tespit edilmis popiilasyonlarin bir kismi faydal
faunada bulunan akarlardan ibarettir. Caligmamizda, abamectin uygulamasinda hassas
popiilasyon (GSS) i¢in LCso degeri 0.22 mg/l olarak tespit edilmistir. Tarladan toplanan
12 popiilasyon ise ayiric1 dozu gecememis; ayirict dozu gegen popiilasyonlarin (32 tanesi)
LCso degeri hassas popiilasyonda belirlenen LCsg degerine kiyasla daha yiiksek tespit
edilmistir. Abamectin ile ilgili diren¢ kiyaslamasinda kapali alan, beslendigi bitki gibi
faktorler etkili olabilir. Ancak, kiyaslama olarak kullanilan standart hassas popiilasyonun
caligmalarda (GSS, London veya tarla hassasi) ayni olmamast ve farkli yontemlerin
(rezidii, puskiirtme vs.) uygulanmis olmasi gibi nedenler ile “direngli” deyimi
kullanilmas: yaniltict olabilir. Direngli denilen popiilasyonlarda diger mekanizmalarin

(enzim, mutasyon) aragtirilmis olmamasi da ikileme neden olabilmektedir.

Yapilan bu ¢alismada 44 popiilasyondan 16 tanesinin uygulama dozunda % 80’den az
6liim gosterdigi, bunlardan ise 6 tanesinin diisiik direngli, diger 10 popiilasyondan 3’iiniin
yiiksek direngli ve 7’sinin orta diizeyde abamectine direngli oldugu tespit edilmistir.
Boylece, 44 popiilasyondan yaklasik 3 ’te birinin (% 36) hassasiyetinde diisiis
belirlenmistir. Bu bulgular abamectin’in sicakkanlilara yiiksek toksisisteye (oral toksisite
10 mg/kg) sahip oldugu dikkate alindiginda popiilasyonlarda hassasiyet kayb1 gorildiigi
belirlenmistir. Kisa siirede c¢ogalabilen akarlara karsi bu akarisitin art arda
kullanilmamasi, bir baska ifade ile secilen akarisitlerde miinavebe yapilmasi Onerisi
akarlar ile savasimda etkili olabilir. Ayrica direng gelisimini engellemenin diger bir yolu
kirmizidriimcekler gibi dogal diismanlart olan bu zararl tiirlerin kontroliinde biyolojik
miicadeleye dnemin verilmesi ve secilecek akarisitlerin dogal diismanlara karsi secici

olanlarinin tercih edilmesidir.

Bifenazate i¢in yiiriitiilen biyoassay ¢aligmalar1 sonucu popiilasyonlarda elde edilen LCso
ve LCqo degerleri Cizelge 4.6 *de verilmistir. Cizelge 4.6 incelendiginde popiilasyonlar
arasinda LCso degerlerinin farkli diizeylerde oldugu goriilmiistiir. Popiilasyonlar arasinda

bifenazate " diger etken maddelere gore halen etkisini korudugu Cizelge 4.6’dan
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anlasilmaktadir. Diisiik LC degerinin en fazla Cizelge 4.6’da olmasi ve daha fazla

popiilasyonda bulunmast

toksisitesinin  yiiksek oldugunu gdstermektedir.

Bu

popiilasyonlar arasinda 4 ve 2 no.’lu popiilasyonlarin diger popiilasyonlara gore daha

direngli oldugu anlagilmaktadir. Hassasiyeti en yiiksek poptilasyonun 6 no.’lu, en diisiik

ise 4 no’lu popiilasyon oldugu LC oranlarinda ortaya ¢ikmistir. Sonraki en yiiksek toksik

etki goriilen iki popiilasyon ise 20 ve 16 no’lu popiilasyonlar oldugu, bunlarinda yiiksek

hassasiyete sahip oldugu sonuglardan anlagilmaktadir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Tetranychus urticae popiilasyonlarinda bifenazate uygulamasinda hesaplanan

LCso, LCqo degerleri ve hesaplanan direng oranlari

Popiilasyon - 1 LCso (mg a.i./l) LCoo (Mg a.i./l) 2 *Direng
no Egim+SH (0.95 Giiven araliklar1)  (0.95 Giiven araliklar1) df Orani
2 394 10.13+1.05 30.17 b 40.37 114 12 44.90

(29.14 - 31.29) (37.98 — 44.06)

3 378 2.71+0.33 1.81d 5.36 134 12 2.69
(148 - 2.11) (4.26 - 7.83)

4 390 4.98+0.62 57.01a 89.67 274 12 84.84

(51.67- 62.73) (77.87- 117.73)

6 377 4.28+0.65 155¢e 3.097 173 12 2.31
(1.34-1.77) (2.49 - 4.93)

8 377 4.02+0.46 2.45 cd 5.10 355 12 3.64
(2.05-3.04) (3.82-9.83)

16 394 6.44+1.90 167 e 2.64 123 12 2.48
(1.16 - 1.82) (2.33-4.54)

20 394 6.26+0.87 1.64e 2.63 16.6 12 2.45
(1.49-1.81) (2.26 — 3.53)

28 394 5.66+0.86 287¢c 4.83 81 12 4.26
(2.56 - 3.10) (4.35-5.73)

30 392 3.85+0.47 1.78 e 3.84 108 12 2.66
(1.58-1.97) (3.32-4.79)

34 392 4.64+0.61 2.30d 4.35 111 12 3.42
(2.11-2.53) (3.69 -5.67)

Hassas 391 4.98+0.62 0.67f 1.22 8 12 -

(GSS) (0.62-0.72) (1.05-1.53)

*Direng orant: Tarla popiilasyonu (LCso) / Hassas (GSS) popiilasyonu (LCsp)

Bifenazate ’li B.K.U. uygulamasinda Cizelge 4.6 incelendiginde popiilasyonlar arasinda

tiimiinde olmasa da yakin diizeylerde direng oranlari seyrettigi goriilmektedir. Buna gore

LCso degeri en diisiik (1.55 mg/l) 6 numarali popiilasyonda, en yiiksek (57.01 mg/l) ise 4
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numarali popiilasyonda ortaya ¢iktigi goriilmektedir. Denemede T. urticae
popiilasyonlarinin bifenazate ’a kars1 en diisiik 2.31 kat ve en yiiksek ise 84.84 kat
arasinda direng gelistirdikleri goriilmistiir. Buna gére LCso degeri diisiik diizeyde olan
(1.55, 1.64, 1.67, 1.78, 1.81, 2.30, 2.45 ve 2.87 mg/l) toplamda 8 popiilasyon oldugu, 2
popiilasyonda (30.17 ve 57.01 mg/l) ise orta diizeyde direncin ortaya ¢iktigi
goriilmektedir. LCso giiven araliklari istatistiki kiyaslamalari sonucu 2 numarali
popiilasyonun (b) baska bir grupta yer aldigi, 4 numarali popiilasyonun (a) baska bir grup
igerisinde bulundugu, 6, 16, 20 ve 30 numarali popiilasyonlarin ise (¢) ayn1 gruplandirma
icerisinde yer aldigi bulunmustur. Bakilan diger popiilasyonlardan 3 ve 34 numarali
popiilasyonlarin (d) ayni grupta yer aldig1 ancak 8 numarali popiilasyonun (cd) farkli bir
grupta yer almasma ragmen giiven aralikliginin ¢akistigi belirlenmistir. Hassas ve 28
numarali popiilasyonun ise sirasiyla (f), (c) farkli gruplandirma igerisinde yer aldigi
bulunmustur.

Diinyada pamuk bitkisinde bu zararliya kars1 fazla ¢alismanin olmamasi ve bu etken
madde de ¢alismanin az olmasindan dolayr sonuglarimizi, arastiricilarin yaptigi farkli
konukgulardaki ve farkli etken maddeli (ayn1 etki mekanizmasina sahip acequinocyl de
dahil edildiginde) calismalar ile karsilastiracak olursak yiiksek direng ile c¢ok
karsilagilamadig1 goriilmektedir. Yapilan calismalarda bazi uygulama dozlarinda diistik
oliim goriildagi bildirilmektedir (Kim ve Seo 2001, Papapostolou vd. 2021). Bunlardan
bazilarinin kapali alanlardan elde edilen ve ticari giil ve cilek alanlarindaki akarlarda
oldugu goriilmektedir (Yu vd. 2005, Sugimoto ve Osakabe 2019). Ortiialt1 alanlarmin
kontrollii sartlar dahilinde olmasindan dolay1 buraya yapilan ilag uygulamasmin tarla
uygulamalarina gore daha fazla olmasi normaldir. Bu alanlarda ise dogada goriilen
normal seviyenin degil, ilag baskisi altinda kalan alanlarda goriilen ortalama tizeri

direncin goriilmesi beklenir.

Yaptigimiz calisma ile arastirmacilarin (Piraneo vd. 2015) yapmis oldugu olcegi goz
oniine aldigimizda, T. urticae popiilasyonlar1 arasindaki bifenazate li B.K.U. *ye kars1 8
popiilasyonda diisiik direng goriildiigii (2.31 — 4.26 kat), 2 popiilasyonun ise orta diizeyde
direng (44.90 ve 84.80 kat) goriilmiistiir (Cizelge 4.6). Farkli konukgularda ve ayni etki
mekanizmasinda sahip acequinocyl ’de yapilan denemelerin buldugumuz sonugclar ile

ayn1 diizeyde gittigi hatta daha diisiik diren¢ oranlarinin goriildiigii ¢aligmalarda
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bildirilmektedir (Lee vd. 2003, Van Leeuwen vd. 2005, Van Leeuwen vd. 2006, Ochiai
vd. 2007, Van Pottelberge vd. 2009b, Khajehali 2010, Tirello vd. 2012, Piraneo 2013,
Latheef ve Hoffmann 2014, Tang vd. 2014a, Wang vd. 2015, Xu vd. 2018, Chen vd.
2019). Bu sonuglardanda anlasilacagi tizere konukgularin ilaglanma sikligmin diistik
olmasi ve acequinocyl gibi baglangig toksisistesinin yiiksek olmasida etkilidir. Bifenazate
iceren B.K.U ’nde direng oranlarinin 2 popiilasyon hari¢ (2 ve 4 numarali) diisiik diizeyde
seyrettigi ortaya konmustur. Bu ise popiilasyonlar arasinda hassasiyetin halen yiiksek
goriildiigiinii ancak 2 popiilasyonda hassasiyetin diistigiinii gostermektedir. Hassasiyeti
diisen popiilasyonlarin Diyarbakir ve Aydin illerinden toplanan popiilasyonlar oldugu
belirlenmistir. Ruhsatli uygulama dozu (144 ppm) yoniinden bakilacak olunursa,
denemeye alinan 44 popiilasyondan hi¢ birinin bu dozu gecemedigi goriilmektedir.
Hassas popiilasyon ile karsilastirilmasi yapildiginda ise direngli gériilen bu bireylerin,
uygulama dozunda halen bu etken maddenin kirmizidriimceklerde etkin oldugunu
gormekteyiz. Sonuglar uygulama dozunun etkisini korudugu ve halen etkinligin {ist
seviyede oldugunu bu popiilasyonlarda bize gostermektedir. Bifenazate ’in karbazat
grubu akarisit oldugu, bunun ise esteraz enzim mekanizmas ile etkili maddenin aktif hale
getirildigi bildirilmistir (Van Leeuwen vd. 2007). Arastiricilar bu bilesigin degisen
esteraz inhibisyonunun akarisit aktivasyonunda rol oynadigini ve buna bagh etkinliginin
distiigiinii bildirmektedirler (Van Leeuwen vd. 2007). Yapilan bir ¢alismada baska
akarisitlerle karisim halinde kullanilan bifenazate ’in yalniz basmna kullanimina gore
etkisinin diisiik oldugunu bildirmektedirler (Khajehali vd. 2009). Bifenazate maddesinin
sicakkanlilardaki toksisistesinin abamectin ve tebufenpyrad etken maddesine gore diisiik
toksik grupta yer aldig: bilinmektedir. Buna ragmen tarla popiilasyonlarinda toksisitenin
yiiksek goriilmesi, oncesinde yapilan farkli konukgulara ilaglamalardan kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Yaptigimiz ¢aligmada pamuk tarlalarindan toplanan popiilasyonlarin
bircok ilaglamaya maruz kaldigr bilinmektedir. Buldugumuz sonuglara gore
popiilasyonlarin toplanmasi oncesinde ¢iftgiler tarafindan yapilan ilaglamalarin enzimleri
(esteraz) yiikselttigi diisiiniilmektedir. Neredeyse her hafta bagka bir ilaglamanin oldugu
thrips, yaprakbiti, yaprakpiresi, kirmizioriimcek, beyazsinek, lygus, pembekurt, yesilkurt
ve dikenlikurt gibi emici ve kemirici zararlilara kars1 bitkileri savunmak i¢in yapilan

ilaglamalarin, akarlarin metabolik aktivitesinde etkili oldugu ve arttirdig
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disiiniilmektedir. Bu nedenle toplanan popiilasyonlarda bifenazate ’in etkili oldugu

kanaati olugsmaktadir.

Arastiricilar bir ¢calismada 6 akarisitten bifenazate ’in uygulamada en etkili 3. akarisit
oldugunu bildirmektedirler (Massoud vd. 2018). Calismamizda ise toplamda kullanilan 3
etken madde iginde bifenazate ’in en etkili oldugu belirlenmistir. Ayirict dozu gegen
popiilasyon sayisinin abamectin ’den sonra en diisiik 2. sirada yer aldigi belirlenmistir.
Ancak hassas popiilasyonda yapilan ayirici doz etkinlige bakildiginda en etkili 2. ilag
oldugu gorilmektedir (Cizelge 4.3). Baska bir ¢aligmada bifenazate’in Tiirkiyede ruhsath
uygulama dozunun beste birinde (28.80 ppm) yapilan uygulamada % 98.70 6liimiin
goriildiigii (inak vd. 2019), yine farkli bir iilkede uygulama dozunun bes kat diisiigiinde
(19.20 ppm) en yiiksek % 100 Sliimiin goriildigiinii arastiricilar bildirmektedir (Simma
vd. 2020). Bu c¢alismalarin yaptigimiz ¢alismay1 dogrular nitelikte olup, tilkemizdeki
uygulama dozunun beste birini (28.80 ppm) dikkate aldigimizda 2 popiilasyon haricinde

6liim oraninin biitiin popiilasyonlarda % 100 oldugu goriilmektedir.

Bifenazate igin hassas GSS popiilasyon uygulamasinda LCso degeri 0.67 mg/l olarak
cikmigtir. Yaptigimiz ¢aligmada hassas popiilasyonun LCso degeri abamectin ile yapilan
caligmaya gore daha yiliksek cikmis, toksisitesi ise abamectine gore diisiik olmustur
(Cizelge 4.3). Bu durum sicakkanlilardaki diisiik toksisistesine (5000 mg/kg) gore
normaldir. Hassas popiilasyonda yaptigimiz bifenazate uygulamasinda diger etken
maddelerin LCso oranina baktigimizda en yiiksek toksisite gosteren ikinci madde oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.3). Denemede diisiik diizeyde direng goriilen popiilasyonlarin
Sanliurfa, Adana ve Diyarbakir illerinden oldugu, orta direngli popiilasyonlarin ise
Diyarbakir ve Aydin illerine ait oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.6). Yaptigimiz
calismada tarla popiilasyonlarindan 27 tanesi ayirici dozu gecememis, ayirict dozu gegen
popiilasyonlarin (17 tanesi) ise hassas popiilasyonun LCso degerine gore daha yliksek
cikmistir. Tarla popiilasyonlarinda bifenazate ’in toksisitesi abamectin ve tebufenpyrad
etken maddelerinin tarla popiilasyonlarindaki toksisiteye gore yiiksek ¢cikmistir. Ancak
direng katsayis1 ve LCso oranlar1 abamectin ‘e gore diisiik ¢ikmistir. Ozetle yaptigimiz
caligmanin arastirmacilarin yapmis oldugu calismalar ile benzer sekilde sonuglar verdigi

goriilmektedir. Ayirici dozu gecen ve denemeye alinan 10 popiilasyon (2, 3, 4, 6, 8, 16,
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20, 28, 30 ve 34 no.’lu popiilasyonlar) hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda 2
popiilasyonda orta diizeyde direng seviyesi belirlenirken diger popiilasyonlarda da

baslangi¢ diizeyinde direng gozlenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.7 Tetranychus urticae popiilasyonlarinda tebufenpyrad uygulamasinda
hesaplanan LCsg, LCoo degerleri ve hesaplanan direng oranlari

LCso (mg a.i./l) LCgy (mg a.i./l)

P"pﬁr}gsy"“ N EgimtSH'  (0.95 Giiven (0.95 Giiven X2 df I(D)IrfrT
araliklar1) araliklar) ¢ !
4 391 2.26+0.28 96.39a 355.97 105 12 12.87
(81.37 — 114.20) (264.85 — 563.55)
8 387 3.40+0.32 2473 b 58.97 146 12 3.30
(21.47 — 28.44) (48.14 — 79.46)
28 390 3.33+0.47 21.82b 52.90 10 12 291
(19.03 — 24.81) (42.67 — 75.56)
Hassas 411 3.29+0.33 7.49c 18.37 24 12
(GSS) (6.58 — 8.43) (15.58 — 23.00)

* Direng orani: Tarla popiilasyonu (LCso) / Hassas (GSS) popiilasyonu (LCsp)

Cizelge 4.7 incelendiginde 3 popiilasyon arasinda farkli diizeylerde METI1 gurubundan
tebufenpyrad direng oranlarinin elde edildigi goriilmektedir. Buna gére LCso degeri en
diisiik (21.82 mg/l) 28 no’lu popiilasyonda, en yiiksek (96.39 mg/l) ise 4 numarali
popiilasyonda gozlenmistir. Denemedeki LCso giiven araliklari istatistiki karsilatirmalari
dikkate alindiginda 4 numarali ve hassas popiilasyonun (a ve c¢) farkli gruplandirmada yer
aldigi, 8 ve 28 numarali popiilasyonun ise (b) ayni grup igerisinde yer aldig
belirlenmistir. Denememizde T. urticae popiilasyonlari arasindaki tebufenpyrad ’a karsi
enaz 2.90 kat ve en yliksek 12.90 kat direng goriilmiistiir. Calismamizi Piraneo vd. (2015)
tarafindan yapilan 6lcegi ile karsilagtirdigimizda, T. urticae popiilasyonlar1 arasindaki
tebufenpyrad igeren B.K.U.'ne karsi LCso degeri 21.82 ve 24.73 mg/l olan 2
popiilasyonda zayif direng goriildiigiinii (2.90 — 3.30 kat), diger popiilasyonun ise 96.39
mg/l LCso degeri ile orta diizeyde direngli oldugunu (12.90 kat) ortaya c¢ikarmistir
(Cizelge 4.7). Calistigimiz kiiltiir bitkisinde ve kullanilan tebufenpyrad etken maddesinde
cok fazla calisma bulunmamasindan dolayr ayni etki mekanizmasina sahip olan
pyridaben, fenazaquin, fenpyroximate gibi maddelerin kullanildigi farkl kiltiir

bitkilerinden toplanarak yapilan direng calismalari ile karsilagtirmalar yapilmistir. Buna
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gore caligmalarda diisiik direngli (1-3 Kkat) bulunan popiilasyonlarin (Fahnbulleh 2007,
Van Pottelberge vd. 2009b, Khajehali 2010, Nicastro vd. 2013, Xu vd. 2018) az sayida
oldugu, orta direngli bulunan popiilasyonlarin (Devine vd. 2001, Ay ve Kara 2011, Tirello
vd. 2012, Sharma ve Bhullar 2018, Wu vd. 2019, Papapostolou vd. 2021) ise 24 — 74 kat
arasinda degistigi bildirilmektedir. Tebufenpyrad ’ta yiiksek direng goriilsede (Ochiai vd.
2007, Koh vd. 2009, Van Pottelberge vd. 20094, Tirello vd. 2012) farkli etken maddelerde
(pyridaben, fenazaquin, fenpyroximate gibi) diren¢ oranlarinin ¢ok daha yiiksek oldugu
(55 - 5971 kat) bildirilmektedir (Devine vd. 2001, Nauen vd. 2001, Koh vd. 2009, Van
Pottelberge vd. 2009a). Arastiricilarin yapmis oldugu calismada fenpyroximate etken
maddesinin 6 akarisit iginde en etkili 4. siray1 aldigimi bildirmektedirler (Massoud vd.
2018). Calismamizda tebufenpyrad etken maddesinde ayiricit dozu ancak 3 popiilasyon
gecmistir. Bu oran diger 2 etken maddeye gére en iyi koruyuculugu saglayan etken madde
oldugunu gostermektedir. Ancak hassas popiilasyon degilde uygulama dozu olarak
kiyaslanacak olunursa, uygulama dozunun 120 ppm oldugu, bu ayirict dozu gegen 3
direngli popiilasyonun da uygulama dozunu geg¢medigini ve tebufenpyrad etken
maddesinin diger etken maddeler arasinda koruyuculugunu sagladigi goriilmektedir.
Fakat yukarida belirtilen arastiricilarin ¢alistigi uygulama dozunun yiiksek olmasi ile 6
akarisit icerisinde en etkili 4. akarisitin olmasi, ¢alismamizi dogrulamakta ve 3 akarisit
iginde etkin bulunmus ancak uygulama dozundan dolay1 2. en etkin oldugu goriilmiistiir.
Farkli guruptan abamectin ’e (9 ppm) gore uygulama dozuyla karsilastirildiginda

toksisitesinin diisiik oldugu goriilmektedir.

Popiilasyonlar arasinda tebufenpyrad etken maddesinin diger etken maddelerine gore
halen etkili oldugu, ayirict dozda % 80’den az Oliim goriilen popiilasyonlarin LC
denemelerine baktigimizda direncinde yiikselme olmadig1 anlagilmaktadir. Ele alinan pek
cok popiilasyondan (44 popiilasyon) yalniz bu {i¢ popiilasyonun digerlerine gore direncli
oldugu LC denemeleri sonucunda belirlenmistir. Bu {i¢ popiilasyon i¢in karsilastirma
yapilacak olunursa; ayirict dozu gegen ve LC denemesine aldigimiz da hassasiyeti en
yiiksek popiilasyonun 28 no.’lu, en diisiigiin ise 4 no’lu popiilasyon oldugu LCsg

oranlarindan goriilmektedir.
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Piraneo vd. (2015) 6lgegine gore guruplandirdigimizda popiilasyonlarimizda hassasiyet
kaybinin orta diizeyde ve baglangi¢ seviyesinde oldugu goriilmektedir. Popiilasyonlar
arasinda hassasiyette genel anlamda ¢ok kayip olmadig1 goriilmiistiir. Ciinkii bakilan 44
popiilasyondan yalnizca 3 popiilasyon ayirici dozu gegebilmistir (Cizelge 4.4). LCso
oranlarmin arttigi ve etken maddenin toksisitesinin diistiigii popiilasyonlarin Aydin,
Sanlurfa ve Diyarbakir illerimizden toplanan popiilasyonlar oldugu belirlenmistir.
Hassas popiilasyon (GSS) ’da yaptigimiz tebufenpyrad uygulamasinda LCso (Cizelge 4.3)
7.49 mg/1 olarak belirlenmistir. Hassas popiilasyonun ayirict doz ¢alismasinda denenen
etken maddeler i¢inde en yiiksek LCso orani ile en diisiik toksisite gosteren etken madde

tebufenpyrad olmustur (Cizelge 4.3).

Kisaca tebufenpyrad igin hassas popiilasyonu dikkate alarak direng oranlarini gdzden
gecirdigimizde, popiilasyonlar arasinda hassasiyetin halen yiiksek olarak gorildigi
yalniz 1 popiilasyonda diistiigii belirlenmistir. Bu hassasiyeti diisen popiilasyonun Aydin

ilinden toplanan popiilasyon oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda abamectin’in tarla popiilasyonlarindaki toksisitesinin bifenazate ve
tebufenpyrad’a kiyasla daha diisiikk diizeylerde oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla,
uygulama dozunu gecen en fazla popiilasyon abamectin uygulamasinda tespit edilmistir.
Benzer sekilde, ayirict dozu gegen en fazla popiilasyon abamectin uygulamasinda
belirlenmigtir. Calismamizda arastirilan 3 akarisitte etkinlik siralamasi yapilacak olursa,
abamectin en sonuncu sirada yer almistir. Ancak, hassas popiilasyonda yapilan ayirici doz

calismasinda ise toksisitenin yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Biyoassay denemeleri sonrast yliriitiilecek molekiiler ¢alismalar ve biyokimyasal
analizler i¢in poptilasyonlar arasindaki direncli goriilen 6nemli popiilasyonlar secilmistir.
Bu popiilasyonlarin se¢iminde ise ayirici doz uygulamasinda belirlenen abamectin i¢in
1.099 ppm (mg/l), bifenazate i¢in 1.972 ppm (mg/l) ve tebufenpyrad i¢in 38.190 ppm
(mg/l) dozunun uygulanmasi sonrasi % 80 altinda canli kalan ve en diisiik 6liim oranina

sahip olan popiilasyonlar i¢inden se¢ilmistir.
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4.3 Biyokimyasal Analizler

4.3.1 Toplam karboksilesteraz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Calismamizda karboksilesteraz kinetik enzim aktivitesinin protein transformasyonu
sonrasinda 4 ve 28 nolu popiilasyonda en yiliksek diizeyde oldugu, 8 ve 16 nolu
popiilasyonda ise hasssas popiilasyonda belirlenen degerden daha diisiik oldugu tespit

edilmistir (Sekil 4.3).

1.60 1

1.40 A

1.20 A

1.00 A

sonrast degerler nmol/dk/mg protein

Karboksilesteraz aktivite protein transformasyon
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Sekil 4.3 Toplam karboksilesteraz aktivite protein transformasyon sonrasi degerler
(nmol/dk/mg protein)

Popiilasyonlarin mOD degerleri proteine g¢evrilip, hassas popiilasyon ile kiyaslanarak
direng katsayis1 belirlenmistir. Dolayisiyla, 28 ve 4 nolu popiilasyonlar1 hassas
popiilasyon ile kiyaslandginda 2.70 ve 2.38 kat enzim aktivite artisi belirlenmistir
(Cizelge 4.8). Diger popiilasyonlarda, en yliksek direng oranina 34 (2.37 kat), 6 (2.18 kat)
ve 2 (2.16 kat) nolu popiilasyonlarin sahip oldugu tespit edilmistir. Diren¢ oraninin 7, 9

ve 11 nolu popiilasyonlarda (1.15, 1.18 ve 1.65 kat) birbirine yakin ¢iktig1 belirlenmistir.
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Calismada 8 ve 16 numarali popiilasyonlar hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda hassas

popiilasyon verilerinin altinda kalan degerlere sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8).
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Sekil 4.4 a-naphtol standart egrisi

Cizelge 4.8 Tetranychus urticae popiilasyonlarinda esteraz enzim aktivite degerleri ve
direnc oranlari
Popiilasyon n* U/ nmol/dk/mg  D/H** Abamectin Bifenazate =~ Tebufenpyrad

mi protein LCs direng LCs direng LCsp direng
orani orani orani
(Ort + Std.
Hata)
2 3 030 1.17+0.04b 2.16 156.50 44.90 -
4 3 054 1.29+0.08b 2.38 109.00 84.84 12.86
6 3 021 1.18+0.02b 2.18 61.30 2.30 -
7 3 0.26 0.62+0.005d 1.15 82.90 2.06 -
8 3 032 0.51+0.02d 0.94 42.00 3.64 3.30
9 3 033 0.64+0.05d 1.18 47.00 2.02 -
11 3 042 0.89+0.02c 1.65 34.00 1.73 -
16 3 018 0.16+0.01e 0.30 34.70 2.48 -
28 3 024 1.46+0.04a 2.70 113.30 4.26 291
34 3 025 1.28+0.02b 2.37 18.09 3.42 -
Hassas 3 015 0.54+0.07d - - - -

* Tekerriir say1st

** D/H: Direngli/ Hassas popiilasyon enzim aktivite orani

Aynu siitun i¢indeki ayn1 harfi igeren ortalamalar arasindaki fark Tukey testine gore istatistiki olarak
onemli degildir (P=0.05)
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Calismada T. urticae popiilasyonlart mikroplaka hiicrelerinde kinetik okuma sonucu
belirlenen toplam esteraz enzim aktivitesi sonucglar1 Cizelge 4.8 'da verilmistir. Esteraz
enzim aktivite sonuglar1 irdelendiginde, pamuk alanlarindan toplanan popiilasyonlarda
esteraz enzim aktivitelerinin sayisal degerleri GSS ’de, 8 ve 16 numarali popiilasyonlara
kiyasla yiiksek olarak belirlenmistir. Tetranychus urticae popiilasyonlarinda esteraz
enzim aktivitesinin sayisal degerleri 0.62 — 1.46 nmol dk/mg/protein degerleri arasinda
degismistir (Cizelge 4.8). En yiiksek esteraz enzim aktivitesi 1.46 nmol dk/ mg/ protein
okuma degeriyle 28 nolu popiilasyonda belirlenmistir. Varyans analizi sonucu 28 nolu
popiilasyon diger popiilasyonlarla kiyaslandiginda istatistiki olarak (a) fakli grupta yer
aldig1 tespit edilmistir (F=109.763; df=10; P<0.01). Diger popiilasyonlarin esteraz
enzimlerinin sayisal degerleri istatistiki olarak farkli gruplar icerisinde yer almigtir

(F=109.763; df=10; P<0.01).

Esteraz enzim sonuglarina gore popiilasyonlar arasinda etken maddelere karsi olusan
direncte, bu enzimin 8 ve 16 nolu popiilasyon haricinde, hassas popiilasyona gore
kiyaslandiginda toplamda bes popiilasyonda 2 katin iizerinde; diger popiilasyonlarda ise
I katin tlizerinde aktivite orani gorilmiistiir. Okuma degerlerinin hassas popiilasyon
degerleri ile kiyaslandiginda enzimin canli biinyesinde etken maddelere kars1 zararlinin
hayatta kalmasina etkisinin yiiksek oldugu; dolayisyla esteraz enziminin pestisitlere
diren¢ gelisiminde rol alabilecegi diisliniilmektedir. Calismamiz sonuglari, ¢cok sayida
yazar tarafindan tespit edilen sonuclarla paralel olmus; abamectin direncinde, esteraz
enziminin direng gelisiminde katkisinin olabilecegi bu arastiricilar tarafindan da
kaydedilmistir (Lin vd. 2009, Negm vd. 2009, Kwon vd 2010b, Yorulmaz vd. 2013,
Cagatay vd. 2018, Solmaz vd. 2020). Baz1 arastiricilar karboksil/kolin (CCE)’ in
insektisit veya akarisitlere diren¢ kazanmada bu boélgelerin rol aldigini1 sdylemislerdir
(Wei vd. 2019a, Wei vd. 2019b). Aksine, yapilan bazi arastirmalarda ise abamectine
direng¢ gelisiminin esteraz enzimi ile ilgili olmadigi; bunun yerine, hedef bolge veya diger
enzim guruplari ile ilgili olabilecegi bildirilmistir (Stumpf ve Nauen 2002, Kwon vd.
2010a, Riga vd. 2014, Rameshgar vd. 2019). Baz1 arastiricilar ise abamectin kaynakli
direng gelisiminde esteraz enziminin, istatistiki olarak bir fark bulunmamasina ragmen,

katkisinin olabilecegini bildirmistir (Yorulmaz ve Ay 2009, Memarizadeh vd. 2013).
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Bifenazate ile yapilan calismalar sonucu, 2 popiilasyon (4 ve 2 nolu) haricinde, diger
popiilasyonlarda direncin diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir. Bu enzimin bifenazate’ye
direng gelisiminde katkisinin bariz olmadigi ¢alismamiz sonucunda belirlenmistir.
Bifenazate ile yapilan biyoassay ¢alismalari sonucu sayet direng gelisimi yiiksek diizeyde
olsaydi, 2 kattan fazla ¢ikan esteraz okuma aktivitelerinin katkisinin olabilecegi
diistintilebilinirdi. Ancak, esteraz enzim aktivitesi yiiksek ¢ikan popiilasyon (28 nolu
popiilasyonda 2.70 kat) irdelendiginde biyoassayda (28 nolu popiilasyonda 4 kat direng)
diisiik direng katsayisina sahip oldugu, diger 4 numarali popiilasyonun 84 ve 2 numarali
popiilasyonun da 44 kat direng orani gbzlemlenirken bu popiilasyonlarin ise hassas
poplilasyona gore yiiksek ancak popiilasyonlar arasinda ise diisiik esteraz enzim
katsayisina sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.8). Esteraz enziminin bifenazate’ye
direng gelisiminde rol almadigini bildiren pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Van Leeuwen vd.
2006, Van Nieuwenhuyse vd. 2009, Liang vd. 2018). Tebufenpyrad ile ilgili olarak,
benzer sekilde, yliksek direncgli popiilasyonun ortaya ¢ikmadigi, denemeye aldigimiz 44
popiilasyondan sadece 3 popiilasyonun direngli oldugu tespit edilmistir. Biyoassay
calismalarinda en yliksek direncli 4 nolu popiilasyonun 13 kat diren¢ oranina sahip
oldugu; 2. derecedeki direngli bulunan popiilasyonun (8 no.’lu) ise 3.30 kat1 oldugu tespit
edilmistir. Ancak, esteraz enzimine bakildiginda 4 no’lu popiilasyonda 2.38 kat daha fazla
esteraz enziminin ¢alistig1, 8 no.’lu popiilasyonda ise hassas popiilasyondan daha diisiik
enzim kat sayisi oldugu tespit edilmistir. Esteraz enziminin tebufenpyrad’a direng
gelisiminde roliiniin veya katkisinin diisiik olacag diisiiniilmektedir. Benzer sekilde, ayni
etki mekanizmasina sahip, farkli etkili madde veya ayni etkili madde ile yapilan
calismalarda diren¢ gelisimine esteraz enziminin katkisinin olmadigi veya diisiik
olabilecegi seklinde tespitler bulunmaktadir (Van Pottelberge vd. 2009a, Tirello vd.
2012). Aksine, bu enzimin direng gelistirmede katkisinin bulunabilecegi seklinde tepitler

de bulunmaktadir (Ay ve Kara 2011).

Kisaca, 8 ve 16 numarali popiilasyonlar hari¢, enzim okuma degerleri hassas
popiilasyonla kiyaslandiginda enzimlerin arttig1 tespit edilmistir. Diger bir enzim olan
GST enzimi ile kiyaslandiginda ise esteraz seviyelerinde artig oranin daha yiiksek oldugu,

P-450 enzimine kiyasla ise diisiik kaldig tespit edilmistir (Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10).
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4.3.2 Gluthation s-transferase enzim aktivitesinin belirlenmesi (GST enzimi kinetik

okuma sonuclarr)

GST kinetik enzim aktivitesi protein doniisiimii sonrasinda 7 numarali popiilasyonun
hassas popiilasyona gore hafif yiiksek ¢ikmis ancak popiilasyonlar arasinda diisiik
aktivitesi (0.79 nmol/dk/mg protein) oldugu belirlenmistir. En yiiksek aktivitenin ise 16
no.’lu popiilasyonda (2.39 nmol/dk/mg protein) oldugu belirlenirken, ardindan 28 no.’lu
(1.49 nmol/dk/mg protein) popiilasyonunda en yiiksek 2. enzim aktivitesine sahip oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4. 5).
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Sekil 4. 5 Gluthation S-Transferase aktivite protein transformasyon sonrasi degerler
(nmol/dk/mg protein)

Popiilasyonlarda belirlenen mOD degerleri proteine cevrilip hassas popiilasyon ile
kiyaslandiginda olusan direng katsayis1 kiyaslanmistir (Cizelge 4.9). En yiiksek direng
3.73 kat ile en yiiksek etki 16 no.’lu popiilasyonda belirlenmistir. Diger popiilasyonlarin

1 kat lizerinde direng oranina sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9 Tetranychus urticae popiilasyonlarinda GST enzim aktivite degerleri ve
direng oranlar1
Popillasyon n* U/ nmol/dk/mg D/H**  Abamectin Bifenazate = Tebufenpyrad

ml protein LCso direng  LCsg direng LCso direng
orani orani orani
(Ort £ Std.
Hata)
2 3 319 1.09+0.02d 1.70 156.50 44.90 -
4 3 500 1.08+0.02d 1.68 109.00 84.84 12.86
6 3 202 1.04+0.02d 1.62 61.30 2.30 -
7 3 133 0.79+0.03f 1.23 82.90 2.06 -
8 3 235 0.93+0.01le 1.45 42.00 3.64 3.30
9 3 180 0.87+0.02ef 1.36 47.00 2.02 -
11 3 235 1.23+0.01c 1.92 34.00 1.73 -
16 3 484 2.39+0.0la 3.73 34.70 2.48 -
28 3 327 1.49+0.01b 2.32 113.30 4.26 291
34 3 3.05 1.07+0.001d 1.67 18.09 3.42 -
Hassas 3 194 0.64+0.03¢g - = - -

* Tekerriir sayisi

** D/H: Direngli/ Hassas popiilasyon enzim aktivite orani

Aynut siitun igindeki ayni harfi igeren ortalamalar arasindaki fark Tukey testine gore istatistiki olarak
onemli degildir (P=0.05)

Yaptigimiz GST enzim ¢alismast sonuglar1 diger arastiricilarin yaptigi ¢alisma sonuglari
ile benzerlikler gostermektedir. GST enzim aktivite sonuglart irdelendiginde, pamuk
alanlarindan toplanan popiilasyonlarin GST enzim aktivitelerinin sayisal degerlerinin
GSS popiilasyonlar1 hari¢ 1.23 — 3.73 kat arasinda oldugu belirlenmistir. Tetranychus
urticae popiilasyonlarinda GST enzim aktivitesinin sayisal degerleri 0.79 — 2.39 nmol
dk/mg protein arasinda degismistir. Popiilasyonlar igerisinde 2.39 nmol dk/ mg protein
okuma degeriyle en yiliksek GST enzim aktivitesi 16 numarali popiilasyonda
belirlenmistir. Yapilan varyans analizi sonucu 16 numarali popiilasyonun diger
popiilasyonlarla kiyaslandiginda istatistiki olarak (a) fakli grupta yer almistir (F=384.883;
df=10; P<0.01). Diger popiilasyonlarin GST enzimlerinin sayisal degerlerinde farkliliklar
cikmis ve popiilasyonlar istatistiki olarak farkli gruplar igerisinde yer almistir (
F=384.883; df=10; P<0.01) (Cizelge 4.9).
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GST enzim sonuglart sekil 4.5 ’e bakildiginda, popiilasyonlar arasinda denemede
kullanilan kimyasallara kars1 olusan direngte hassas popiilasyona gore hafif yiiksek olsada
popiilasyonlar arasinda bu 2 popiilasyon (16 ve 28 numarali) haricinde aktivitenin gok
yiikselmedigi tespit edilmistir. Popiilasyonlarin okuma degerlerinin hassas popiilasyon
degerlerine bdliindiigiinde etkinin ¢ok yiikselmedigi diisik diizeyde kaldig
belirlenmistir. Ancak yinede enzim okuma degerleri hassas popiilasyonla kiyaslandiginda
enzimlerin azda olsa arttig1 hassas popiilasyona gore istatistiksel olarak farkli gruplarda

yer aldig1 belirlenmistir (Cizelge 4.9).

Yaptigimiz ¢alismanin sonuglart ¢ok sayidaki arastiricinin tespit ettikleri sonuglarla
paralellik gostermekte ve arastiricilarin abamectin ’e direng gelistirmede GST enziminin
katkisinin olamayacagi yoniindeki tespitleri ile uyusmaktadir (Yorulmaz ve Ay 2009,
Kwon vd. 2010b, Memarizadeh vd. 2013, Cagatay vd. 2018, Rameshgar vd. 2019). Fakat,
bazi arastiricilarin, abamectin veya ayni etki mekanizmasina sahip milbemectin’e direng
gelisiminin GST enzimi ile 1lgili oldugunu bildirdikleri ¢alismalar da mevcuttur (Stumpf
ve Nauen 2002, Lin vd. 2009, Khajehali 2010, Yorulmaz vd. 2013). Bifenazate ile yapilan
biyoassay denemesi sonuglarinda 2 popiilasyon (4 ve 2 no.’lu pop.) haricinde diger
popiilasyonlarin bifenazate’a direnci diisiik diizeyde olarak belirlenmistir. Sonuglarimiza
gore GST enziminin popiilasyonlarda gosterdigi enzim yiiksekligi iki popiilasyon
haricinde benzer gitmis ve popiilasyonlar arasinda diisiik diizeyde ancak hassas
popiilasyona gore hafif yiiksek olmustur. 4 ve 2 no.’lu popiilasyonlarda goriilen ytliksek
direncin GST enzimiyle iliskisine (Cizelge 4.9) bakildiginda en yiiksek enzim aktivitesine
sahip olmadiklar1 tespit edilmistir. Calismamizda GST enziminin diger esteraz ve P-450
enzimine kiyasla popiilasyonlarin direng oranlariyla birlikte diisiik olmasi, destekleyici
olmustur. Ancak, en yiiksek direng katsayisina (84.84 kat) sahip 4 ve (44.90 kat) 2
numarali popiilasyonun popiilasyonlar arasinda GST enzim aktivitelerinin sirasiyla 5. ve
4. sirada yer aldig1 belirlenmistir. Yapilan bir aragtirmada bifenazate direncinin GST
enziminin yiliksekliginden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Van Nieuwenhuyse vd.
2009). Dolayisyla, sonuglarimiza goére GST enziminin bifenazate direng gelisiminde
yiiksek katkisinin olmadigr diisiiniilmektedir. Tebufenpyrad etkili maddesinde GST

enziminin  benzer sekilde direng¢ gelisiminde katkisinin  yiikksek olmadigi
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diistiniilmektedir. Bu konu ile ilgili yapilan ¢alismalar da buldugumuz sonucu destekler
niteliktedir (\Van Pottelberge vd. 2009a, Ay ve Kara 2011, Niu vd. 2011, Tirello vd. 2012).

4.3.3 Sitokrom P-450 (monooksigenaz, cyp veya mixed function oxidase) enzimi

kinetik okuma sonuglari (P-450 enzim aktivitesinin belirlenmesi)

Sitokrom P-450 enzim aktivitesinin protein transformasyon sonrasinda 2 numarali
popiilasyonun ilk sirada geldigi, 16 numarali popiilasyonlarin ise hasssas popiilasyona

yakin degerlere sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.6).

035 -
0.3 A
0.25
0.2
7 0.15
0.1

0.05

P-450 aktivite protein transformasyon
sonrast degerler

Sekil 4. 6 Sitokrom P-450 aktivite protein transformasyon sonrasi degerler (nmol/dk/mg
protein)

Popiilasyonlarin  aktivite degerleri proteine ¢evrilip hassas popiilasyon ile
karsilagtirildiginda olusan aktivite degerleri kiyaslanmistir. Buna goére 2 numarali
popiilasyonun hassas popiilasyon ile karsilastirmasindan 13.14 kat enzim aktivitesinde
artis oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10). Diger popiilasyonlara baktigimizda en yiiksek
aktivite degeri 4 (7.45 kat) ve 28 (6.54 kat) numarali popiilasyonlardir. Aktivite degerleri
6, 7 ve 34 numaral1 popiilasyonlarda (3.30, 3.10 ve 3.40 kat) birbirine yakin ¢ikmistir. En
az aktivite ise hassas popiilasyon ile kiyaslandiginda hafif yiiksek ¢iksada kendi i¢lerinde
bakildiginda hassasa gore 8 ve 11 numarali popiilasyonlarin sirasiyla 1.77 ve 1.91 kat

enzim aktivitesinin arttig1 goriilmektedir. 16 numarali popiilasyonun ise hassas
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popiilasyon ile kiyaslamasinda yakin degerlere sahip oldugu ve istatistiki olarak ayni

grupta yer aldig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4. 10 Tetranychus urticae popiilasyonlarinda P-450 enzim aktivite degerleri ve
direng oranlar1
Popillasyon n* U/ nmol/dk/mg D/H**  Abamectin Bifenazate = Tebufenpyrad

ml protein LCso direng  LCsg direng LCso direng
orant orant orant
(Ort + Std.
Hata)
2 3 154 0.29+0.09a 13.14 156.50 44.90 -
4 3 062 0.16+0.07b 7.45 109.00 84.84 12.86
6 3 6.83 0.07+0.05d 3.36 61.30 2.30 -
7 3 169 0.07+0.05d 3.14 82.90 2.06 -
8 3 381 0.04+0.03f 1.77 42.00 3.64 3.30
9 3 133 0.06+0.04e 2.63 47.00 2.02 -
11 3 455  0.04+0.04f 1.91 34.00 1.73 -
16 3 931 0.02+0.03¢g 1.09 34.70 2.48 -
28 3 257 0.14+0.07c 6.54 113.30 4.26 291
34 3 287 0.07+0.05d 3.45 18.09 3.42 -
Hassas 3 358 0.02+0.03g - - - -

* Tekerriir sayisi

** D/H: Direngli/ Hassas popiilasyon enzim aktivite orani

Ayni siitun i¢indeki ayni harfi igeren ortalamalar arasindaki fark Tukey testine gore istatistiki olarak
onemli degildir (P=0.05)

P-450 enzim aktivite sonuglart incelendiginde, pamuk alanlarindan toplanan
popiilasyonlarin sitokrom enzim aktivitelerinin sayisal degerlerinin hassas GSS
popiilasyonuna gore yiiksek oldugu belirlenmistir. T. urticae popiilasyonlarinda P-450
enzim aktivitesinin sayisal degerleri 0.02 — 0.28 nmol/dk/mg/protein degerleri arasinda
degismistir. Popiilasyonlar igerisinde 0.28 nmol/dk/mg/protein okuma degeriyle en
yiiksek P-450 enzim aktivitesi 2 numarali popiilasyonda belirlenmistir. Yapilan varyans
analizi sonucu 6, 7 ve 34 numarali popiilasyonlar diger popiilasyonlarla
karsilastirildiginda istatistiki olarak (d) aymi grupta yer aldigi goriilmektedir
(F=1396.571; df=10; p<0.01). Popiilasyonlardan 8 ve 11 numaralar istatistiki olarak (f)
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aynt grupta bulunmustur. Hassas ve 16 numarali popiilasyonlarinda (g) aynt grup
icerisinde yer aldigi belirlenmistir. Diger popiilasyonlarin P-450 enzimlerinin sayisal
degerlerinde farkliliklar ¢ikmis ve popiilasyonlarin istatistiki olarak farkli gruplar

igerisinde yer aldig1 (F=1396.571; df=10; p<0.01) tespit edilmistir (Cizelge 4.10).

P-450 enzim sonuglar1 Cizelge 4.10 *de bakildiginda popiilasyonlar arasinda denemede
kullanilan etken maddelere karsi olusan direngte bu enzimin 8, 11 ve 16 numaral
popiilasyonlar haricinde popiilasyonlarda aktivitelerinin yiiksek seyrettigi, en diistik 2.5
katin {izerinde etkili oldugu belirlenmistir. Okuma degerleri hassas popiilasyon degerine
boliindiigiinde etkinin yiiksek oldugu, dolayisyla P-450 enziminin pestisitlere direng
gelisiminde rol oynayabilecegi sdylenebilir. Yaptigimiz ¢alismay1 yapilan diger pek ¢ok
calisma sonuglan ile kiyasladigimizda bulunan sonuglar ile dogru orantili gittigi ve
benzer sonuglarin elde edildigi tespit edilmistir. Abamectin ile yapilan g¢aligmada
gozlenen yiiksek direncin sitokrom P-450 enziminin katkisi sonucu olusabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu konu ile alakali yapilmis pek cok calisma da bu diisiincemizi
destekleyen sonugclar tespit edilmistir (Stumpf ve Nauen 2002, Lin vd. 2009, Negm vd.
2009, Yorulmaz ve Ay 2009, Kwon vd. 2010b, Tirello vd. 2012, Riga vd. 2014, Solmaz
vd. 2020). Bazi arastiricilar abamectin direncinin farmakokinetik olmayip,
farmakodinamik olabilecegini, bunlarin da hedef bolge veya P-450 genleri iginde
olabilecegini bildirmislerdir (Kwon 2010b, Riga vd. 2014). Bazilar1 ise, meydana gelen
direncin P-450 enzimi ile alakali olmadigini bildirmektedirler (Kwon vd. 2010a).
Bifenazate’da 2 popiilasyonda yiiksek oranda direng belirlenmistir. Tespit edilen direncin
olusan yiiksek P-450 enzim degerlerinin  katkisindan  kaynaklanabilecegi
diigiiniilmektedir. METI gurubuna direngli popiilasyonlarda P-450 enziminin etkili
olabilecegini; esteraz enziminin ise diisiik de olsa katkida bulunabilecegini ifade eden
tespitler bulunmaktadir (Van Pottelberge vd. 2009a, Tirello vd. 2012). Yapilan bir bagka
calismada ise P-450 enziminin bifenazate veya ayni etki mekanizmasina sahip
acequinocyl’e olugan direngte roliiniin oldugundan bahsedilmektedir (Van Leeuwen vd.
2006, Van Nieuwenhuyse vd. 2009). Bir diger c¢alismada ise P-450 enziminin
bifenazate’ye kars1 direng gelistirmede roliiniin olmadigi bildirilmistir (Liang vd. 2018).
Calismamiz sonucu, esteraz ve P-450 enziminin bifenazate ’a diren¢ gelisiminde

katkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Tebufenpyrad etkili maddesine az sayida
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popiilasyonda meydana gelen direncin P-450 enzimi ile iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir. Meydana gelen direncin 4 numarali popiilasyonda P-450 enziminin en
yiiksek 2. enzime sahip oldugu tespit edilmistir. Yaptigimiz calisma pek ¢ok arastiricinin
buldugu sonugla paralellik icerisinde olmus ve tebufenpyrad veya aym etki
mekanizmasina sahip diger etkili maddelere diren¢ olusumunun P-450 enzim kaynakli
olabilecegini bildirilmistir (Van Pottelberge vd. 2009a, Ay ve Kara 2011, Tirello vd.
2012, Bajda vd. 2017). Kisaca 16 numaral1 popiilasyon hari¢, enzim okuma degerleri
hassas popiilasyonla kiyaslandiginda enzimlerin arttigi belirlenmistir. Diger enzimler
(GST, esteraz) ile kiyaslandiginda ise P-450 seviyelerindeki artis oranin daha yiiksek
oldugu goriilmektedir.

4.4 Molekiiler Calismalar

4.4.1. Hedef bolge niikleotid dizilerinin incelenmesi

Calismamizda kullanilan abamectin, bifenazate ve tebufenpyrad’a direncli
popiilasyonlarin genomik DNA ekstraksiyonu sonrasinda, mutasyon noktalarina
bakilmak tizere hazir hale getirilen PCR iiriinlerini Cizelge 3.8, Cizelge 3.9, Cizelge 3.10
’da verilen oranlarda 2 ml’lik eppendorf tiipiinde karistirarak her bir PCR tiipiine gerekli
oranda (23 ul) aktarilmis ve popiilasyonlardan elde edilen DNA’lar 2 pl olacak sekilde
ilgili PCR tiipiine aktarilmistir. Daha sonra PCR reaksiyonlarinin gergeklesebilmesi i¢in
istenilen kosullar (Cizelge 3.11) saglanarak reaksiyon gerceklestirilmistir. Jel dokiimii
sonrasinda ¢ogalan ve goriilen PCR {irtinleri hizli bir sekilde sekansa gonderilmistir. PCR
asamalarindan sonra sirasiyla GluCl 1-3, cytb ve PSST bdlgelerinin sekans1 yapilarak
niikleotid dizilimleri elde edilmistir. Bu bolgelerde T. urticae hassas popiilasyonunun
sekans dizilimi NCBI iizerinden elde edilmis ve direngli popiilasyonlarin SNP (Single
nucleotide polymorphism) tekli nokta mutasyonlar1 sirasiyla GluCl 1-3 alt domain
bolgeleri icin G314D ve G326E, cytb bolgesi igin G126S, G132A, A133T, 1136T,
S141F/T, D161G, 1260V, P262T ve PSST bolgesinde H92R nokta mutasyonlarinin

varligina bakilarak hedef bolge duyarsizlig aragtirilmistir.
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Gelen sekans analiz sonuglari hassas popiilasyon ile direngli popiilasyonlar arasinda

analizleri yapilarak degerlendirilmistir.

SpecieslAbbrv AR AR AR FR AR AR AR AR AR RR AR AR AR R AR B AR 2R gigiglvigivigivigIR IR IR I RIRIRIRIGRIRISR|®
1. GSS_Reference_strain IWABLPPvEYElKavE ccLiFvF@aL IBraivillvy
2. POPULATION_2_GLUCL1_CONSENSUS (@ | i A YEKAVD | CCLIFVFBAL IBFAIVEYV
3. POPULATION_4_GLUCL1_CONSENSUS @ | |l A YRKAVE | CCLIFVFBAL IEFAIVEYV
4. POPULATION_6_GLUCL1_CONSENSUS (8 | Il A YEKAVE | ccLIFVFBAL IBFA I VMYV
5. POPULATION_7_GLUCL1_CONSENSUS (@ | il A YEKAVD | ccLIFVF@AL IEFA I VMYV
6. POPULATION_8_GLUCL1_CONSENSUS (@ | il A YEKAVD | cCLIFVFBAL IEFAIVEYV
7. POPULATION_9_GLUCL1_CONSENSUS (@ | il A YEKAVD | ccLIFVFBAL IBFAIVEYV
8. POPULATION_11_GLUCL1_CONSENSUS |@ | [l A YIEKAVD | CCLIFVFBAL IEFA I VMYV
9. POPULATION_16_GLUCL1_CONSENSUS |@ | il A YEKAVD | ccLIFVF@AL IBFA I VMYV
10. POPULATION_20_GLUCL1_CONSENSUSE | il A YEKAVD | CCLIFVFBAL IEBFAIVEYV
11. POPULATION_28_GLUCL1_CONSENSUSE | il A YEKAVE | CCLIFVFBAL IEFAIVEYV

Sekil 4. 7 Tetranychus urticae popiilasyonlari GluCl1 bolgesi konsensus karsilagtirmalart

Species/Abbrv (2|2 2|2 22| 2|22 2|22 2|2 2|2 2|2 2|2 |ele|efelafalaiel el elafaiale)elefafals
1. GSS_Reference_strain PVvEY cLFFVvFBALLBFALVElY A
2. POPULATION_2_GLUCL3_CONSENSUS M A Y v CLFFVFBALLEFALVEYA
3. POPULATION_4_GLUCL3_CONSENSUS M A Y v CLFFVFBALLEFALVMYA
4. POPULATION_6_GLUCL3_CONSENSUS 1N A % v CLFFVFEBALLEFALVMYA
5. POPULATION_7_GLUCL3_CONSENSUS M A Y v CLFFVFEALLEFALVMYA
6. POPULATION_8_GLUCL3_CONSENSUS N A % v CLFFVFEBALLEFALVEYA
7. POPULATION_S_GLUCL3_CONSENSUS M A % v CLFFVFEALLEFALVHEYA
8. POPULATION_11_GLUCL3_CONSENSUS I A Y v CLFFVFBALLEFALVMYA
9. POPULATION_16_GLUCL3_CONSENSUS S48 M Il A % v CLFFVF@ALLEFALVHNYA
10. POPULATION_20_GLUCL3_CONSENSUSIS'@ i il A % v CLFFVFBALLEFALVEYA
11. POPULATION_28_GLUCL3_CONSENSUSIS @ 1 il A Y v CLFFVFBALLEFALVEYA

Sekil 4. 8 Tetranychus urticae popiilasyonlart GluClI3 bolgesi konsensus karsilastirmalari

Glutamat kapili klor kanal (GluCl) bolgesinde mutasyonlar GluCl1 (G314D) (Sekil 4.7)
ve GIuCI3 (G326E) (Sekil 4.8) alt domainlerinde aranmistir. Arastirmacilar vy-
aminobiitirik asit reseptorii (GABAR) ’niin hedef aldigin1 bildirmektedirler (Xu vd.
2020). GABAR’1n abamectin direncinde hedef bolge oldugunu ve GABA birikiminin ise
akarlarda dirence neden oldugunu vurgulamaktadirlar (Kwon vd. 2014, Xu vd. 2020).
Yapilan bazi ¢aligmalarda bakilan popiilasyonlarda mutasyonlar gézlemlenirken ayni
zamanda hedef bolgenin direncin gelismesinde rol aldigi da bildirilmistir (Tang vd.
2014b, llias vd. 2017, Mermans vd. 2017, Xu vd. 2018, Xue vd. 2020, Papapostolou vd.
2021). Hedef bolge kisminda GluCl 3 numaral: alt iinitesinde dirence katki saglayacagi
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diisiiniilen I321T mutasyonu ve buna ilaveten iki adet daha ayirict mutasyon V327G ve

L329F arastiricilar tarafindan tanimlanmistir (Xue vd. 2020).

Cizelge 4.11 Abamectin ile iliskili hedef bolge duyarsizliginin olugmasina katki saglayan
SNP bolgelerinin Sanger sekansi hedef bolge mutasyonlar1 agisindan incelenmesi

Popiilasyon adi Mutasyon Noktalart
G314D* G326E
2 G G
4 G G
5 G G
6 G G
7 G G
8 G G
9 G G
11 G G
16 G G
28 G G

*G:glycine, D:aspartate, E:glutamate

Direncli buldugumuz popiilasyonlarda 314 den 326 ’ya devam eden protein siralamasi
araligina bakildiginda herhangi bir degisiklik gézlemlenmemistir (Cizelge 4.11). GluCI1
kapis1 i¢in Hassas bireylerde G (glycine) aminoasiti varken direngli bireylerde ise D
(aspartate) ‘e oldugu, GluCl3 kapisina bakildiginda ise hassas bireyde 326. pozisyondaki
glycine (G) ’'nin glutamate (E) ‘ye oldugu onceki ¢aligmalarda gosterilmistir (Riga vd.
2017). Yiiksek direng kategorisine giren iki Diyarbakir (156 kat, 113 kat) ve Aydin (109
kat) poplilasyonlarinda mutasyon tespit edilememistir. Yaptigimiz ¢calisma diinyadaki
pek ¢ok arastirmacinin yapmis oldugu ve mutasyonlari ortaya koyamadigi caligmalari ile
benzer ¢cikmistir (Piraneo vd. 2015, Cagatay vd. 2018, Inak vd. 2019, Rameshgar vd.
2019, Solmaz vd. 2020). Baz1 ¢aligsmalarda ortaya ¢ikan 400 — 800 katsayilarina ulasan
yiiksek direng oranlarinin bulunmasina ragmen mutasyon noktalar1 tespit edilememistir

(Piraneo vd. 2015, Cagatay vd. 2018, Solmaz vd. 2020).

Abamectin direnci olusturan mutasyonlara bu c¢alismada rastlanilmamistir. Yapilan
calismalar, abamectin direnciyle iligskilendirilen mutasyonlarin (G314D ve G326E) tek
baglarina sadece diisiik diizeyde dirence karsilik geldigi bildirilmistir (Riga vd. 2017). Bu
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nedenle, iilkemiz popiilasyonlarinda, diger mekanizmalarin arastirtlmasinin gerektigi
diistiniilmektedir. Ayrica, her iki mutasyonun da T. urticae' nin yagsam parametrelerini
olumsuz etkiledigi bilinmektedir (Bajda 2018). Bu nedenle seleksiyon baskisi
kalktiginda, direngli goriilen bireylerde mutasyon frekansi, popiilasyon igerisinde hizla
diismektedir. Baz1 ¢alismalarda arastiricilar detoksifikasyon enzimlerinde artisin var
olmasini ve hedef bdlge direncinin goriilmemesini abamectin direncinde birden fazla,
yani ¢oklu mekanizmanin rol oynayabilecegini bildirmektedirler (Rameshgar vd. 2019).
Bununla ilgili son zamanlarda ortaya ¢ikan yeni bir mekanizma olan ve bazi ¢caligmalarda
hem sentetik hemde dogal ksenobiyotik olarak adlandirilan  bilesiklerin
detoksifikasyonunda UGT denilen yapilarin devreye girmesinden bahsedilmektedir. Akar
viicuduna giren ksenobiyotiklerin, UGT tarafindan glikolize edilerek abamectin ’de
olusan direncte potansiyel roliiniin oldugundan bahsettikleri yeni bir mekanizmadan s6z
etmektedirler (Snoeck vd. 2019a, Papapostolou vd. 2021). Uridin difosfat (UDP)
glikosiltransferazlar (UGT'ler), UDP sekerlerinin kiiciik hidrofobik molekiillere
eklenmesini katalize ederck onlar1 daha fazla suda ¢6ziiniir metabolitlere doniistiirdigiini
bildirmektedirler. Detoksifikasyondaki rollerinin omurgalilar i¢in dnceden bilindigini
ancak eklembacaklilarin  UGT’sinin, bitki  toksinlerini ve  insektisitlerin
detoksifikasyonunda  veya  tutulumuyla yakin  zamanda iliskilendirildigini
bildirmektedirler (Snoeck vd. 2019a). Bir baska ¢alismada UGT inhibitoriiniin (5-
nitrouracil) abamectin’in etkisini arttirdigi vurgulanmistir (Wang vd. 2020). Direngli
popiilasyonda bulunan UGT201D3 geninde yiiksek ekspresyon tespit edilmis; genin
diren¢ olusumunda gorev aldigini, bu genin susturarak UGT lerin aktivitesinin azaldigi
ve abamectin’e karsi hassasiyetin arttigi tespit edilmistir (Wang vd. 2020). Bazi
calismalarda toksik maddeyi hiicre disina attig1 diisiiniilen ve yapisi itibariyle tasiyici
olarak bilinen ABC tasiyicilarinin (ATP-binding casette transporter) abamectin ’e direng
olusumunda etkili olamayacagi ifade edilmektedir (Kwon vd. 2010b). GluCl iinitelerinde
mutasyon bulunamayan c¢alismalarda arastiricilar, direncin metabolik kaynakli
olabilecegini bildirmektedirler (Kwon vd. 2010b, Cagatay vd. 2018, Solmaz vd. 2020,
Xu vd. 2021). Direncin metabolik olarak bulunabilecegini bildiren arastiricilar: takip eden
ve detoksifikasyon genlerinde dogrulamasini yapan calismalarda mevcuttur. Riga vd.
(2014) abamectin ’e olusan direncin CYP392A16 geni tarafindan hidroksilasyonu

katalizledigi ve ¢ikan iiriin kismi olarak saflagtirilip incelendiginde daha diisiik bir
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toksikant bilesige doniistiirdigiinii  belirlemistir. Xu vd. (2021) ¢alismasinda
CYP389C10, CYP392D8, CYP392A11 ve CYP392A12 genlerini susturmasi sonucunda
abamectin’e karsi popiilasyonda 6liim oranlarinin arttigimi bildirmektedir. Bir bagka
calismada ise TuGSTd10, TuGSTd14 ve TuGSTmO09 genlerinin abamectin ve diger
akarisitlerin diren¢ olusumunda rol aldiklarini, yaptiklari transkriptomal dogrulama
calismalar ile ortaya konmustur. Bunda ise abamectin ’e en fazla TuGSTd14 geninin
direnerek engelleme etkisi olusturdugunu goézlemlemistir (Pavlidi vd. 2015).
Calismamizda 3 farkli etkili madde arasindan en fazla abamectin ’e¢ karsi zararlinin
hassasiyetini kaybettigi tespit edilmistir. Enzim oranlarindaki (P-450 ve esteraz)

yiiksekligin abamectin’e direng gelisimine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

Son olarak LCso si 3.80 mg/l olarak belirlenen bir popiilasyonda 6nce LCeo dozu
uygulanmig ve ardindan yeniden LCso dozu belirlenmistir. LCso dozu 12.18 mg/I ¢ikan
popiilasyona ardindan LCgo dozu hesaplanarak uygulanmis ve seleksiyon
tamamlanmistir. Ardindan LCsp dozuna yeniden bakildiginda 39.84 mg/l olarak tespit
edilmistir. ik bastaki ile son durumdaki hali arasinda 10.5 kat direng gelistirdigi tespit
edilmistir. DNA’lar1 aliman popiilasyonun GluCl1 ve GluC3 bdlgesinde olusabilecek
herhangi bir mutasyonun varligina bakilmistir. Gelen sekans sonuclarin bakildiginda

GluCl (1 ve 3) alt tinitelerinde higbir degisiklige rastlaniimamustir.
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Bir diger mutasyon bdlgesi olan METI kompleks 3 alt iinitesi cyth (G126S, G132A,
A133T, 1136T, S141F/T, D161G, 1260V, P262T) (Sekil 4.9) bolgesinde tanimlanmis pek
cok mutasyon noktasi bulunmaktadir. Yapilan arastirmalarda bu bolge {lizerinde
calismalarin yogunlastigi ve baz1 mutasyonlarin tespit edildigi yayinlarda bildirilmektedir
(Piraneo vd. 2015, Riga vd. 2017, Kim vd. 2019, Wu vd. 2019, Choi vd. 2020). Bakilan
popiilasyonlar arasinda 2 popiilasyonun orta diizeyde direng gosterdigi digerlerinin ise
ayirict dozda % 80’den az 6liim goriilen ancak LC kiyaslamalari sonucu diisiik direng
(Piraneo vd. 2015) olarak adlandirdigimiz smifta bulunan popiilasyonlardan olustugu
goriilmektedir. Bifenazate bakilan hedef bolgelerin ortaya konmasi zor olmaktadir. Bu
bolgenin programlarda bakilmasi kolay olmayabilir ve direngli bireylerde mutasyon
noktalar1 bulunamayabilmektedir. Yaptigimiz calismada diger arastiriclarin yaptiklari
calismalar ile benzer sonuglara ulagilmis olup direngli bireylerin hi¢ birinde mutasyon
noktalarma rastlanilamamistir (Xu vd. 2018, Inak vd. 2019, Simma vd. 2020,
Papapostolou vd. 2021).

Cizelge 4.12 Bifenazate ile iliskili hedef bolge duyarsizliginin olugmasina katki saglayan
SNP bolgelerinin Sanger sekansi hedef bolge mutasyonlari agisindan incelenmesi

Popiilasyon Mutasyon Noktalar1

G126S* G132A  Al133T  1136T  S141F/T D161G 1260V P262T

2 G G A | S D | P
3 G G A | S D | P
4 G G A | S D | P
6 G G A | S D | P
8 G G A | S D | P
16 G G A | S D | P
20 G G A | S D | P
28 G G A | S D | P
30 G G A | S D | P
34 G G A | S D | P

*G:glycine, S:serine, A:alanine, T:threonine, l:isoleucine, V:valine, F: phenylalanine, D:aspartate,
P:proline
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Yapilan bazi ¢alismalarda hedef bolge mutasyonlarinin direncin ortaya ¢ikmasinda etkili
olsada metabolik dirence neden olan enzimlerin ve detoksifikant genlerinde bu direncin
saglandigr goriisii agir basmaktadir. Kim vd. (2019) kullandiklar1 sinerjistler ve
bifenazate ile ayn1 etki mekanizmasinda bulunan acequinocyl etken maddesinde 1256V
ve N321S hedef bolgelerinin direncin ortaya c¢ikmasina katkida bulundugunu
sOylemektedir. Bunun yaninda esteraz ve P-450 enzimlerinin direncin gelisiminde
katkilar1 oldugu da bildirmektedir. Choi vd. (2020) ¢alismasinda GST ’de bulunan
detoksifikant genlerinde gen ekspresyonunun daha fazla goriildiigiinii ve bunun
acequioncyl direnci ile iliskili olabilecegini ifade etmektedir. Yeni yapilan bir calismada
Ise geriye caprazlamalar sonucunda G126S mutasyon noktasinin tek basina cytb direncine
karsilik gelemeyecegi belirlenmis ve dolayisiyla bu mutasyon noktasinin bifenazate
direncinin molekiiler teshisinde tek basina kullanilamayacagi bildirilmistir (Xue vd.
2021). Arastiricilar bu konu ile alakali G126S mutasyon noktasinin S141F veya [136T ile
kombinasyonu seklinde beraber bulunmasi durumunda zararlhida yiliksek dirence neden

oldugunu bildiren ¢alismalarin oldugunu belirtmektedir (Xue vd. 2021).

Yaptigimiz calisma sonucunda diisiik sayida meydana gelen direngli popiilasyonda
goriilen bu direncin hedef yeri bolgesine bakildiginda degisikligin olmadig: (Cizelge
4.12), arastiricilarin bulgulart ile ayni yonde olup enzim kaynakli olabilecegi

diistiniilmektedir.

Species/Abbrv yyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyy
1. GSS_Reference_strain LWPLEFEGLACCAVEMMHMAAPRYD L F AS P A

2. POPULATION_2_PSST_CONSENSUS JLWP LR FEBLACCAVEMMHMAAPRYD L F ABSP A

3. POPULATION_4_PSST_CONSENSUS ILWP LBEFELACCAVEMMHMAAPRYB L 7 ASP A

4. POPULATION_8_PSST_CONSENSUS JLWP LI FSILACCAVEMMHMAAPRYDIL F ASP A

5. POPULATION_28_PSST_CONSENSUSILWP LIHFELACCAVEMMHMAAPR YD L F AS P A

6. POPULATION_33_PSST_CONSENSUSILWP LIEFEBLACCAVEMMHMAAPR YD L F ASP A

7. POPULATION_34_PSST_CONSENSUSILWP LR FELACCAVEEMMHMAAPRYD L F ASP A

8. POPULATION_36_PSST_CONSENSUS|LMWP LIEFSILACCAVEMMHMAAPRYDIL F ASP A

Sekil 4. 10 Tetranychus urticae popiilasyonlar1 PSST bolgesi konsensus karsilagtirmalart

Mitokondriyal elektron tagima inhibitorleri (METI) *nden kompleks 1 alt iinitesinde (sekil
4.10) yer alan PSST (H92R) bolgesi arastiricilar tarafindan ¢alisilmistir. Yapilan bazi
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calismalarda popiilasyonlar {izerinde kurulan denemelerde ortaya ¢ikan direncin varlig
katsayisinin yiiksek olmasi ile tespit edilirken (Bajda vd. 2017, Snoeck vd. 2019b,
Alavijeh vd. 2020, Choi vd. 2020, Papapostolou vd. 2021) bazi arastiricilar ise orta ve
yiiksek direng kategorisinde bulunan popiilasyonlarda bu mutasyona rastlayamadiklarini
belirtmektedirler (Namin 2017, Inak vd. 2019, Yaghoobi vd. 2021). Bazi arastiricilar
bolgede yeni bir mutasyondan kaynakli direncin gelisebilecegi ile alakli yaptiklar
yayinlarda bulduklari A94V mutasyonunun caprazlamalar ve g¢esitli fonksiyonel
dogrulama c¢alismalar1 sonrasi CRISPR-Cas9 yontemini kullanarak Drosophila
melonagaster ’in PSST homologuna bu mutasyonu eklemisler. Ancak direngli D.
melonagaster elde edemediklerini bildirmektedirler (Alavijeh vd 2020). Olusan direncin
hedef bolge degilde detoksifikasyon enzimlerinden veya bu bolgelerden kaynakli hedef
genlerden oldugunu sdyleyen galismalar mevcuttur (Riga vd. 2015). Riga vd. (2015) etki
mekanizmas1 ayni olan fenpyroximate ’in etken maddesi ile yaptig1 c¢aligmada,
CYP392A11 geninin fenpyroximate ’da daha diisiik toksisisteye sahip olan bir bilesige
donligimiinii  katalize ettigini vurgulamaktadir. Khanjani vd. (2020) aymi etki
mekanizmasina sahip olan fenpyroximate de meydana gelen direncin esteraz ve P-450
enzim kaynakli oldugunu vurgulamaktadir. Bunu ise P-450 enzim gen boélgesinden
CYP392A11 genine baktiklarinda bu genin asir1 eksprese edildigini ve dirence katkida
bulundugunu belirtmektedir. Yaghoobi vd. (2021) bu bolgede mutasyona
rastlayamadiklarini ancak olusan yiiksek direncin artan GST detoksifikasyon enziminden
kaynaklanabilecegini bildirmektedir. Sharma vd. (2018) ayn1 etki mekanizmasina sahip
fenazaquin ile ilgili calismasinda direngli bireylerde sitokrom P-450 genlerinden
CYP392A11, CYP392A12, CYP392D2 ve CYP392D10p ’de artis oldugunu ancak
bunlardan da CYP392A11 ve CYP392A12 genlerinde 2 kat artis oldugunu belirtmistir.
Bazi aragtiricilar (Alavijeh vd. 2020) ise enzim kaynakli direncin gelisemiyecegini, diigiik
derecede katkisinin oldugunu vurgulamaktadirlar. Tebufenpyrad ile ayni etki
mekanizmaya sahip fenpyroximate ile yaptiklar: ¢calismada gen analizi ile belirledikleri
P-450 monooksigenazlarin diren¢ olusumunda fazla bir katkisinin bulunmadigini
bildirmektedirler (Alavijeh vd. 2020). Baska bir ¢alismada ise yeni bir mekanizmanin
dirence neden olabilecegi ile alakali bir gen bulduklarini ifade eden agiklamalar
bulunmaktadir. Tebufenpyrad ile olusan direncin sitokrom P-450 rediiktaz (CPR) kismini

iceren genomik bolgeden kaynaklanabilecegi sdylenmektedir (Snoeck vd 2019b).
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Aragtiricilar bu bolge iginde yer alan niikkleer hormon reseptorii 96 (NHR96) gen ailesini
bulmuslar. Bu NHR96 geninin yeni bir mekanzima olabileceginden ancak her

eklembacaklida goriilmediginden de bahsetmektedirler (Snoeck vd 2019b).

Cizelge 4.13 Tebufenpyrad ile iliskili hedef bolge duyarsizliginin olusmasina katki
saglayan SNP bolgelerinin Sanger sekansi hedef bdlge mutasyonlart agisindan
incelenmesi

Popiilasyon adi Mutasyon Noktast

H92R*
H

4 H

8 H

28 H

33 H

34 H

36 H

*H:histidine, R:arginine

Yaptigimiz ¢alismada belirledigimiz ayirict dozu gegen 3 popiilasyon olmasina ragmen
LCso orami diisiik kalan popiilasyonlardan sec¢ilerek mutasyona bakilacak popiilasyon
sayist arttirilmigtir. Ancak toksisite degerlerinden de anlasilacag lizere popiilasyonlarin
genel olarak tebufenpyrad ’a kars1 hassas ¢iktig1, bir popiilasyonun orta direngli oldugu,
diger iki popiilasyonunda ayiric1 dozu gegen ancak diisiik direng kategorisinde oldugu

gorilmektedir.

PSST bolgesi i¢in Hassas bireylerde H (histidine) aminoasiti varken direngli bireylerde
ise R (arginine) oldugu calismalarda tespit edilmistir (Bajda vd.2017). Baktigimiz
popiilasyonlarin higcbirinde aranilan bdlgelerin sekans dizilimlerinde herhangi bir
farkliliga rastlanilmamistir (Cizelge 4.13). Bu arastirmada literatiirde de belirtildigi iizere

yeni bulunan farkli mekanizma iizerinde calisilmas gerektigi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC

Yapilan bu ¢alisma ile uzun yillardir kullanilan farkli gruptan akarisit/insektisitlerde
direng durumu biyoassay yontemi ile belirlenmis, detoksifikasyon enzimlerine biyokimya
calismalari ile bakilarak metabolik dirence, molekiiler anlamda hedef bolge incelenerek

mutasyon noktalarindaki son durumlar ortaya konmustur.

Abamectin ile yapilan biyoassay ’lerde 156 ve 113 kat direng orani ile sirasiyla 2
(Diyarbakir) ve 28 (Diyarbakir) numarali lokasyondan temin edilen T. urticae
popiilasyonlarinda yiiksek direng tespit edilmistir. Bifenazate’da ise 85 ve 45 kat ile 4
(Aydin) ve 2 (Diyarbakir) numarali popiilasyonlarda diren¢ tespit edilmistir.
Tebufenpyrad ile yiiriitiilen denemelerde ise 12 kat direng ile popiilasyonlar arasindaki en

yiiksek diren¢ orani1 4 numarali popiilasyonda (Aydin) belirlenmistir.

EST enzimi 4 (Aydin) ve 28 (Diyarbakir) numarali popiilasyonlarda 2.38 ve 2.70 kat daha
yiiksek olarak tespit edilmistir. GST enzimi 16 (Adana) ve 28 (Diyarbakir) numarali
popiilasyonlarda 3.73 kat ve 2.32 kat daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Son olarak, P-
450 enziminin 2 (Diyarbakir) ve 28 (Diyarbakir) numarali popiilasyonlarda 13 ve 6.50
kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismada, detoksifiye enzimlerinden
sitokrom P-450 enziminin diger enzimlere oranla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Metabolik aktivite bakimindan en yiiksek direncin Diyarbakir popiilasyonlarinda

goriildigi belirlenmistir.

Bu c¢alismada, molekiiler olarak bakilan yiiksek direncli popiilasyonlarin hicbirinde

mutasyonlara rastlanilmamistir.

Calismamizda pamuk iiretim alanlarindan toplanan kirmiziériimeeklerin iki popiilasyon
haricinde digerleri T. urticae olarak tespit edilmistir. Bifenazate etkili maddenin ruhsatl
formiilasyonu (480 g/l) 144 ppm dozunda pamuklarda, halen akarlara etkili bir doz
oldugu, yapilan bu ¢alisma ile tespit edilmistir. Ayirici dozda % 80’den az 6liim goriilen
ve hassas popiilasyona gore en yiiksek direng oranina sahip olan iki popiilasyonun LCgo
"1 ancak 89 ve 40 ppm ’e kadar yiikselmistir. Diger geri kalan 42 popiilasyonda ise ayirict
dozun % 80’den az oOlim gorillen ancak en yiiksek LCgo oranma sahip olan

popiilasyonlarin 6 ppm ’in altinda kaldig1 tespit edilmistir. Bu veriler ile bifenazate etkili
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maddesinin kirmizidriimcekler ile miicadelede kullanimina devam edilebilecegi kanisina

varilmistir.

Abamectin etkili maddesi i¢eren ruhsath formiilasyonu (18 g/l) ile 9 ppm uygulama
dozunda T. urticae ile pamukta miicadelenin basarisizlikla sonuglanabilecegi; bu dozun
tizerinde toplanan Orneklerden ¢ok sayida popiilasyonun yasadigr belirlenmistir.
Abamectin’in tilkemizde 1991 yilindan beri kullaniliyor olmasi, etkinligini distirmiis
olabilir. Ayrica, pek ¢ok zararli ile miicadelede ruhsatli olarak kullaniliyor olmasi da ne
yazik ki bu olguyu destekledigi kanaatini olusturmaktadir. Y1l igerisinde tarla ve sera
tiretim alanlarinda kullaniliyor olmasi, hatta sekonder (ekonomik ©Onemi olmayan
zararlilarin) zararlilarin miicadelesinde de kullaniliyor olmasi bu alandaki akarlarin daha
erken diren¢ kazanmasina neden olabilecegi disiinlilmektedir. Kirmizidriimeekler
polifag zararli oldugundan, gerek tarla kenarlarindaki yabanci otlarda, gerek yakin kiiltiir
alanlarinda dogrudan veya dolayl yollarla yakin alanlara tasinmaktadir. Boylece, birgok
alanda beslenirken farkli zararlilara karst kullanilmis, farkli veya aymi etki
mekanizmasina sahip  akarisit/insektisit gruplar1 ile de karsilagmaktadirlar.
Calismamizda, abamectin’in kirmizidriimcekler ile miicadelede halen etkili oldugu;
toplanan popiilasyonlarin % 36 ’smin uygulama dozunu gectigi tespit edilmistir.
Abamectin’in pamuk {iretim alanlarinda akarlarla miicadelede kullaniminda farkli etkili

maddeler ile rotasyon uygulanmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Pamukta tebufenpyrad etken maddeli B.K.U. ’niin ruhsatli (200 g/1) 120 ppm uygulama
dozu, akarlara kars1 etkisini koruyan en etkili madde oldugu tespit edilmistir. Denemeye
alinan biitiin popiilasyonlar arasindan yalnizca ii¢ popiilasyonun ayirict dozda % 80’den
az Olim oranina sahip oldugu belirlenmistir. Bu ayirict doz sonrasi popiilasyonlarda
yalnizca bir tanesinin ruhsatli uygulama dozunun tizerinde ¢iktigi tespit edilmistir. Bunun
haricinde iki popiilasyonun 59 ppm ’in altinda kaldigi, diger popiilasyonlarin ise ¢ok daha
diisiik oranlarda seyrettigi belirlenmistir. Yapilan ¢alismada yiliksek oranda abamectin’e
kars1 hassasiyet kaybinin oldugu diger etken maddelerin ise durumlarini korudugu
gorilmiistiir. Ancak bu etken maddelerin uygulama alanlarinda halen yiiksek etki
gosterdigi veya ruhsathi uygulama dozunu gegmemis olmasi, etken maddenin etkililigini
halen basarili olarak caligmaya devam edecegi algisini olusturmamalidir. Ay etki
mekanizmanin art arda kullaniminin baslamasi ile bu hassasiyetin kaybinin artacagi

diistiniilmektedir.
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Abamectin genis aralikta hem boceklere insektisit hem de kirmiziériimeeklere akarisit
olarak kullanilan bir etken maddedir. Diger iki etken maddenin yalnizca akarisit etkili
olmas1 kullanim alanmni daraltmis ve art arda kullanilmasi haricinde direng gelisiminin
daha yavas olacag diisiiniilmektedir. Selektif etki gdsteren akarisitlerin boceklerde
kullanilamamasi ve bu etken maddelerin en kotii insektisit uygulamalarindan sonra
kullanilacag: distiniiliirse bunlari daha gilivenilir kilmaktadir. Bazen giftgilerin, diger
zararlilarin miicadelesinde insektisit olarak kullandigi abamectin ’den sonra B.K.U.
bayisi ’nin ilgisizliginden dolay1 ticari ismi degismis ancak tekrar abamectin etken
maddeli baska bir ilag vermilmesinin kirmizidriimcege karst ilacin hassasiyetini
azalttigini diisiinmekteyiz. Elbette tek sebep bu degildir. Yillar (1991°den beri) igerisinde
siirekli kullanimi, doz agimi, farkli zararliya atilmis olsa dahi kirmizidriimcegin o alana
gelmesi veya bulundugu alandan bagka alanlara bulasmasi da diger sebeplerden

baslicalaridir.

Ulkemizde tarimimn yogun yapildigi alanlarda, iiriin ve tesiste ¢ift¢i veya galisanlarmn
miicadelede secgimleri pestisit lizerine olmaktadir. Her ne kadar son ddnemlerde
bugdaygil, bag, elma ve kapali alanlar gibi iriinlerin miicadele uygulamalarinda bazi
zararlilara karg1 bakanlik ve tiniversite ile yapilan salim ve yayim ¢alismalarinda biyolojik
miicadele etmenleri ortaya konsada, bu uygulamalarin suan i¢in geride kaldigi yillik
tilketilen pestisit miktarlarindan anlasilmaktadir (Soyhan 2020). Bu se¢imlerin, ortaya
konmus diger miicadele segeneklerinin oniinde olmasit durumunda, tarimda verimliligi
diistiriicti etkiler, toprak alanlarinda Kirlilik ve tiriinlerde kalint1 gibi problemlerin ortaya
cikmast gibi sonuglar1 olacaktir. Topragin coraklastigi bir alanda ekim ve iiretimin

yapilamayacag gibi verimsizlik de maliyet olusturacaktir.

Baskin bir zararli durumu olusmasinin oniine gegebilmek i¢in ¢esitli tedbirlere uyulmasi
gerekmektedir. Kimyasal uygulamaya gec¢ilmeden once iiriinlerde EZE (ekonomik zarar
esigine) ’ye dikkat edilmelidir. Bu durumun yayginlastirilmasi ziraat miithendislerinin
ciftcilere gosterebilecegi en faydali bilgi olacag: ortadadir. Ulke tarimi igin entegre
miicadelenin secilmesi gereken 6nemli tercihlerden biri oldugu agiktir. Pek cok yontemin
uygulandigr bu alan icin daha fazla ilgi ¢ekilmeli ve uygulamaya 6zendirilmelidir.
Pestisitlerin se¢iminde miimkiin oldugunca selektif olanlar tercih edilmelidir. Bu sekilde
pamukta uygulanan miicadelede thrips, yaprakbiti, yaprakpiresi, kirmizioriimcek,

beyazsinek, Lygus, pembekurt, yesilkurt ve dikenlikurt gibi emici ve kemirici zararlilara
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kars1 bitkileri savunmak icin her hafta yapilan ilaglamalarin ayni guruptan olmamasi ve
etki mekanizmalarinin farkli olmasina dikkat edilmedir. Bir sonraki ilaglamada yine
tercih edilecek aynmi zararl siralamasi miicadelesinde farkli etki mekanizmasina sahip
ilaglarin rotasyonuna 6nem vermek direncin gelisimini geciktirebilecektir. Bu alanda
akarisitlerin az olmasi (pamukta etki mekanizmasinin sinirl oldugu toplamda 6 farkl etki
mekanizmasina sahip, ruhsatli 11 adet farkli madde) yeni sinerjist maddelerin bulunmasi
veya var olanlar ile seleksiyon baskisina ugramis direngli bireylerin ortadan
kaldirilmasinda en etkili yontemlerden biri olabilecegi diisiintilebilir. Kullanilacak olan
pestisitlerin doz, uygulama yontemi ve dogru uygulama zamaninin seg¢ilmesi de
onemlidir. Zira pestisitlerin, zararli organizma haricinde faydalilar, ariciklar, parazitoit ve
predatorler, insan ve g¢evre sagligi ve hatta ekolojik olarak makro ve mikro habitat
tizerinde tahribata neden olabilecegi unutulmamalidir. Toksisitesi sicakkanlilara,
cevreye, suya ve faydali organizmalara diisiik akarisitler seciminde 6zen gosterilmelidir.
Bu gibi 6nlemler toprakta var olan mikroorganizmalar1 destekler ve onlarin uygulama
dozunda kullanilan bu kimyasallari, besin zincirine ekleyerek kendilerine enerji kaynagi
seklinde kullanmalarina neden olabilecektir. Buda faydalilarin devamliligi, cevrede
olusabilecek tahribatin engellenmesine ve temiz yer alti ve igme sularinin sonraki

nesillere miras olarak birakilmasini saglayabilecektir.
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EKLER
EK 1. Sekans Sonuclari

1 no.’lu popiilasyon

GATCATTAACGTATTACCCTCTTATTATAAGAGAAATACAACCTTCAACAATCAAA
CACTCTGCATAGTGATATTGTAGATGCTAATATGGTGAATGCAATTGAATTGTATTT
GCAAGTCGAGTCGCAATTGTGAATGTTTAATGCAAACATTTAGCCATTGCAACATG
ATTCTAACTTGCATTACATTCGTTCATTCATACATCCATCTTTCATTATCCAATGCAA
CAAAGGGTGCGGGTTATCTAACGATAGCCATAATTTCTTTTTGCAAAACAATTGTA
GTTTATAATCAAAAGCCTGTCTTGCTACATACTTGGTACCTGTTTAAGTCTTCAGCT
TATGCTGACGGCAAGGTTTAAAGAAGGAAGTTTTACACTTCTTCGCCTACCTAAGT
AAAGACAACTATGGTTTTTATAAACTGCATACAATTGTTTTAACCCTCTCAATGTAA
ATTTAGGATACTTATTAAAAGTCCCACGGTGGCAAAAATACATCTTCAAGCGGTGG
ATCACTCGAATTACCAATCGATGAAAAACGTAGCTGGCTACGATAATCGGTGCGAA
TTGCAGGACACGCCGAGCACTTGAGCTTCCAACGCACATTGCGGCTTTCGGGTCTTT
TCCGAGGTCACATCTGTCTGAGAGTTGAGATGTAAAATAATCAACAAAACACTTGC
ATACTACCATATATGCATTG

2 no.’lu popiilasyon

TTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTA
CTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAA
TGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAAC
AGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGC
GACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGA
AATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTT
ACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGC
ATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTG
TTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAA
GCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGAT
TATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAA
GATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGG
GTTTGAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGG
CGAAGAAGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACT
TGAACAGGTACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTT
TTGCAAAAGAAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGGATA
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ATGAAAGATGGATGTATGAATGAACGAATGTAATGCAAATTAGAATCATGTTGCAA
TGGCTAAATGTTTGCAATAAACATTCACAATTGCGACTCTAATGCAAATACAATTC
AATTGCATTCACCATATTAGCATCTACAATATCACTATGCAGA

3 no.’lu popiilasyon

ATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTT
TAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATG
AAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAG
GTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGAC
TAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAAT
ATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACT
AAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATAT
AAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGA
TTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCG
CAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATC
GTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATG
TATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGA

4 no.’lu popiilasyon

TGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTAC
TTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAAT
GAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACA
GGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCG
ACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAA
ATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTA
CTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCAT
ATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTT
GATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGC
CGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTA
TCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGA
TGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGT
TGA
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5 no.’lu popiilasyon

GATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTTTAATGTTT
GCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATGAAATAGCT
ACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAGGTTAGTTG
ATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGACTAACCTTA
GAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAATATGCATTG
TACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACTAAATTGCA
ACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATATAAATATAC
AATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGATTATTTTA
CATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCGCAATGTGC
GTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATCGTAGCTAG
CTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATGTATCTTTG
CCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGA

6 no.’lu popiilasyon

TGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTAC
TTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAAT
GAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACA
GGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCG
ACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAA
ATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTA
CTAAATTGCAACGAATCGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCAT
ATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTT
GATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGC
CGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTA
TCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGA
TGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGT
TG

7 no.’lu popiilasyon

TTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTA
CTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAA
TGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAAC
AGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGC
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GACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGA
AATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTT
ACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGC
ATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTG
TTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAA
GCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGAT
TATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAA
GATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGG
GTTTGAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGG
CGAAGAAGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACT
TGAACAGGTACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTT
TTGCAAAAGAAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGGATA
ATGAAAGATGGATGTATGAATGAACGAATGTAATGCAAATTAGAATCATGTTGCAA
TGGCTAAATGTTTGCAATAAACATTCACAATTGCGACTCTAATGCAAATACAATTC
AATTGCATTCACCATATTAGCATCTACAATATCACTATG

8 no.’lu popiilasyon

GTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTTTAATG
TTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATGAAATA
GCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAGGTTAGT
TGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGACTAACCT
TAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAATATGCAT
TGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACTAAATTG
CAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATATAAATAT
ACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGATTATTT
TACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCGCAATGT
GCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATCGTAGCT
AGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATGTATCTT
TGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTTTGAAAA
CAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCAT

9 no.’lu popiilasyon

AAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTTTAA
TGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATGAAA
TAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAGGTTA
GTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGACTAA
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CCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAATATG

CATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACTAAA
TTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATATAAA
TATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGATTA

TTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCGCAA

TGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATCGTAG
CTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATGTATC

TTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGA

10 no.’lu popiilasyon

TGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTTTAATGTT
TGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATGAAATAGC
TACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAGGTTAGTTG
ATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGACTAACCTTA
GAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAATATGCATTG
TACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACTAAATTGCA
ACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATATAAATATAC
AATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGATTATTTTA
CATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCGCAATGTGC
GTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATCGTAGCTAG
CTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATGTATCTTTG
CCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAG

11 no.’lu popiilasyon

TGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTTTAATGTT
TGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATGAAATAGC
TACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAGGTTAGTTG
ATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGACTAACCTTA
GAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAATATGCATTG
TACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACTAAATTGCA
ACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATATAAATATAC
AATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGATTATTTTA
CATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCGCAATGTGC
GTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATCGTAGCTAG
CTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATGTATCTTTG
CCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATT
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12 no.’lu popiilasyon

GATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACT
TTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATG
AAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAG
GTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGAC
TAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAAT
ATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACT
AAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATAT
AAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGA
TTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCG
CAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATC
GTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATG
TATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTTT
GAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGGCGA
AGAAGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACTTGA
ACAGGTACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTTTTGC
AAAAGAAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGGATAATGA
AAGATGGATGTATGAATGAACGAATGTAATGCAAATTAGAATCATGTTGCAATGGC
TAAATGTTTGCAATAAACATTCACAATTGCGACTCTTATGCAAATACAATTCAATTG
CATTCACCATATTAGCATCTACATATCACTATGC

13 no.’lu popiilasyon

GTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTTTAATG
TTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATGAAATA
GCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAGGTTAGT
TGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGACTAACCT
TAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAATATGCAT
TGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACTAAATTG
CAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATATAAATAT
ACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGATTATTT
TACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCGCAATGT
GCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATCGTAGCT
AGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATGTATCTT
TGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTTTGAAAA
CAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGGCGAAGAAGT
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GTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACTTGAACAGGT
ACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTTTTGCAAAAG
AAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGGATAATGAAAGAT
GGATGTATGAATGAACGAATGTA

14 no.’lu popiilasyon

TTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTTTAATGT
TTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATGAAATAG
CTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAGGTTAGTT
GATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGACTAACCTT
AGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAATATGCATT
GTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACTAAATTGC
AACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATATAAATAT
ACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGATTATTT
TACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCGCAATGT
GCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATCGTAGCT
AGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATGTATCTT
TGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTTTGAAAA
CAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGGCGAAGAAGT
GTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACTTGAACAGGT
ACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTTTTGCAAAAG
AAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGGATAATGAAAGAT
GGATGTATGAATGAACGAATGTAATGCAAATTAGAATCATGTTGCAATGGCTAAAT
GTT

15 no.’lu popiilasyon

TTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTTT
AATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATGA
AATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAGG
TTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGACT
AACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAATA
TGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACTA
AATTGCAACGAATCGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATAT
AAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGA
TTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAATACCCGAAAGACG
CAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATC
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GTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATG
TATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAG

16 no.’lu popiilasyon

GATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACT
TTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATG
AAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAG
GTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGAC
TAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAAT
ATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACT
AAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATAT
AAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGA
TTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCG
CAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATC
GTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATG
TATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAG

17 no.’lu popiilasyon

GATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACT
TTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATG
AAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAG
GTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGAC
TAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAAT
ATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACT
AAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATAT
AAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGA
TTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCG
CAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATC
GTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATG
TATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGT

18 no.’lu popiilasyon

GATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACT
TTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATG
AAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAG
GTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGAC
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TAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAAT
ATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACT
AAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATAT
AAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGA
TTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCG
CAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATC
GTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATG
TATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTTT
GAAA

19 no.’lu popiilasyon

TTTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCT
ACTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGA
ATGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAA
CAGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGC
GACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGA
AATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTT
ACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGC
ATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTG
TTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAA
GCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGAT
TATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAA
GATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGG
GTTTGA

20 no.’lu popiilasyon

TTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTA
CTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAA
TGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAAC
AGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGC
GACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGA
AATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTT
ACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGC
ATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTG
TTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAA
GCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGAT
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TATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAA
GATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGG
GTTGA

21 no.’lu popiilasyon

GATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACT
TTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATG
AAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAG
GTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGAC
TAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAAT
ATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACT
AAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATAT
AAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGA
TTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCG
CAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATC
GTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATG
TATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTTG
GAA

22 no.’lu popiilasyon

ATTTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATC
TACTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAG
AATGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTA
ACAGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAG
GCGACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGAT
GAAATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTC
CTTACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCAT
GCATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTT
TTGTTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGA
AAGCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCG
ATTATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTG
AAGATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGA
GGG
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23 no.’lu popiilasyon

TTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTA
CTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAA
TGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAAC
AGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGC
GACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGA
AATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTT
ACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGC
ATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTG
TTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAA
GCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGAT
TATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAA
GATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGG
GT

24 no.’lu popiilasyon

GATTAATGTATATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTTTAAAGTTT
GCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTCAACAGAATAAAATAGCT
ACTATTTGTATGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCATTTAACAGGTTAGTTGA
TCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGACTAACCTTAG
AATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAATATGCATTGT
ACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACTAAATTGCA
ACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATATAAATATAC
AATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGATTATTTTA
CATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCGCAATGTGC
GTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATCGTAGCTAG
CTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATGTATCTTTG
CCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTACATTGAGAGGGT

25 no.’lu popiilasyon

GATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACT
TTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATG
AAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAG
GTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGAC
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TAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAAT
ATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACT
AAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATAT
AAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGA
TTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCG
CAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATC
GTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATG
TATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTTT
GAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGT

26 no.’lu popiilasyon

TTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTA
CTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAA
TGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAAC
AGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGC
GACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGA
AATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTT
ACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGC
ATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTG
TTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAA
GCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGAT
TATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAA
GATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGG
GTTTGA

27 no.’lu popiilasyon

GATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACT
TTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATG
AAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAG
GTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGAC
TAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAAT
ATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACT
AAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATAT
AAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGA
TTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCG
CAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATC
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GTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATG
TATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTTT
GAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGGCGA
AGAAGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACTTGA
ACAGGTACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTTTTGC
AAAAGAAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGGATAATGA
AAGATGGATGTATGAATGAACGAATGTAATGCAAATTAGAATCATGTTGCAATGGC
TAAATGTTTGCAATAAACATTCACAATTGCGACTCT

28 no.’lu popiilasyon

TTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTA
CTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAA
TGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAAC
AGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGC
GACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGA
AATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTT
ACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGC
ATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTG
TTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAA
GCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGAT
TATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAA
GATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGG
GTTTGAAAAC

29 no.’lu popiilasyon

ATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTT
TAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATG
AAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAG
GTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGAC
TAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAAT
ATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACT
AAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATAT
AAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGA
TTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCG
CAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATC
GTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATG
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TATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTTT
GAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTGATTAGGCAA
AAAATTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCG

30 no.’lu popiilasyon

ATTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCT
ACTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGA
ATGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAA
CAGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGC
GACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGA
AATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTT
ACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGC
ATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTG
TTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAA
GCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGAT
TATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAA
GATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGG
GT

31 no.’lu popiilasyon

TTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTA
CTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAA
TGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAAC
AGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGC
GACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGA
AATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTT
ACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGC
ATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTG
TTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAA
GCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGAT
TATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAA
GATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGG
GTTTGAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGG
CGAAGAAGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACT
TGAACAGGTACCAAGTATGTAGCAAGA
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32 no.’lu popiilasyon

TTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTA
CTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAA
TGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAAC
AGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGC
GACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGA
AATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTT
ACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGC
ATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTG
TTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAA
GCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGAT
TATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAA
GATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGG
GTTTGAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGG
CGAAGAAGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACT
TGAACAGGTACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTT
TTGCAAAAGAAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGGATA
ATGAAAGATGGATGTATGAATGAACGAATGTAATGCAAATTAGAATCATGTTGCAA
TGGCTAAATGTTTGCATAAACATTCAC

33 no.’lu popiilasyon

CAAATATTTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGT
AAATCTACTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTT
AACAGAATGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATC
AGTTAACAGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAG
ATAGGCGACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAG
AGATGAAATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGAT
TCTCCTTACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGAT
TCATGCATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAG
TGTTTTGTTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGAC
CCGAAAGCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGC
ACCGATTATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCG
CTTGAAGATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATT
GAGAGGGTTTGAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTA
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GTTAGGCGAAGAAGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTG
AAGACTTGAACAGGTACCAAGTATGTAGCAAGACA

34 no.’lu popiilasyon

ATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTT
TAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATG
AAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAG
GTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGAC
TAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAAT
ATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACT
AAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATAT
AAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGA
TTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCG
CAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATC
GTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATG
TATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTT

35 no.’lu popiilasyon

ATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTT
TAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATG
AAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAG
GTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGAC
TAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAAT
ATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACT
AAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATAT
AAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGA
TTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCG
CAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATC
GTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATG
TATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTTT
GAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTA
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36 no.’lu popiilasyon

TATTTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAAT
CTACTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACA
GAATGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTT
AACAGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATA
GGCGACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGA
TGAAATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCT
CCTTACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCA
TGCATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGT
TTTGTTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCG
AAAGCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACC
GATTATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTT
GAAGATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAG
AGGGTTTGAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTT
AGGCGAAGAAGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAG
ACTTGAACAGGTACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATT
GTTTTGCAAAAGAAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGG
ATAATGAAAGATGGATGTATGAATGAACGAATGTAATGCAAATTAGAATCATGTTG
CAATGGCTAAATGTTTGCA

37 no.’lu popiilasyon

TGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTAC
TTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAAT
GAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACA
GGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCG
ACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAA
ATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTA
CTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCAT
ATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTT
GATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGC
CGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTA
TCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGA
TGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGT
TTGAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGGCG
AAGAAGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACTTG
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AACAGGTACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTTTT
GCAAAAGAAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGGATAAT
GAAAGATGGATGTATGAATGAACGAATGTAATGCAAATTAGAATCATGTTGCAATG
GCTAAATGTTTGCAATAAACATTCACAATTGCGACTCTAATGCAAATANAATTCAA
TTGCATTCACCATATTAGCATCTACAATATCACTAT

38 no.’lu popiilasyon

TTTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCT
ACTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGA
ATGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAA
CAGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGC
GACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGA
AATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTT
ACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGC
ATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTG
TTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAA
GCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGAT
TATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAA
GATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGG
GTTTGAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGG
CGAAGAAGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACT
TGAACAGGTACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTT
TTGCAAAAGAAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGGATA
ATGAAAGATGGATGTATGAATGAACGAATGTAATGCAAATTAGAATCATGTTGCAA
TGGCTAAATGTTTGCAATAAACATTC

39 no.’lu popiilasyon

ATTTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATC
TACTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAG
AATGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTA
ACAGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAG
GCGACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGAT
GAAATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTC
CTTACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCAT
GCATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTT
TTGTTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGA

153



AAGCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCG
ATTATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTG
AAGATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGA
GGG

40 no.’lu popiilasyon

GATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTTTAATGTTT
GCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATGAAATAGCT
ACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAGGTTAGTTG
ATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGACTAACCTTA
GAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAATATGCATTG
TACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACTAAATTGCA
ACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATATAAATATAC
AATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGATTATTTTA
CATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCGCAATGTGC
GTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATCGTAGCTAG
CTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATGTATCTTTG
CCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTTTGAAAACA
ATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGGCGAAGAAAGTG
TAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACTTGAACAGGTAC
CAAGTATGTAGCAAGA

41 no.’lu popiilasyon

TGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTAC
TTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAAT
GAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACA
GGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCG
ACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAA
ATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTA
CTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCAT
ATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTT
GATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGC
CGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTA
TCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGA
TGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGT
TTGAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGGCG
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AAGAAGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACTTG
AACAGGTACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTTTT
GCAAAAGAAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGGATAAT
GAAAGATGGATGTATGAATGAACGAATGTAATGCAAATTAGAATCATGTTGCAATG
GCTAAATGTTTG

42 no.’lu popiilasyon

TTTGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCT
ACTTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGA
ATGAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAA
CAGGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGC
GACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGA
AATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTT
ACTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGC
ATATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTG
TTGATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGAACCGAAA
GCCGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGAT
TATCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAA
GATGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAG

43 no.’lu popiilasyon

TGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTAC
TTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAAT
GAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACA
GGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCG
ACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAA
ATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTA
CTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCAT
ATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTT
GATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGC
CGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTA
TCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGA
TGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGT
TTGAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGGCG
AAGAAGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACTTG
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AACAGGTACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTTTT
GCAAAAGAAATTATGGCTATCGTTAGATAAC

44 no.’lu popiilasyon

TGATTAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTAC
TTTAATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAAT
GAAATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACA
GGTTAGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCG
ACTAACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAA
ATATGCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTA
CTAAATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCAT
ATAAATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTT
GATTATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGC
CGCAATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTA
TCGTAGCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGA
TGTATCTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGT
TTGAAAACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGGCG
AAGAAGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACTTG
AACAGGTACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTTTT
GCAAAAGAAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGGATAAT
GAAAGATGGATGTATGAATGAACGAATGTAATGCAAATTAGAATCATGTTGCAATG
GCTAAATGTTTGCAATAAACATTCACA

45 no.’lu popiilasyon

CAAGTTGATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCAAGCAAGCAACGTAAATCTACTTTA
ATGTTTGCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATGAA
ATAGCTACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAGGTT
AGTTGATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGACTA
ACCTTAGAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAATAT
GCATTGTACACAAAATTTATCATGTGAGACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACTAA
ATTGCAACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATATAA
ATATACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGATT
ATTTTACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGGAAAAGACCCGAAAGCCGCA
ATGTGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATCGTA
GCTAGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATGTAT
CTTTGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTTTGAA
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AACAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGGCGAAGA
AGTGTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACTTGAACA
GGTACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTTTTGCAA
AAGAAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGGATAATGAAA
GATGGATGTATGAATGAACGAATGTAATGCAAATTAGAATCATGTTGCAATGGCTA
AATGTTTGCAATAAACATTCACAATTGCGACTCTAATGCAAATACAATTCAATTGC
ATTCA

46 no.’lu popiilasyon

AATTAATGTTTATTTGTGTTGTTTGCTAGCAAGCAACGTAAATCTACTTTAATGTTT
GCACAAATTTTGCCTTTGCATTACTTCTTAGGTCTGCTTTAACAGAATGAAATAGCT
ACTATTTGTACGATTTATACAAGTGCAAGAAGATTCATCAGTTAACAGGTTAGTTG
ATCACCATAGTTATCTGCAATACGACTTTAGCGTCGTCAGATAGGCGACTAACCTTA
GAATCTCATGCTAGTATCTATTCATATATACTGCTTGCAGAGATGAAATATGCATTG
TACACAAAATTTATCATGTGATAACAAGTAGATTTGAGATTCTCCTTACTAAATTGC
AACGAATTGCAATTAAGAAAAGGAATAAAACATCAAGATTCATGCATATAAATAT
ACAATCCTCTCAAAACAATGCATATATGGTAGTATGCAAGTGTTTTGTTGATTATTT
TACATCTCAACTCTCAGACAGATGTGACCTCGCGAAAAGACCCGAAAAACGCAATG
TGCGTTGGAAGCTCAAGTGCTCGGCGTGTCCTGCAATTCGCACCGATTATCGTAGCT
AGCTACGTTCTTCATCGATTGGTAATTCGAGTGATCCACCGCTTGAAGATGTATCTT
TGCCACCGTGGGACTTTTAATAAGTATCCTAAATCTGCATTGAGAGGGTTTGAAAA
CAATTGTATGCAGTTTATAAAAACCATAGTTGTCTTTACTTAGTTAGGCGAAGAAGT
GTAAAACTTCCTTCTTTAAACCTTGCCGTCAGCATAAGCTGAAGACTTGAACAGGT
ACCAAGTATGTAGCAAGACAGGCTTTTCATTATAAACTACAATTGTTTTGCAAAAG
AAATTATGGCTATCGTTAGATAACCCTCACTCTTTGTTGCATTGGATAATGAAAGAT
GGATGTATGAATGAACGAATGTAATGCAAATTAGAATCATGTTGCAATGGCTAAAT
GTTTGCATA
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