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Yesil seftali yaprakbiti, Myzus persicae (Sulzer), Tiirkiye’de onemli bir zararlidir.
Insektisitlerin yaygin olarak kullanimi, organofosforlular, karbamatlilar ve piretroidleri
kapsayan pek c¢ok kimyasal gruba karsi diren¢ gelisimine neden olmustur. Organik
fosforlular ve piretroidlere kars1 olusan direng genellikle asetilkolinesteraz ve para tip
sodyum kanali proteininde olusan mutasyonlarin bir sonucudur. Bu c¢alismada
Tirkiye’nin ti¢ farkli bolgesinden M. persicae populasyonlari toplanarak insektisit
diren¢ mekanizmalarinin karakterizasyonu yapilmaya calisilmistir. Karboksilesteraz
aktivitesi (E4 ya da FE4), insensitif asetilkolinesteraz ve insensitif sodyum kanalini
(knockdown direnci, kdr) kapsayan diren¢ mekanizmalarimin varligini saptamak
amaciyla biyokimyasal analizler, DNA temelli tanimlama teknikleri ve biyoassayler
kullanilmistir. Molekiiler ¢alismalar restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi (PCR-
RFLP) analizini kullanarak MACE (modifiye asetilkolinesteraz) ve kdr fenotipleriyle
iligkili nokta mutasyonlarinin saptanmasini kapsamaktadir. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde M. persicae popoiilasyonlarinin MACE ve kdr direng tipinden en
az birini kullanarak karbamatli, organik fosforlu ve/veya piretroidli ilaglara karsi
duyarsizlastiklart belirlenmistir. Ankara popiilasyonlarinda 6nemli diizeyde direng
durumu saptanmazken Antalya ve Mersin ¢evresinden toplanan popiilasyonlarda hem
karboksilesteraz aktiviteleri ve bioassay sonuglart hem de molekiiler ¢alismalar birlikte
degerlendirildiginde oldukea yiiksek direng oranlarina sahip olduklar1 saptanmaistir.
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ABSTRACT
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INVESTIGATION OF MUTATIONS IN ACETYLCHOLINESTERASE AND
SODIUM CHANNEL GENES OF RESISTANT POPULATIONS OF Myzus persicae
(SULZER) (HEMIPTERA: APHIDIDAE)
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Supervisor: Prof. Dr. M. Oktay GURKAN

The peach potato aphid, Myzus persicae (Sulzer), is an important pest species in
Turkey. Extensive use of insecticides has led to the selection of resistance to most
chemical classes including organophosphates, carbamates and pyrethroids. Resistance
to organophosphates and pyrethroids is often the result of mutations in the
acetylcholinesterase and para type sodium channel protein, respectively. In this study
several populations of M. persicae were collected from three different regions of Turkey
in order to characterize insecticide resistance mechanisms. A combination of
biochemical, DNA-based diagnostics and bioassays was used to assess the presence of
three insecticide resistance mechanisms: carboxylesterase activity (E4 or FE4),
insensitive acetylcholinesterase and insensitive sodium channels (knockdown
resistance, kdr). Molecular work includes determination of point mutations associated
with MACE (modified acetylcholinesterase) and kdr phenotypes using restriction
fragment length polymorphism analysis (PCR-RFLP). According to the data obtained
from this study it has been determined that M. persicae populations became insensitive
to carbamates, organophosphates and pirethroids which is associated with MACE and
kdr resistance phenotypes. When the carboxylesterase activities, bioassays and
molecular results analyzed together significant resistance hasn’t been detected in the
populations from Ankara. In contrast a high resistance levels were detected in the
populations from Antalya and Mersin.
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1. GIRIS

Yesil seftali yaprakbiti olarak da bilinen Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera:
Aphididae) tiim diinyada ve iilkemizde sebze, tiitiin, meyve ve siis bitkilerinde 6nemli
iirtin kaybina neden olan bir zararlidir. Genellikle yesil, sar1 ve pembe renklerde 1-2 mm
boyunda olan yumusak viicutlu bu bocekler bitki 6zsuyunu sokup emerek zarar yapar ve
beslenmeleri sirasinda tatli-yapiskan bir madde salgilarlar, bu salgiya saprofit
mantarlarin yapismasi sonucu fumajine neden olurlar. Ayrica bitkilerde zararli pek ¢cok

virisiin de vektorudiirler.

Birgok iilkede tarim alanlarinda ana zararlilara kars1 farkli etki mekanizmalarina sahip
insektisitlerin yogun kullanimlar1 gériilmektedir. Ozellikle seralarda parthenogenetik
olarak ¢ogalan M. persicae’de bu yogun baski ve seleksiyon sonucunda birgok direng
mekanizmasiin gelistigi gdzlemlenmistir. Insektisite kars1 gériilen bu duyarsizligin
ortadan kaldirilmasi i¢in genellikle daha sik ve yiiksek dozlarda ilaglama yoluna
gidilmektedir. Fakat bu durum maliyeti arttirmakla birlikte siirekli tiiketilen sebzelerde
Maksimum Kalint1 Limitleri (MRL) {izerinde kalint1 olugsmasina neden olmaktadir. Bu
da herseyden Once insan sagligini tehdit eden bir unsur olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Kalintt nedeniyle iirliniin ihracaatinin zorlagmasi, cevre kirliligi ve parazitoid-
predatorlerin etkilenmesi gibi pek ¢ok sorun da ortaya c¢ikmaktadir. Ayni seleksiyon
baskisinin siirekli olmasi direncli bireylerin popiilasyon igerisindeki hakimiyetlerinin de

kolaylikla artmasina olanak saglamaktadir.

Insektisit direng yonetimi ve stratejilerinin yayginlastirilmasini ve gelistirilmesini
amaglayan IRAC (Insektisit Direng Komitesi), insektisit direncini “bir zararliya kars
etiket ve prospektiis yonergeleri dogrultusunda kullanilan bitki koruma {iriiniiniin,
uygulama sonrasinda ortaya ¢ikan ve tekrar eden basarisizlik durumu ve bu yolla zararh
popiilasyonu hassasiyeti lizerindeki nesilden nesile aktarilan degisim” olarak
tanimlamaktadir. EPPO (Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Organizasyonu) ise “tarla
kosullarinda dogal olarak ortaya ¢ikan, normal kosullarda etkili olan bitki koruma {iriinii
uygulamasinda, hedef popiilasyon icindeki bireylerin yasamlarin1 siirdiirme

yeteneklerindeki kalitimsal degisim” seklinde direnci agiklamaktadir. Arastirmacilar



tarafindan en cok kabul goren insektisit direng tanimi ise WHO (Diinya Saglik Orgiitii)
tarafindan 1957 yilinda “bir tiiriin normal bir popiilasyonundaki bireylerin ¢ogunu
oldiirdiigii kanitlanan bir bocek ilact dozunu, ayni bocegin diger bir popiilasyonunun

tolere etme yeteneginin gelismesi” olarak agiklanmustir.

Melander’in 1908 yilinda San Jose kabuklu bitinde kiikiirt-kire¢ karsimina kars1 olusan
duyarsizlasmay1 gozlemlemesi, insektisitlere kars1 direngle ilgili ilk kayittir. 1940-1950
yillar1 arasinda hizli 6ldiiriicii etkisi, kullaniminin kolay, tiretiminin ucuz ve basit olmasi
nedeniyle sik kullanilmaya baslanan DDT’nin ortaya ¢ikisindan kisa bir siire sonra
zararhlarda insektisit direng orani belirgin bir sekilde artmistir. DDT den sonra yaygin
ve sik kullanilan organik fosforlu, karbamatl ve piretroidli insektisitlere kars1 da kisa
stire sonra boceklerde duyarsizlagsma tespit edilmistir. Bugiin 500°den fazla bdcek

tiiriiniin insektisitlere kars1 dayaniklilik gosterdigi bilinmektedir.

DDT, klorlandirilmis hidrokarbonlar grubunun bir iiyesidir. Ilk defa 1874 yilinda
sentezlenmistir. Ancak insektisit 6zelligi 1939 yilinda Isvigreli kimyager Dr. Paul
Miiller tarafindan kesfedilmistir. Mide ve temas yoluyla etkili olan bu genis spektrumlu
insektisidin, sinir sisteminde aksonlarda Na' ve K" iyon dengesine etki ederek sodyum
kanallarimin ac¢ik kalmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.  Cevrede uzun siireli
kaliciligi, biyoakiimiilasyon sorunu ve hedef dis1 organizmalari etkilemesi nedeniyle
DDT ve diger 6nemli hidrokarbon bilesiklerin kullanimi1 1970’lerden bu yana bir¢ok

tilkede sinirlandirilmastir.

Cevreye olumsuz etkileri nedeniyle kullanimi kisitlanan ve yasaklanan DDT’nin
arkasindan organik fosforlulara yonelim artmistir. Temas, solunum ve mide yoluyla
etkili olan bu grup fiziko-kimyasal 6zellikleri nedeniyle hemen hemen her zararliya
uygun Ozellikte bir etkili maddeye sahiptir. Bu grubun etki mekanizmasi fosfor atomuna
baglanan kimyasal yapinin 6zelliklerine gore degisse de genellikle asetilkolinesteraz
(AChE) fizerinde etkilidirler. Sinir sisteminde kimyasal bir iletici olan AChE’in
aktivitesini engelleyerek sinir uc¢larinda asetilkolin (ACh) birikmesine neden olurlar.
Boylece sinir sistemini bloke ederler ve sonugta bocegin tekrarlayan sinirlerin

hareketiyle yorgunluktan dlmesine neden olurlar. ilk kez 1961°de Smissaert tarafindan



pestisite kars1 azalan duyarliligin sebebinin AChE oldugu tanimlandi. Daha sonra birgok
bocek tiirii icin modifiye asetilkolinesteraz (MACE)’a bagh diren¢ tanimland1 (Cizelge
1.1). Direngli wrklarda AChE’1 kodlayan genlerin dizilimi buradaki modifikasyonun
nokta mutasyonlardan kaynaklandigim1i gostermektedir. Bazi allellerdeki ayni
proteindeki mutasyonlarin kombinasyonu ile yiliksek diren¢ oranlar1 goriilebildigi gibi
bazi tiirlerde daha diisiik diizeyde mutasyon tanimlanmasina ragmen yine direng
saptanabilmektedir. Bu durum AChE’in genetik modifikasyonuyla beraber asir1

salgilanmasinin da direng lizerindeki etkisini gostermektedir (Menozzi vd. 2004).

Cizelge 1.1 AChE’da tespit edilen nokta mutasyonlar1 (Menozzi vd. 2004)

Tiirler Belirlenen Mutasyonlar Referanslar
F77(115)S
II61(199)V Mutero vd. 1994
Drosophila melanogaster G265(303)A
F330(368)Y Fournier vd. 1992
G368(406)A Menozzi vd. 2004
Culex pipiens G(247)S Weill vd. 2003
Culex tritaeniorhynchus F(445)W Nabeshima vd. 2004
S(228)G
Tetranychus urticae D(237)E Anazawa vd. 2003
F(439)C
Bractocera oleae (eLHY Vontas vd. 2002
G(488)S
VI8OL(260)
G262(342)A Walsh vd. 2001,
Musca domestica G262(342)V Kozaki vd. 2001
F327(407)Y
G365(445)A Vontas vd. 2002
Leptinotarsa decemlineata S(291)G Zhu vd. 1996
Myzus persicae S(431)F Nabeshima vd. 2003




Calabar fasiilyesinden 1865 yilinda izole edilen ve 1935 yilinda sentezi yapilan

karbamath insektisitler de organik fosforlu insektisitler gibi AChE’1 inhibe ederek sinir

sistemini bloke ederler. Ancak organik fosforlulardan farkli olarak enzim karbamatlama

reaksiyonuyla engellenir. Bu nedenle organik fosforlulara diren¢ kazanmis boceklerde

karbamatlilar veya bunun tersi yani karbamatlilara diren¢ kazanmig boceklerde organik

fosforlular kullanilabilmektedir.

Cizelge 1.2 kdr ile iliskilendirilen sodyum kanali amino asit dizilim polimorfizmi
(Soderlund ve Knipple 2003)

Turler

Belirlenen Mutasyonlar

Referanslar

Anopheles gambiae

L1014F

Martinez-Torres vd. 1998

L1014S Ranson vd. 2000
Bemicia tabaci MO918V;L9251 Morin vd. 2002
L1014F+E435K+C785R
C785R+P1999L
Boophilus microplus F1538I He vd. 1999

Culex pipiens

L1014F; L1014S

Martinez-Torres vd. 1999a

Drosophila

melanogaster

1253N; A1410V; A1494V;
M15241

Pittendrigh vd. 1997

Heliothis armigera D1549V+E1533G Head vd. 1998
Haematobia irritans L1014F+M918T Guerreo vd. 1997
Leptinotarsa

L1014F Lee vd. 1999

decemlineata

Musca domestica

L1014F; L1014F+M918T

Ingles vd. 1996, Miyazaki vd.
1996, Williamson vd. 1996

Myzus persicae L1014F Martinez-Torres vd. 1999b
Pediculus capitis T9291+1L.932F Lee vd. 2000
Plutella xylostella L1014F+T9291 Schuler vd. 1998

Chrysanthemum cinsine ait bitkilerden elde edilen piretrinlerin insektisit 6zelliginin

kesfi uzun zaman &nceye dayanmaktadir. Ilk olarak Cin’de ve Orta Cag’da Iran’da




kullanildig1 bilinmektedir. Piretroitli insektisitler kolay bozunmalar, siirekli iiretiminin
zahmetli ve maliyetinin yliksek olmasi gibi dezavantajlarin yani sira genis spektrumlu
olmalari, memelilere toksisitelerinin diisiik olmasi ve dogal kosullarda kisa siirede
par¢alanmalar1 gibi avantajlara da sahiptirler. Norofizyolojik ve biyolojik etkilerine gore
sentetik piretroitler iki tiptir. Tip 1 piretroitlerin insektisit ozelligi yiiksektir ve
boceklerde siddetli uyarilara ve titremelere neden olurlar. Tip II piretroitler ise bocegi
sersemletecek “knockdown” etkiye sahiptirler. Bdceklerde DDT ve piretroitli
insektisitlere karsi goriilen, bilinen tiim piretroitlerin Oldiiriicii dozlarma karst
boceklerin direngli olmasi durumuna knockdown direng (kdr) adi verilmektedir. DDT
ve piretroidli insektisitlere sik maruz birakilmig bocek popiilasyonlarinda bu 6zelligi
gormek olasidir. Bu direng tipi ilk defa 1951°de Busvine tarafindan Musca domestica
L.’da tanimlanmis ve daha sonra bu 6zelligin kromozom 3 iizerinde bulundugu tespit
edilmistir (Williamson vd. 1996). Voltaj kapili sodyum kanali iizerinde meydana gelen
mutasyonlarla saglanmaktadir ve insektisidin baglandig1 sodyum kanalinda meydana
gelen tek bir aminoasit degisikligini ifade etmektedir. Cizelge 1.2°de sodyum

kanalindaki mutasyonlar sonucu kdr tipi direng saptanan bocek tiirleri listelenmistir.

Bioaasay yoOntemlerle yapilan arastirmalar sonucunda, M. persicae’nin insektisitlere
diren¢ kazandig1 1970’1i yillarin basindan beri bilinmektedir. Ozellikle seralarda her
grup insektisitle yapilan yogun kimyasal miicadele sonucu boceklerde meydana gelen
duyarsizlagsma kaginilmazdir. Polifag bir zararli olan M. persicae de seralarda yogun
insektisite maruz kalan tiirlerdendir. M. persicae’ nin yasam dongiisiinde eseyli ve
eseysiz ¢ogalmanin bulunmasi, bu zararlinin bir¢ok popiilasyonunun tek bir disiden
meydana gelen, bir klon yapisinda oldugu ve bu nedenle de populasyonlar arasinda
ozellikle konukcuya oOzellesme ve tarim ilaglarina dayaniklilik agisindan yiiksek
diizeyde farklilik oldugu goriilmektedir. Diinyada M. persicae’nin direng gelisimi ile
ilgili hem biyokimyasal olarak hem de molekiiler biyoloji alaninda pek ¢ok arastirma
bulunmasma karsin iilkemizdeki kayitlar olduk¢a sinirhdir. Bu nedenle TUBITAK
destekli 1050176 nolu, “Sebzelerde Zarar Yapan Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera:
Aphididae) Popiilasyonlarmin Insektisitlere Direnci ile Biyokimyasal Mekanizmalarinin
Incelenmesi” (Velioglu, A. S., Erdogan, C., Giirkan, M. O. ve Moores, G. D.) isimli

proje kapsaminda Ankara, Antalya ve Mersin’den toplanan M. persicae



popiilasyonlarinin insektisitlere kars1 direnci, bioassay ve biyokimyasal yontemlerle
incelenmistir. Proje raporunda (Ekim 2008), baz1 popiilasyonlarin denenen insektisitlere
kars1 oldukga yliksek diizeyde direngli olduklar1 ve bu direncin artan karboksilesteraz
aktivitesi ile MACE’dan kaynaklandigi belirtilmistir. Projenin devami niteligi tasiyan
bu tez ¢alismasinda ise ayni popiilasyonlarin kdr ve MACE direng mekanizmalari
molekiiler yontemlerle incelenmistir. M. persicae’de diren¢ gelisiminde rol oynayan iki
gendeki mutasyonlarin molekiiler diizeyde incelenmesi ile bu zararliya karsi iilkemizde
yiriitiilen miicadele stratejilerine katki saglamasi beklenmektedir. Ayni zamanda
calisma icerisinde kullanilan gelismis teknikler sayesinde daha kisa zamanda daha kesin

sonuglarin elde edilmesine olanak saglanacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

Literatiirde boceklerde goriilen insektisit direnci ile ilgili olduk¢a fazla calisma
bulunmaktadir. Bu bolimde yalnizca M. persicae ve bazi yaprak bitleri ile ilgili

calismalarin bir kismina kronolojik siraya gore yer verilmistir.

Anthon (1955), Kuzey Washington’un orta kesiminde degisik organikfosforlu
insektisitlerle ilaglanan seftalilerdeki M. persicae bireylerinin savasiminin gittikce
zorlastigini ve 6n ¢aligmalar sonrasinda systox veya nikotinin bu zararlinin savagiminda

etkili olabilecegini belirtmektedir.

Dunn ve Kempton (1966), organikfosforlu insektisitlere direncli hale geldigi goriilen ve
kanatsiz vivipar bireyden partenogenetik olarak yetistirilen bir M. persicae
poplilasyonunun 7. Ddliine ait bireylerini, hassas bir popiilasyon ile karsilastirmislardir.
Sonugcta, yetistirilen popiilasyonun demeton-methyl’e 25kat daha direncli oldugunu ve

direncin yavas yavag azalarak 30. Dolden sonra hi¢ kalmadigini belirlemislerdir.

Bonnemaison (1968), Fransa’da patateslerden toplanan bir M. persicae popiilasyonuna,
birbirini takip eden 13-17 generasyon siiresinde methyl-parathion, lindane, isolan ve
oxydemeton uygulandiginda, bu insektisitlere duyarhilikta 6nemli bir azalis olmadigini

belirtmektedir.

Forgash (1984), bocek ve akarlarda insektisitlere karsi diren¢ olusumu ve bunun
dogurdugu sonuglar ile ilgili yaptigi calismasinda, boceklerde insektisitlere direngle
ilgili ilk kayitlarin 19. yiizyilin son ¢eyreginde, San Jose kabuklu biti Quadraspidiotus
perniciousus (Comstock) ve elma i¢ kurdu (Laspeyresia pomonella L.) ile ilgili
oldugunu bildirmektedir. Bu listenin gittik¢e biiyliyerek 20. ylizyilin baglarinda 14
takima bagli 83 familyadan toplam 428 tiir bocek ve akari kapsadigini, bu zararlilarin
diinya capinda yaygin olduklarini ve degisik gruplardan kimyasal bilesiklere karsi

diren¢ kazandiklarimi aciklamistir.



Moores vd. (1996a), ii¢ A. gossypii popiilasyonunda insektsitlere direng diizeyini,
toplam esteraz aktivitesini ve insektisit tarafindan inhibe edilen AChE enziminin
duyarhilik durumunu incelemislerdir. Farkli esteraz ile AChE kombinasyonlarina sahip
oldugu tespit edilen A. gossypii popiilasyonlarindaki modifiye AChE’1n, organikfosforlu

ve karbamatl insektisitlere direncin ana mekanizmasi oldugu da belirlenmistir.

Moores vd. (1996b), ii¢ A. gossypii popiilasyonu ile Cin’de eseyli olarak iireyen klonal
olmayan bir kiiltiiriin, primicarb ve organikfosforlu insektisitlere direng diizeyleri AChE
duyarlilig1 incelenmistir. Denenen insektisitlere duyarsizlik durumu farklilik gosteren,
iki duyarsiz AChE varyant1 belirlenmistir. Ayrica, bioassay ile belirlenen insektisite
direng diizeyi ile AChE duyarsizligi arasindaki korelasyonlar, homozigot veya

heterozigot olma durumu da arastirilmistir.

Field vd. (1997), yaprakbiti bireylerinde detoksifikasyon yapan esterazlarin fazla
miktarda tiretimi ve AChE gibi hedef proteinler ile sodyum kanallarinin mutant duyarsiz
formlara sahip olmasi nedeniyle insektisitlerin bir kismina karg1 M. persicae’de goriilen
diren¢g durumunun, bioassay, biyokimyasal yontemler ve DNA diagnostik teknikleri
kullanilarak ayrimmin miimkiin oldugunu belirtmektedirler. Arastiricilar, ¢ok genis
cografik orijine sahip 58 ornek iizerinde yaptiklar siirvey calismasinda, 46 Ornekte
piretroidler, organikfosforlular ve karbamatlilara genis spektrumlu direnci olusturan
esteraz genlerinin (E4 veya FE4) sayisinin fazla oldugunu tespit etmislerdir. Calismada
ayrica, 11 Ornekte primicarb ve triazamete’e direncin nedeninin duyarsiz AChE
oldugunu, 25 o6rnekte ise piretroid ve DDT’ye knockdown direncin mutant sodyum

kanal1 genleriyle kombine olarak bulundugunu belirlemislerdir.

Foster vd. (1998) tarafindan 1996 yilinda Ingiltere’de ilk kez modifiye asetilkolinesteraz
nedeniyle M. persicae’de primicarb ve triazamete’e karsi olusan diren¢ durumu
belirlenmis ve ¢aligsmalar sonucu bunun 6zellikle R2 ve R3 diizeyinde karboksilesteraz

aktivitesiyle birlikte goriildiigli ortaya konulmustur.



Ffrench-Constant (1999), insektisit direncinin molekiiler genetigi lizerine yapilan
caligmalarin, nokta mutasyonlarin {i¢ temel insektisidin hedefi olan molekiilleri (Rdl
GABA reseptor, para voltaj kapili sodyum kanali ve bocek asetilkolin esteraz) kodlayan

genlerde hedef yeri duyarsizliina neden olduklarini ortaya koydugunu belirtmektedir.

Martinez-Torres vd. (1999b), amplifiye olmus E4 esteraz genlerine sahip olan Mysuz
persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) klonlarinin hepsinde 11S6 bolgesinde Leu —
Phe mutasyonunu tespit ettiklerini ancak; amplifiye olmus FE4 esteraz genleri olan
klonlarin ve hassas irklarin hig birisinde bu kdr mutasyonunun tespit edilemedigini (bu
durum, kdr mutasyonu ile E4 genleri arasinda linkage disequilibrium oldugunu
gostermektedir) bildirmektedirler. Bu mutasyonun deltamethrin ve DDT drencinin
temel mekanizmasi oldugunu, tek basina 35 kat direng sagladigini, yiiksek E4 etkisi ile
birlikte bulundugunda direncin 540 kat oldugunu da belirtmektedirler. FE4 esterazlarin
bdyle bir direng diizeyini saglayamadigi da belirtilmektedir.

Zlotkin (1999), boceklerin voltaj kapili sodyum kanallarinin islevsel, kimyasal,
farmakolojik incelenmeleri sonucunda bir ag¢idan memeli sodyum kanallarina
benzedikleri ancak farmakolojik Ozgiilliikkleri bakimindan da ayristiklarini
bildirmektedir. Bocek sodyum kanallarini hedef alan araknid zehirlerinin ve bu
zehirlerden yararlanilarak  bakulovirus aracili  segici  biyoinsektisitler dizayn
edilebildigini belirtmektedir. Arastirici, bocek sodyum kanallarinin bu 6zelliklerinden
yararlanilarak gelecekte sadece bdcekleri hedef alan insektisitler liretilebilecegini ve
bocek sodyum kanallarin insektisitler igin gittikce daha fazla hedef yeri olacagini

bildirmektedir.

Gao vd. (2002) tarafindan Insektisit direncine iliskin yaprakbitlerinde yapilan
calismalardan ilki Schizaphis graminum (Rondani)’un c¢DNA kiitiiphanelerinden
yararlanarak AChE cDNA’sini1 klonlayip, karakterize edilmistir. Yapilan bu ¢alisma afit
tirleri arasinda AChE’nin molekiiler o6zelliklerini karakterize eden ilk caligsmadir.

Calismada bugday yaprakbitine ait AChE ¢cDNA’smin niikleotid ve aminoasit sekansi,



AChE cDNA’smin primer yapilari, yaprakbiti AChE’sinin karakteristikleri ve
yaprakbitine ait AChE geninin diger hayvan tiirleriyle filogenetik iliskisi saptanmistir.
S. graminum’a ait AChE ¢cDNA’s1 beklenmedik bir sekilde Drosophila melanogaster,
Anopheles stephensi ve Leptinotarsa decemlineata gibi bocek tiirlerine diisiik oranda
benzerlik gosterirken, Caenorhabditis elegans, Caenorhabditis briggsae gibi
nematodlara ve Torpedo marmorata (Fam: Torpedinidae), Torpedo californica gibi
omurgalilara daha fazla benzerlik gostermistir. Ayrica bugday yaprakbitindeki AChE
geninin tek bir kopyasi oldugu Southern blot analizi ile kanitlanmistir. Son olarak AChE
enziminin purifikasyonu sonucunda AChE enziminin asetilkolini hidrolize etme
yeteneginin yiiksek oldugu ve eserin tarafindan daha fazla inhibe edildigi gibi 6zellikleri

saptanmigtir.

Li ve Han (2002) tarafindan cDNA uclarinin hizli ¢ogaltilmasi (RACE) tekniginden
yararlanilarak Aphis gossypii’den (pamuk yaprakbiti) iki asetilkolinesteraz geni (ace 1
ve ace2) klonlanmistir. Bu c¢alisma bdceklerde multiple AChE genlerine molekiiler
kanit olusturan ilk ¢alismadir. Ace 1 geninin tamami 2371 bp biiylikliiglinde ve agik
okuma cercevesi 2031 bp uzunlugundadir. Ayn1 gen 676 aminoasidi kodlamaktadir.
Ace 2 geni ise 2130 bp uzunlugunda olup 1992 bp uzunlugunda agik okuma cergevesine
sahiptir ve 664 aminoasiti kodlamaktadir. Her iki geninde AChE familyasiyla korunmus
aminoasitlere ve Ozelliklere sahip oldugu saptanmistir ancak aminoasit sekansi
acisindan %35 benzerlik gostermistir. Ace 1 geni %95 benzerlikle Schizaphis
graminum’un AChE genine olduk¢a fazla homoloji gosterirken Ace 2 geni %92
oraninda M. persicae ile benzerlik gostermistir. Filogenetik analiz sonucunda A.
gossypii’nin 2 farkli Ace geninin evrimsel olarak farkli olduklar1 bulunmustur. PHYLIP
programiyla elde edilen filogenetik aga¢ A. gossypii’ye ait AChE 2 geninin AChE 1’in
daha asetilkolinesteraz yapisin1 ana kalip olarak cizilen yapilarin homoloji modelleri A.
gossypii’ye ait 2 AChE’nin farkli i¢ boyutlu yapilarinin olabilecegini gostermistir. Ayni
calismada Ace 1’in 5° ucunun kenarindan kesimlenmesi dort aminoasit fragmaninin

varlig1 ile iki protein degisikligiyle sonuclandigi bildirilmistir.

10



Javed vd. (2003) tarafindan Hemiptera takimina ait 4 farkli bocek tiiriiniin (M. persicae,
A. gossypii, Bemisia tabaci ve Trialourodes vaporariorum) asetilkolinesteraz kodlayan
gen sekanslar1t ¢ikarilmistir. Bu  tiirlerin - her birinin  insektisitlere  direncli
popiilasyonlarinda asetilkolinesteraz hassasiyeti goriilmesine ragmen direngli boceklerin
gen sekanslarinda hicbir mutasyona rastlanmamigtir. Bu nedenle Hemiptera tiirlerinde
ikinci bir alternatif genin karakterize edilmesi gerektigi ve ayni gende insektisitlere
hassasiyetle iliskisi olan mutasyonlarinda beraberinde saptanmasi gerektigi sonucuna

varilmigtir.

Soderlund ve Knipple (2003), “knockdown direncin” bocek ve diger artropodlara karsi
difeniletan (DDT gibi) ve piretroidlere karsi sinir sisteminin duyarlilifinin azalmasi
durumunu tanimladigimi ve ilk olarak 1950’lerde karasineklerde (Musca domestica)

tespit edildigini belirtmislerdir.

Andrews vd. (2004) Aphis gossypii Glover’nin Ace 1 geninde iki mutasyon saptamistir.
Saptanan bu mutasyonlarin organofosfatli ve karbamatli insektisitlere karsi
asetilkolinesteraz hassasiyetiyle iliskili oldugu belirtilmistir. S431F olarak saptanan ilk
mutasyon A. gossypii klonlarinda karbamath insektisitlere hassasiyetle iligkili oldugu
belirtilmistir. Ikinci olarak saptanan A302S mutasyonunun organofosfatlilar ve
karbamatlilara genel bir hassasiyetle iliskili oldugu bulunmustur. S431F mutasyonu
daha onceden M. persicae’de bulunmustur. Bu ¢alismada RFLP metodu kullanilarak 45

adet M. persicae ve ii¢ adet A. gossypii klonlar1 diren¢ bakimindan taranmustir.

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

oynayabilecegi O6ne stiriillmiistiir.
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Anstead vd. (2005), piretroidli insektisitlere direngli seftali yaprak biti Myzus persicae
(Sulzer) (Hemiptera: Aphididae)’de para-tip sodyum kanalinda goriilen kdr (L1014F)
ve siiper-kdr (M918T) mutasyonlarinin farkli popiilasyonlarda birbirinden bagimsiz bir
sekilde meydana gelen mutasyonlarla m1 veya bir popiilasyonda ortaya ¢ikip daha sonra
goclerle mi yayildigim1 arastirmiglardir. Bu mutasyon bdlgelerine komsu DNA
parcalarinin sekanslar1 elde etmis ve bu DNA’larin olduk¢a korunmus oldugunu
gbzlemlemislerdir. Elde ettikleri sonuglarin (direncin Diinya ¢apinda ¢ok kisa siirede
gelistigi de dikkate alindiginda) kdr ve siiper-kdr 6zelliklerinin birbirinden bagimsiz bir
sekilde bir ¢ok popiilasyonda ortaya ¢iktigin1 6ne siiren goriise daha yakin oldugunu

bildirmislerdir.

Cassanelli vd. (2005)’a gore M. persicae’de diinyada yaygin olarak insektisit kullanimi
sonucu olusan yiiksek seleksiyon baskisindan dolayr bir takim insektisit direng
mekanizmalar gelismistir. Cografi dagilima ait bilgiler ve bu direngli fenotiplerin gegici
olarak evrimi zararlilarla uygun miicadele programlarinin gelistirilmesine yardime1 olur.
Mevcut olan direng mekanizmalarini molekiiler diizeyde anlamak knockdown direnci ve
modifiye edilmis asetilkolinesteraz direncinin varligin1 tahmin etmeyi miimkiin kilar.
Bu c¢aligmada ise PCR RFLP teknigi kullanilarak afitlerin hem bireysel hem de

popiilasyon diizeyindeki her iki diren¢ mekanizmalari tanimlanmaya c¢alisilmstir.

Criniti vd. (2008), 59 Italyan M. persicae popiilasyonunda insektisitlere karsi goriilen
direncin temellerini molekiiler ve biyokimyasal yontemler kullanarak incelemislerdir.
Piretroidlere direngle iliskili olan kdr genotiplerinin incelenen popiilasyonlarin
%357,7’sinde  bulundugunu saptamiglardir. Bunlara ilaveten kdr’a sahip olan
popiilasyonlarin %26,5’inde super-kdr ile iliskili olan M918T mutasyonunu tespit
etmiglerdir. Modifiye asetilkolinesteraza (MACE) sahip popiilasyonlarin c¢ok
olmamasina (%27,1) karsin Italya’da her yerde bulunduklarmi belirtmektedirler.

Eleftherianos vd. (2008) tarafindan yapilan arastirmada, boceklerde sodyum kanali gen

dizilisinin belirlenmesindeki son gelismeler sonucunda, kanal proteininde piretroidli
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insektisitlere hedef alan direnci ile iliskili olan birka¢ nokta mutasyonu belirlenmistir.
Myzus persicae’de sodyum kanalinin domain II bolgesinin (IIS6) altinci segmentinin
ortasinda belirlenen bu mutasyonun [L1014F (leucin-phenylalanine)] piretroidlilere

dirence neden olan ana mekanizma oldugu diisiiniilmektedir.

13



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismanin ana materyalini TUBITAK tarafindan desteklenen proje kapsaminda farkli
bolgelerden toplanmis olan M. persicae’nin tarla ve sera popiilasyonlar1 olusturmaktadir
(Sekil 3.1 - 3.2). Toplanan popiilasyonlarda farkli cografi bolge, farkli iiriin
kombinasyonlar1 secilmeye ¢alisilmistir. Bu popiilasyonlarin yani sira standart hassas ve
farkll ilag gruplarina kars1 fakli mekanizmalarla direngli olarak saptanmis olan standart
direngli popiilasyonlar da kullanilmistir. Bécek popiilasyonlarinin yetistirilmesi amaciyla

serada patlican (Solanum melongena) ve findik turbu (Raphanus sativus) yetistirilmistir.

Ayrica caligmada ependorf tiipler, 1,5ml lik ependorf tiiplere uyumlu bocek
homojenizasyon ¢ubuklari, thermocycler (Biorad), su banyosu, yatay elektroforez sistemi,
samur firca, mikropipetler (Gilson), hassas terazi, agaroz (Applichem), degisik cam, metal
ve plastik laboratuar malzemeleri, vorteks, santrifiij cihazi, +4 °C buzdolabi, -40 °C

dondurucu, yiikleme boyasi, marker (Fermentas) kullanilmistir.
3.1.1 Myzus persicae popiilasyonlari ve orijini
1050176 nolu TUBITAK projesi icerisinde 2006-2008 yillar1 arasinda toplanarak Ankara

Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii’'nde kiiltiire alinmis olan popiilasyonlara ait bilgiler

Cizelge 3.1°de listelenmektedir.
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Cizelge 3.1 Myzus persicae popiilasyonlarinin 6zellikleri

Popiilasyon il Konukcu Bitki Tarla/Sera Toplanma Yili
Beypazari Ankara biber tarla 2006
Cavundur-1 Ankara patlican tarla 2006
Cavundur-2 Ankara biber sera 2006
*Yildiz Ankara biber acik alan 2008
Baglik Antalya biber sera 2006
Beykonak Antalya biber sera 2006
Haciveliler-1 Antalya patlican tarla 2006
Haciveliler-2 Antalya biber sera 2006
Karstyaka Antalya biber sera 2006
Saricasu Antalya patlican sera 2006
*Demre Antalya turp sera 2008
Aydincik Mersin patlican Sera 2008
Karakesli Mersin turp Tarla 2008

(*TUBITAK projesi kapsaminda incelenmemistir.)

Tiim denemelerde, Rothamsted Arastirma Enstitiisii (Ingiltere)’nden getirtilen Myzus

persicae’nin standart popiilasyonlar: (Cizelge 3.2) karsilastirma amaciyla kullanilmistir.

Sekil 3.1 Popiilasyonlarin toplandig1 Antalya ¢evresinden bir sera
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Sekil 3.2 Tarla popiilasyonlarinin arastiriimasi

Cizelge 3.2 Standart olarak kullanilan Myzus persicae popiilasyonlarina ait bilgiler

Popiilasyon Orijini Toplanma Yih Ozelligi
4106 A Ingiltere 2000 Hassas standart
Cok direncli (R3) ve
794])z Ingiltere 1982 E4 tipi
karboksilesteraz
Cok direngli (R3) ve
800F Italya 1978 FE4 tipi
karboksilesteraz
Cok direncli (R3),
FEA4 tipi
Giiney '
926B 1990 karboksilesteraz ve
Avrupa
AChE’1 primicarba
duyarsiz
3979A Ingiltere 2000 AChE’1 duyarsiz
Cok direngli (R3) ve
4013A Yunanistan 2000
AChE’1 duyarsiz
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4, YONTEM

4.1 Myzus persicae Popiilasyonlarinin Yetistirilmesi

Hem vyurtdisindan hem de Ankara Zirai Arastirma Enstitiisi’nden Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii'ne getirtilen popiilasyonlar
2542°C sicaklik, %50-60 nem ve 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik kogullara sahip
bocek yetistirme odalarinda kiiltiire alinmiglardir. Her popiilasyon 40x75x29 cm
oOlgiilerinde farkli pleksiglas kabinler (Sekil 4.1) ve 5x8x2 cm boyutlarindaki farkl
yaprak kafes kutularinda kiiltiire alimmustir. Kiiltiirlerde kullanilmak {izere serada

patlican (Solanum melongena) ve findik turbu (Raphanus sativus) yetistirilmistir.

Sekil 4.1 Myzus persicae popiilasyonlarinin yetistirildigi bocek yetistirme kafesleri
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4.2 Hedef Genlere Ait Mutasyonlarin Saptanmasi

M. persicae popiilasyonlarinda MACE ve kdr tipi direng mekanizmalarinin
molekiiler diizeyde taramalarinin yapilabilmesi i¢in oncelikle farkli populasyonlara
ait bireylerden genomik DNA (gDNA) eckstrakte edilmistir. M. persicae sodyum
kanali geninin II. domaininin altinc1 segmentinde tespit edilen mutasyon sonucu
leucin  aminoasidinin, phenylalanine  aminoasidine (L1014F) donistigi
(Eleftherianos vd. 2008) ve bu mutasyonun DDT ve sentetik piretroitli insektisitlere
kars1 gelistirilen direngle (kdr) iliskili olduguna bilinmektedir. Yine M. persicae’de
organik fosforlulara ve karbamatlilara karsi gelistirilen MACE direng
mekanizmasinda ise AChE-2 genindeki (S431F) nokta mutasyonu sonucu serine
aminoasidinin, phenylalanine aminoasidine doniistiigli Nabeshima vd. (2003)
tarafindan bildirilmistir. Bu bolgelere gore dizayn edilmis primerler kullanilarak
genomik DNA, PCR yoluyla ¢ogaltilmistir. Ardindan elde edilen DNA fragmanlari
mutasyon bolgesini kesimleyen restriksiyon enzimleriyle kesimlenerek AChE-2 ve
sodyum kanali genindeki mutasyonlar incelenmis, standart hassas ve direngli olan

popiilasyonlarin bant profilleri ile kiyaslanmistir.

4.2.1 Genomik DNA (gDNA) izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in Lefort vd. nin (1998) bitkilerden gDNA izolasyonu
icin Onerdigi yontem boceklere uyarlanmistir. Enzimatik, kimyasal ve fiziksel
yontemler prosediire uygun olarak takip edilmistir. Her M. persicae
popiilasyonundan yaklasik 30’ar adet canli, kanatsiz ergin 1,5 ml’lik ependorf tiiplere
konulmustur. Uzerlerine 100 pl DNA ekstraksiyon soliisyonu eklenmistir (4ml 1M
Tris pH 8.0, 4ml IM EDTA pH 8.0, 20ml 4M LiCl, 2gr CTAB, 4gr PVPP, 1ml
TWEEN 20 eklenip son konsantrasyon 100ml’ye tamamlanir). Bocek
homojenizasyon ¢ubuklar1 yardimiyla 6rnekler ezilmis ve 2 ml’lik ependorf tiiplere
alman orneklerin lizerine 900 pl daha DNA ekstraksiyon soliisyonu eklenmistir.
Ornekler 65 °C’de 15 dk su banyosunda ara sira ¢alkalayarak bekletilmis ve oda
kosullarinda sogutulmustur. Her 6rnegin iizerine 0,7 ml kloroform/isoamyl alkol

(24:1) eklenerek 20-25 defa sallanmistir ve arkasindan 30 dakika buz iizerinde
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bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler 15 dakika 14000 rpm hizda santriflij edilmistir.
Yaklagik 0,7 ml olan {ist siv1 (silipernatant), yeni 1,5 ml’lik ependorf tiiplere
aktarilmigtir. Uzerlerine 0.8 ml isopropanol eklenmis ve 12 saat -20 °C’de
bekletildikten sonra 5 dakika 14000 rpm hizda santrifiij edilmislerdir. Ust sivi
tiiplerden uzaklastirilip altta kalan DNA pelleti iizerine 1 ml (%70) ethanol eklenmis
ve 2 dakika 14000 rpm hizda santrifiij edilmistir. Daha sonra pelletin {izerindeki sivi
uzaklastirilarak hava yoluyla kurumasi saglanmistir. Pellet kuruduktan sonra 30 pl su
eklenmis ve DNA pelletin su igerisinde ¢oziinmesi saglanmistir. Her popiilasyon i¢in

elde edilen DNA’nin miktart nanodropta 6l¢iilmiistiir.

4.2.2 Genomik DNA’nin PCR (Polymerase Chain Reaction) Yontemiyle Cogaltilmasi

Elde edilen gDNA asetilkolinesteraz genine ve sodyum kanal1 genine spesifik primerler ile
cogaltilmistir. Bunun i¢in daha dnce ayni tiirde yapilmis olan hedef bolgelere ait primer

dizilerinden yararlanilmistir (Cassanelli vd. 2005).

Oligoniikleotid primer dizileri (Cassanelli vd. 2005);
AChE-F2 GAG CCA GAA TAC ACA GAG AAG CG
AChE-R3 CGA GAC ACCACCACGTITTCCTC
kdr-F1 TCG TGG CCC ACA CTG AAT CT
kdr-R4 GTT CAT GTA AGA TAC ATG AAT TC

PCR reaksiyonu i¢in uygun pH ve iyon kosularint saglayan karisim 0,2 ml’lik ependorf
tiiplerine hazirlanarak thermocycler’a yerlestirilmistir.

10 pl 10xPCR Buffer

5 ul 25 mM MgCl,

1 ul 10 mM dNTP Mix

1 ul 10 mM Geri Primer

1 pl 10 mM Ileri Primer

0,5 ul Taqg DNA polymerase (5 U/ul)

1 ul gDNA

30,5 ul distile su
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Primerler i¢in uygun PCR kosullar1 deneylerle optimize edilerek en uygun sicaklik ve

dongii sayis1 saptanmistir:

AChE igin;

Baslangi¢ denatiirasyonu
Denattirasyon
Baglanma

Uzatma

35 dongii siirdiirtilmiistiir.

Son uzatma

kdr i¢in;

Baslangi¢ denatiirasyonu
Denatiirasyon
Baglanma

Uzatma

25 dongii stirdiirtilmiistiir.

Son uzatma

94 °C’de 3 dakika
94 °C’de 1 dakika
60 °C’de 1 dakika
72 °C’de 2 dakika

72 °C’de 10 dakika

94 °C’de 3 dakika
94 °C’de 30 saniye
60 °C’de 30 saniye
72 °C’de 1 dakika

72 °C’de 7 dakika

4.2.3 PCR iiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi

Elde edilen PCR iiriinleri %1,2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. Kosturma
ve agaroz hazirlama tamponu olarak 1xTBE tampon ¢ozeltisi kullanilmistir (1 1t 10xTBE
Tampon i¢in 108 gr Tris-base, 55 gr Borik asit ve 40 ml 0,5 M EDTA son hacim suyla
11t’ye tamamlanarak magnetik karigtirict yardimiyla ¢oziilmiistiir). %1,2°1ik agaroz jel
hazirlamak icin erlenmayer icinde 1,8 gr agaroz ve 150 ml 1xTBE tampon ¢ozelti
mikrodalgada 1sitilarak ¢oziilmistiir. Kisa bir slire sogutulduktan sonra 6,5 pl Etidium
Bromide eklenmistir. Daha sonra yatay elektroforez tankina uygun boyutlarda tarak
yerlestirilmis ve hazirlanan agaroz dokiilmiistiir. Yaklasik 1 saat sonunda polimerize olan
jel, ici 1xTBE tamponuyla doldurulmus tanka yerlestirilmis ve tarak ¢ikarilmustir. Ilk
kuyucuga marker (100 bp DNA ladder, Fermentas) yiiklenmistir. Diger kuyucuklara PCR
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tirtinleri 5’er ul olarak yiliklenmis ve 100 V’da yaklasik 1 saat kosturulmuslardir. Daha

sonra PCR bantlar transilluminatdr yardimiyla goriintiilenmistir.

4.2.4 PCR RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemiyle
mutasyonlarin saptanmasi

Gerek asetilkolinesteraz geni gerekse sodyum kanali genindeki mutasyonlar PCR-RFLP
yontemi ile taranmistir. Bu amag i¢in PCR f{iriinleri, bilinen niikleotid dizilerini taniyan

restriksiyon (kesme) enzimleri ile kesimlenmis ve jelde goriintiilenmistir.

AChE-2 geninde saptanan S431F mutasyonu Sspl (New England Biolabs) restriksiyon
enzimi ve sodyum kanali geninde saptanan L1014F mutasyonu ise BSssl (New England
Biolabs) restriksiyon enzimi kullanilarak tanimlanmistir (Cassanelli vd. 2005).

Reaksiyonlar hazirlanip uygun sicaklikta thermocycler’da bekletilmistir.

AChE-2 i¢in restriksiyon reaksiyonu:
7,5ul H,O

S5ul PCR iirtint

2ul buffer

0,5ul Sspl

37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir.

kdr icin restriksiyon reaksiyonu:
7,5ul H,O

5pl PCR iiriinii

2ul buffer

0,5ul BssSI

37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir.
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ISspI 2 BSssl 2
= ™ = = &
: | : §F
b b =
P 4 = =3 = P 4 :E a x
1269 | — | — 578 | = | —
834 - — —
(780+54)
— — — 353 — —_— —_—
780 (194+159)
435 | -— 225 | =
194 | =—
159 | —
54 —
a b.

Sekil 4.2 PCR RFLP stratejisi
a. AChE-2 geni PCR kesim haritas1 (Sspl ile), b. sodyum kanali geni PCR kesim haritas1 (BSssI ile)

Mutasyonlar sonucu olusan niikleotit degisimleriyle kesme enziminin kesme bdlgesinin
yok olmasi ya da yeniden olusmasi s6z konusudur. Bu sebeple PCR iirlinii enzimle
kesildiginde farkli uzunlukta olusan fragmanlar yatay agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edilmistir. Kontrol olarak ilk kuyucuga marker (100 bp DNA ladder, Fermentas)
yiiklenmistir. Analiz sonucu elde edilmesi beklenilen bant profilleri Sekil 4.2’de
verilmistir. Verilen haritaya gore (Sekil 4.2.a) AChE-2 genine ait 1269 bazgiftlik (bp) PCR
iriinii, Sspl enzimi ile reaksiyona alindiginda; hassas popiilasyonlarda iki yerden
kesimlenerek 780 bp, 435 bp ve 54 bp olmak flizere iic banta ayrilacaktir. Direncli
popiilasyonlarda ise tek kesim bolgesi beklenmektedir. Yani 435 bp bantla beraber 780 bp
ve 54 bp bantlarin birlesmesiyle 834 bp’de de bir bant elde edilecektir. Hem direngli
bireylere hem de hassas bireylere sahip olan heterojen popiilasyonlarda ise hassas ve
direngli bant profillerinin aym1 anda gdzlenmesi beklenmektedir. Sekil 4.2.b’de 578 bp
sodyum kanali genine ait PCR bant profilinin BSssl enzimi ile 6ngoriilen kesim profili
verilmigtir. Hassas popiilasyonlarda iki kesim bolgesi sonucu olusan 225 bp, 194 bp ve 159
bp bantlar beklenirken direncli popiilasyonlarda enzimin tek yerden kesmesi sonucu olusan
353 bp (194 bp + 159 bp) ve 225 bp bantlar1 gozlemlemek hedeflenmektedir. Yine
heterojen popiilasyonlarda hem direncli hem de hassas popiilasyonlara ait bant profilleri

birlikte bulunacaktir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Bu yiiksek lisans tez ¢alismas1 Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi (A.U.Z.F.) Bitki
Koruma Béliimii’nde ve Ankara Universitesi (A.U.) Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez
Laboratuari’nda gergeklestirilmistir. Onemli iiriin kayiplarina neden olan polifag zararl
M. persicae’nin degisik bolgelerden toplanan popiilasyonlarinin DDT, piretroidli,
karbamatli ve organikfosforlu insektisitlere karsi goriilen knockdown direng ve
modifiye asetilkolinesteraz  diren¢ mekanizmalarinin PCR-RFLP  yoOntemiyle
karakterizasyonu yapilmis ve standart popiilasyonlarin direng profilleri de ayni
yontemle dogrulanmustir. Bulgular, ayn1 popiilasyonlarin 1050176 nolu TUBITAK
projesi kapsaminda ortaya konan bioassay ve biyokimyasal analiz sonuglariyla da

karsilastirilmistir.

5.1 AChE-2 Geninin PCR Bant Profili

AChE-2 geni uygun primerlerle PCR yontemiyle ¢ogaltildiktan sonra PCR f{irlinlerinden
S5’er pl %1,2 lik yatay agaroz jel elektroforezinde 100V da yaklasik olarak 1 saat
kosturulmustur. Elde edilen bant profilleri jelin ilk kuyucugunda bulunan markerla
karsilastirilmis ve her popiilasyon icin 1269 bazgiftlik bant elde edildigi dogrulanmistir
(Sekil 5.1).

Marker Marker
K1) DD

F
.
-

1269 bp -— — e ——— S —— -‘_“'—.b—--‘_—-——

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 .19

Sekil 5.1 PCR iiriinlerinin transilluminatérde goriiniimii

(1)Baglik (2)Beypazan (3)Beykonak (4)Cav 1 (5)HV 1 (6)HV 2 (7)Cav 2 (8)Karsiyaka (9)Saricasu
(10)Aydincik (11)Karakesli (12)Demre (13)Y1ldiz (14)3979A (15)794Jz (16)4013A (17)926B (18)4106A
(19)800F
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5.2 AChE-2 Geninin Sspl ile Kesim Profili

AChE-2 geni PCR yontemiyle ¢ogaltildiktan ve agaroz jelde goriintiilendikten sonra PCR
tiriinlerinin 5 pl’si ile kesim reaksiyonlari hazirlanmistir. Sspl enzimi ile ii¢ saat
inkiibasyonun ardindan kesim reaksiyonu yatay agaroz jel elektroforez sisteminde %3’liik
agaroz jelle kontrol edilmistir. Restriksiyon reaksiyonlarinin tamami 10 pl ylikleme boyasi
(Blue/Orange Loading Dye 6x, Promega) ile birlikte kuyucuklara yiliklenmistir. 120 V’da 3

saat kosturulan iirlinler translimiinatorde goriintiilenmis.

Elde edilen bant profilleri jelin ilk kuyucuguna yiiklenen markerla karsilagtiriimistir.
Sonuglar Sekil 4.2°deki haritayla karsilastirilarak incelendiginde Beypazari, Cavundur
1, Cavundur 2 ve Karakesli popiilasyonlari hassas profil gosterirken Baglik, Beykonak,
Haciveliler 1, Haciveliler 2, Karsiyaka, Saricasu, Aydincik, Demre ve Yildiz

popiilasyonlarinin heterojen olduklar1 gézlemlenmistir (Sekil 5.2) .

maker

83dbp ™

8bp ™ -
780bp

Honp ™=

1356 ™
ushp = '

S0P
T T

% 8 ¥ 3
§ Lo T 0
£ g ¢ c x & N ¢ ¢ ¢ N
: -mE.Emwnm':l-L
o £ 39 0 =595 8§38
= -
€ ¥ 0 » o % % 0 N O
a b.

Sekil 5.2 Sspl ile Kesim Profilinin transilluminatérde goriiniimii
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5.3 Sodyum Kanali Geninin PCR Bant Profili

Sodyum kanali geni uygun primerlerle PCR yontemiyle ¢ogaltilmistir. Daha sonra PCR
tiriinlerinden 5’er pl, yatay agaroz jel (%1,2 lik) elektroforezinde olarak 100V da
yaklagik olarak 1 saat kosturulmustur. Elde edilen bant profilleri jelin ilk kuyucugunda
bulunan markerla karsilastirilmis ve her popiilasyon icin 578 bazgiftlik bant elde

edildigi Sekil 5.3°de gosterildigi lizere dogrulanmustir.

marker

Sekil 5.3 PCR f{iriinlerinin transilluminatérde goriiniimii

(1)Baglik (2)Beypazar1 (3)Beykonak (4)Cav 1 (5)HV 1 (6)HV 2 (7)Cav 2 (8)Karsiyaka (9)Saricasu
(10)Aydincik (11)Karakesli (12)Demre (13)Yildiz (14)3979A (15)794)Jz (16)4013A (17)926B
(18)4106A (19)800F
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5.4 Sodyum Kanah Geninin BSsslI ile Kesim Profili

Sodyum kanal1 geni PCR yontemiyle ¢ogaltildiktan ve agaroz jelde goriintiilendikten
sonra PCR tiirlinlerinin 5 pl’si ile kesim reaksiyonlart hazirlanmistir. BSssl enzimi ile {i¢
saat inklibasyonun ardindan %3’liik agaroz jele kesim reaksiyonun hepsi 10 pl boya ile
birlikte yiiklenmis ve 120V’da yaklasik olarak 3 saat kosturulmustur. Elde edilen bant
profilleri jelin ilk kuyucuguna yiiklenen markerla karsilastirilmistir. Sonuglar Sekil
4.2°deki haritayla karsilagtirilarak incelendiginde Aydincik ve Demre popiilasyonlari
hassas profil gosterirlerken Baglik, Beypazari, Beykonak, Cavundur-1, Haciveliler 1,
Haciveliler 2, Karsiyaka ve Saricasu popiilasyonlar1 heterojen olarak gozlemlenmistir.
Karakesli ve Yildiz popiilasyonlar ise direngli bant profili gostermislerdir. Cavundur-2
popiilasyonu ise heterojen profile daha yakin olmakla beraber daha farkli bir bant
dizilimi gostermektedir. Uygulama hatasini en aza indirmek igin tekrarlanan

denemelerde hep ayni profil saptanmistir (Sekil 5.4).

marker marker

578bp ™ | 578 bp mm

353pp = | 33bpam |
225bp m 225bp mm
194bp = g
159bp ™ , 1590y ™=
§ I f : i i' g
| 3 : B E & 8 g
zg;ﬁ;;ﬁ?; IREREREER
a b.

Sekil 5.4 BSssl ile Kesim Profilinin transilluminatorde goriiniimii
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6. TARTISMA VE SONUC

Elde edilen tiim bulgular degerlendirildiginde ¢alisma igerisinde kullanilan M. persicae
popiilasyonlarinin modifiye asetilkolinesteraz veya kdr direng tipinden en az birini
kullanarak, karbamatli, organik fosforlu ve/veya piretroidli ilaglara karsi

duyarsizlastiklar1 belirlenmistir (Cizelge 6.1).

Cizelge 6.1 Myzus persicae popiilasyonlarmin direng mekanizmalari ve profilleri

Ankara Popiilasyonlar Antalya Popiilasyonlari
Popiilasyon | MACE | kdr Mersin Popiilasyonlar:
Popiilasyon | MACE | kdr
Beypazari 88 RS Popiilasyon | MACE | kdr
Cavundur-1 SS RS Baglik RS RS Aydmncik RS SS
Cavundur-2 | S8 Beykonak RS RS Karakesli SS RR
Yildiz RS RR
Haciveliler-1 | RS RS
Haciveliler-2 | RS RS
Karsiyaka RS RS
Saricasu RS RS
Demre RS SS

(SS: Homojen hassas popiilasyon; RR: Homojen direngli popiilasyon; RS: Heterojen popiilasyon)

Calismanin verilerinin daha kapsamli degerlendirilmesi i¢in 1050176 nolu TUBITAK
projesi kapsaminda ayni popiilasyonlar i¢in bioassay ve biyokimyasal yontemlerle
saptanan sonuglar Cizelge 6.2 ve Sekil 6.1°de 6zetlenmistir. Proje sonu¢ raporunda
popiilasyonlarin diger bir detoksifikasyon enzimi olan glutathion-S-transferaz (GST)
aktivitelerine de yer verilmistir. Ancak elde edilen sonuclara gore GST aktivitesi ile

direng arasinda herhangi bir iliski saptanamamastir.
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Cizelge 6.2 Bioassayler sonucu belirlenen en yiiksek diren¢ oranlarina sahip Myzus

persicae popiilasyonlar: (TUBITAK projesi)

Popiilasyon (Karbamatlr) Popiilasyon (Piretroidli) Popiilasyon (Or.Fosforlu)
Direng Orani Direng Orani Direng Orani

Saricasu >1750 Aydimncik 138,88 Karsiyaka 61,07

Karsiyaka >1750 Karakesli 132,28 HV-2 54,75

HV-2 >1750 Saricasu 121,96 Saricasu 49,11

HV-1 >1750 Beykonak 42,25

Beykonak >1750 Baglik 41,51

Baglik >1750 Aydincik 28,81

Aydincik 1320,74 HV-1 28,76

TUBITAK projesi kapsaminda yapilan bioassaylerde bdcegin toplandigi bolgelerde

daha sik tercih edilen insektisitler goéz Oniinde bulundurularak karbamatli ilag

grubundan primicarb, organik fosforlulardan diazinon ve piretroidlilerden deltamethrin

kullanilmigtir. Ayrica kdr direng mekanizmasinin tespiti icin DDT’nin diagnostik

dozuyla popiilasyonlar denemeye alinmiglardir.

Karboksilesteraz aktivitesi
(LOGmO.D./dak.lyaprakbiti)
(%]

Aydincik
Baglk
Beykonak
Beypazari

Cavundur-1

Cavundur-2

=
I
2
©
>
o
@©
I

Popiilasyonlar

Sekil 6.1 Farkli Myzus persicae popiilasyonlarinin toplam karboksilesteraz aktiviteleri
(TUBITAK projesi)

Haciveliler-2

Karakesli
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Karsiyaka
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Tez kapsaminda incelenen Ankara popiilasyonlarindan Beypazari, Cavundur-1 ve
Cavundur-2’nin MACE mekanizmasi acisindan incelendiklerinde hassas popiilasyonlar
olduklari, kdr bakimindan ise diren¢ kazanmis bireylerle birlikte hassas bireylere de
sahip olan heterojen popiilasyonlar olduklar1 saptanmigtir. Cavundur-2 popiilasyonunda
kdr taramasi i¢in yapilan kesim reaksiyonu sonucu jelde gézlemlenen bantlar heterojen
profile yakin olmakla birlikte digerlerinden beklenen profil haritasindan farklilik
gostermigtir. TUBITAK projesi kapsaminda da incelenen bu ii¢ farkli Ankara
popiilasyonunda denenen insektisitlere karst dnemli diizeyde diren¢ durumunun soz
konusu olmadig1 diisiik LCsy degerleri ve diisiik karboksilesteraz aktiviteleriyle
goriilmektedir. Projede incelenmeyen diger Ankara popiilasyonu Yildiz ise MACE
mekanizmasi yoniinden heterojen profil gosterirken, kdr yoniinden direngli profile

sahiptir.

Insektisit kullaniminin yogun oldugu Antalya ilinden toplanan popiilasyonlarin hem
diren¢ oranlarinin oldukc¢a yiiksek hem de karboksilesteraz aktivitesinin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Molekiiler taramalar sonucu bulunan profillerde de MACE ve kdr direnci
yoniinden heterojen popiilasyonlar oldugu goriilmektedir. Ayrica bu popiilasyonlarin
PCR-RFLP sonucu incelenen kdr bant profillerinde diren¢ karakterinin saptandigi
bantlarin daha kalin ve net oldugu goézlemlenmistir. Bu sonug ise direncli bireylerin
popiilasyon i¢inde hassaslara oranla daha baskin oldugunu gostermektedir. Demre
popiilasyonu ise TUBITAK projesi kapsaminda degerlendirilmemekle beraber diger

Antalya popiilasyonlarindan farkli olarak kdr yoniinden hassas oldugu saptanmustir.

Mersin’den toplanan Aydincik popiilasyonunda molekiiler ¢alismalar sonucu kdr’a
bagli diren¢ mekanizmasi bulunmamasina ragmen bioassaylerde piretroidlere karsi
oldukca yiiksek diren¢ orani gostermistir. Piretroidlere karsi bu popiilasyonda goriilen
duyarsizlasmay1r  detoksifikasyon  enzimlerinden biri olan  karboksilesteraz
aktivitesindeki olduk¢a yliksek degeri gbz Oniline alarak agiklamak miimkiindiir.
Karakesli popiilasyonu ise kdr mekanizmasiyla diren¢ kazanmigs homojen bir
popiilasyon olarak saptanmustir. Field vd. (1997) tarafindan yapilan arastirmada
Ingiltere popiilasyonlarinda kdr mekanizmas ile karboksilesterazin E4 amplifikasyonu

arasinda yakindan iliski bulunmustur. TUBITAK projesi kapsaminda yapilan
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elektroforez galigsmalar1 sonucunda da kdr’a sahip olan Karakesli ve standart direngli
794)z popiilasyonunun karboksilesterazinin E4 tipinde oldugu belirlenmistir. Bu
anlamda proje kapsaminda degerlendirilmeyen ancak molekiiler ¢aligmalar sonucu kdr’a
sahip oldugu belirlenen Yildiz popiilasyonun da E4 izozime sahip olabilecegi
varsayilmaktadir. Yildiz popiilasyonunun bu tez kapsamindaki sonuglari, biyokimyasal
denemeler ve bioassaylerle de desteklendigi zaman standart olarak kullanilabilecek

potansiyel bir popiilasyon oldugu varsayilmaktadir.

Molekiiler olarak yapilan caligmalarin gerek bioaassay calismalarindan elde edilen
direng oranlariyla gerekse karboksilesteraz aktivitesiyle uyum i¢inde oldugu
goriilmektedir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglarla M. persicae popiilasyonlarinin

kdr ve MACE mekanizmasina bagli direng profilleri agikga belirlenmistir.

Stirdiiriilebilir tarim ve zararli miicadele stratejisi goézoniinde bulunduruldugunda
boceklerde insektisit direncinin gelismesini dnleyen tedbirlerin alinmasinin, insektisit
direncinin izlenmesinin ve bu metotlarin gelistirilmesinin 6nemi artmaktadir. Yogun
insektisit kullanim1 geri doniisii zor olan problemlere yol actig1 i¢in alternatif miicadele
yontemleri 6zendirilmeli ve entegre miicadele programlarina gereken 6nem verilmelidir.
Direng gelisiminde biyolojik, genetik ve islevsel faktorler rol oynamaktadir. Bunlardan
insan faaliyetleri etkisiyle olusan islevsel faktorlere insektisit kullanimi1 kaynakli direng
olusumu 6rnek verilebilir. Bu sebeple zararlinin ekolojisi, biyolojisi ve zarar yapma
esigi incelenerek gerektiginde insektisit uygulamasi yapilmalidir. Hatta ilaglamalarda
farkli etki mekanizmalarina sahip ilaglarla rotasyonlu uygulamalar denenmelidir.
Enzimlerin faaliyetini yavaglatan ya da engelleyen sinerjistlerden miicadelede
yararlanilmalidir. Fakat insektisit+sinerjist direnci de dikkate alinarak bilingli
uygulamalar yapilmali ve yeni sinerjistlerin bulunmasinda bu dezavantaj dikkate
almmalidir. Direncli populasyonlardaki degisikliklerin yakindan takip edilebilmesi ve
erken uyar1 yoluyla etkili ve kontrollii miicadele yapilabilmesi i¢in direng izleme
metotlarinin  gelistirilmesi onem arz etmektedir. Ayrica direncin izlenmesi, yeni
trlinlerin gelistirilmesi ve mevcut direng yonetim stratejilerinin degerlendirilmesi

konusunda da geri besleme olanagi sunmaktadir.
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