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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

İNSEKTİSİTLERE DİRENÇLİ Myzus persicae (Sulzer) (HEMIPTERA: APHIDIDAE) 

POPÜLASYONLARINDA ASETİLKOLİNESTERAZ GENİ VE SODYUM KANALI 

GENİNDE MEYDANA GELEN MUTASYONLARIN İNCELENMESİ 

 

Selcan ALPTEKİN 

Ankara Üniversitesi 
Fen Bilimleri Enstitüsü 

Bitki Koruma Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. M. Oktay GÜRKAN 

 
Yeşil şeftali yaprakbiti, Myzus persicae (Sulzer), Türkiye’de önemli bir zararlıdır. 
İnsektisitlerin yaygın olarak kullanımı, organofosforlular, karbamatlılar ve piretroidleri 
kapsayan pek çok kimyasal gruba karşı direnç gelişimine neden olmuştur. Organik 
fosforlular ve piretroidlere karşı oluşan direnç genellikle asetilkolinesteraz ve para tip 
sodyum kanalı proteininde oluşan mutasyonların bir sonucudur. Bu çalışmada 
Türkiye’nin üç farklı bölgesinden M. persicae populasyonları toplanarak insektisit 
direnç mekanizmalarının karakterizasyonu yapılmaya çalışılmıştır. Karboksilesteraz 
aktivitesi (E4 ya da FE4), insensitif asetilkolinesteraz ve insensitif sodyum kanalını 
(knockdown direnci, kdr) kapsayan direnç mekanizmalarının varlığını saptamak 
amacıyla biyokimyasal analizler, DNA temelli tanımlama teknikleri ve biyoassayler 
kullanılmıştır. Moleküler çalışmalar restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi (PCR-
RFLP) analizini kullanarak MACE (modifiye asetilkolinesteraz) ve kdr fenotipleriyle 
ilişkili nokta mutasyonlarının saptanmasını kapsamaktadır. Elde edilen veriler 
değerlendirildiğinde M. persicae popoülasyonlarının MACE ve kdr direnç tipinden en 
az birini kullanarak karbamatlı, organik fosforlu ve/veya piretroidli ilaçlara karşı 
duyarsızlaştıkları belirlenmiştir. Ankara popülasyonlarında önemli düzeyde direnç 
durumu saptanmazken Antalya ve Mersin çevresinden toplanan popülasyonlarda hem 
karboksilesteraz aktiviteleri ve bioassay sonuçları hem de moleküler çalışmalar birlikte 
değerlendirildiğinde oldukça yüksek direnç oranlarına sahip oldukları saptanmıştır. 
 
 
 
Ekim 2009, 38 sayfa 
 
Anahtar Kelimeler: Myzus persicae, MACE, kdr, insektisit direnci, PCR-RFLP 
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ABSTRACT 

 

Master of Thesis 

 

INVESTIGATION OF MUTATIONS IN ACETYLCHOLINESTERASE AND 

SODIUM CHANNEL GENES OF RESISTANT POPULATIONS OF Myzus persicae 

(SULZER) (HEMIPTERA: APHIDIDAE) 

 

Selcan ALPTEKIN 

 

Ankara University  

Graduate School of Natural and Applied Sciences  

Department of Plant Protection 

 

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. 
 
 
October 2009, 38 pages. 
 
Key Words: Myzus persicae, MACE, kdr, insecticide resistance, PCR-RFLP 
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1. GİRİŞ 

 

Yeşil şeftali yaprakbiti olarak da bilinen Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: 

Aphididae) tüm dünyada ve ülkemizde sebze, tütün, meyve ve süs bitkilerinde önemli 

ürün kaybına neden olan bir zararlıdır. Genellikle yeşil, sarı ve pembe renklerde 1-2 mm 

boyunda olan yumuşak vücutlu bu böcekler bitki özsuyunu sokup emerek zarar yapar ve 

beslenmeleri sırasında tatlı-yapışkan bir madde salgılarlar, bu salgıya saprofit 

mantarların yapışması sonucu fumajine neden olurlar. Ayrıca bitkilerde zararlı pek çok 

virüsün de vektörüdürler. 

 

Birçok ülkede tarım alanlarında ana zararlılara karşı farklı etki mekanizmalarına sahip 

insektisitlerin yoğun kullanımları görülmektedir. Özellikle seralarda parthenogenetik 

olarak çoğalan M. persicae’de bu yoğun baskı ve seleksiyon sonucunda birçok direnç 

mekanizmasının geliştiği gözlemlenmiştir. İnsektisite karşı görülen bu duyarsızlığın 

ortadan kaldırılması için genellikle daha sık ve yüksek dozlarda ilaçlama yoluna 

gidilmektedir. Fakat bu durum maliyeti arttırmakla birlikte sürekli tüketilen sebzelerde 

Maksimum Kalıntı Limitleri (MRL) üzerinde kalıntı oluşmasına neden olmaktadır. Bu 

da herşeyden önce insan sağlığını tehdit eden bir unsur olarak karşımıza çıkmaktadır. 

Kalıntı nedeniyle ürünün ihracaatının zorlaşması, çevre kirliliği ve parazitoid-

predatörlerin etkilenmesi gibi pek çok sorun da ortaya çıkmaktadır. Aynı seleksiyon 

baskısının sürekli olması dirençli bireylerin popülasyon içerisindeki hakimiyetlerinin de 

kolaylıkla artmasına olanak sağlamaktadır. 

 

İnsektisit direnç yönetimi ve stratejilerinin yaygınlaştırılmasını ve geliştirilmesini 

amaçlayan IRAC (İnsektisit Direnç Komitesi), insektisit direncini “bir zararlıya karşı 

etiket ve prospektüs yönergeleri doğrultusunda kullanılan bitki koruma ürününün, 

uygulama sonrasında ortaya çıkan ve tekrar eden başarısızlık durumu ve bu yolla zararlı 

popülasyonu hassasiyeti üzerindeki nesilden nesile aktarılan değişim” olarak 

tanımlamaktadır. EPPO (Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Organizasyonu) ise “tarla 

koşullarında doğal olarak ortaya çıkan, normal koşullarda etkili olan bitki koruma ürünü 

uygulamasında, hedef popülasyon içindeki bireylerin yaşamlarını sürdürme 

yeteneklerindeki kalıtımsal değişim” şeklinde direnci açıklamaktadır. Araştırmacılar 
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tarafından en çok kabul gören insektisit direnç tanımı ise WHO (Dünya Sağlık Örgütü) 

tarafından 1957 yılında “bir türün normal bir popülasyonundaki bireylerin çoğunu 

öldürdüğü kanıtlanan bir böcek ilacı dozunu, aynı böceğin diğer bir popülasyonunun 

tolere etme yeteneğinin gelişmesi” olarak açıklanmıştır.  

 

Melander’in 1908 yılında San Jose kabuklu bitinde kükürt-kireç karşımına karşı oluşan 

duyarsızlaşmayı gözlemlemesi, insektisitlere karşı dirençle ilgili ilk kayıttır. 1940-1950 

yılları arasında hızlı öldürücü etkisi, kullanımının kolay, üretiminin ucuz ve basit olması 

nedeniyle sık kullanılmaya başlanan DDT’nin ortaya çıkışından kısa bir süre sonra 

zararlılarda insektisit direnç oranı belirgin bir şekilde artmıştır. DDT’den sonra yaygın 

ve sık kullanılan organik fosforlu, karbamatlı ve piretroidli insektisitlere karşı da kısa 

süre sonra böceklerde duyarsızlaşma tespit edilmiştir. Bugün 500’den fazla böcek 

türünün insektisitlere karşı dayanıklılık gösterdiği bilinmektedir.  

 

DDT, klorlandırılmış hidrokarbonlar grubunun bir üyesidir. İlk defa 1874 yılında 

sentezlenmiştir. Ancak insektisit özelliği 1939 yılında İsviçreli kimyager Dr. Paul 

Müller tarafından keşfedilmiştir. Mide ve temas yoluyla etkili olan bu geniş spektrumlu 

insektisidin, sinir sisteminde aksonlarda Na+ ve K+ iyon dengesine etki ederek sodyum 

kanallarının açık kalmasına neden olduğu düşünülmektedir.   Çevrede uzun süreli 

kalıcılığı, biyoakümülasyon sorunu ve hedef dışı organizmaları etkilemesi nedeniyle 

DDT ve diğer önemli hidrokarbon bileşiklerin kullanımı 1970’lerden bu yana birçok 

ülkede sınırlandırılmıştır. 

 

Çevreye olumsuz etkileri nedeniyle kullanımı kısıtlanan ve yasaklanan DDT’nin 

arkasından organik fosforlulara yönelim artmıştır. Temas, solunum ve mide yoluyla 

etkili olan bu grup fiziko-kimyasal özellikleri nedeniyle hemen hemen her zararlıya 

uygun özellikte bir etkili maddeye sahiptir. Bu grubun etki mekanizması fosfor atomuna 

bağlanan kimyasal yapının özelliklerine göre değişse de genellikle asetilkolinesteraz 

(AChE) üzerinde etkilidirler. Sinir sisteminde kimyasal bir iletici olan AChE’ın 

aktivitesini engelleyerek sinir uçlarında asetilkolin (ACh) birikmesine neden olurlar. 

Böylece sinir sistemini bloke ederler ve sonuçta böceğin tekrarlayan sinirlerin 

hareketiyle yorgunluktan ölmesine neden olurlar. İlk kez 1961’de Smissaert tarafından 
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pestisite karşı azalan duyarlılığın sebebinin AChE olduğu tanımlandı. Daha sonra birçok 

böcek türü için modifiye asetilkolinesteraz (MACE)’a bağlı direnç tanımlandı (Çizelge 

1.1). Dirençli ırklarda AChE’ı kodlayan genlerin dizilimi buradaki modifikasyonun 

nokta mutasyonlardan kaynaklandığını göstermektedir. Bazı allellerdeki aynı 

proteindeki mutasyonların kombinasyonu ile yüksek direnç oranları görülebildiği gibi 

bazı türlerde daha düşük düzeyde mutasyon tanımlanmasına rağmen yine direnç 

saptanabilmektedir. Bu durum AChE’ın genetik modifikasyonuyla beraber aşırı 

salgılanmasının da direnç üzerindeki etkisini göstermektedir (Menozzi vd. 2004). 

 

Çizelge 1.1 AChE’da tespit edilen nokta mutasyonları (Menozzi vd. 2004) 

Türler Belirlenen Mutasyonlar Referanslar 

Drosophila melanogaster 

F77(115)S 

Mutero vd. 1994 II6I(199)V 

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 

Tetranychus urticae 

S(228)G 

Anazawa vd. 2003 D(237)E 

F(439)C 

Bractocera oleae 
I(214)V 

Vontas vd. 2002 
G(488)S 

Musca domestica 

VI80L(260) 

Walsh vd. 2001, 

Kozaki vd. 2001 

G262(342)A 

G262(342)V 

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 
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Calabar fasülyesinden 1865 yılında izole edilen ve 1935 yılında sentezi yapılan 

karbamatlı insektisitler de organik fosforlu insektisitler gibi AChE’ı inhibe ederek sinir 

sistemini bloke ederler. Ancak organik fosforlulardan farklı olarak enzim karbamatlama 

reaksiyonuyla engellenir. Bu nedenle organik fosforlulara direnç kazanmış böceklerde 

karbamatlılar veya bunun tersi yani karbamatlılara direnç kazanmış böceklerde organik 

fosforlular kullanılabilmektedir. 

 

Çizelge 1.2 kdr ile ilişkilendirilen sodyum kanalı amino asit dizilim polimorfizmi 
(Soderlund ve Knipple 2003) 

 
Türler Belirlenen Mutasyonlar Referanslar 

Anopheles gambiae 
L1014F Martinez-Torres vd. 1998 

L1014S Ranson vd. 2000 

Bemicia tabaci M918V;L925I Morin vd. 2002 

Blatella germanica 
L1014F+E435K+C785R 

Liu vd. 2000 L1014F+D59G+E435K+ 
C785R+P1999L 

Boophilus microplus F1538I He vd. 1999 

Culex pipiens L1014F; L1014S Martinez-Torres vd. 1999a 

Drosophila 

melanogaster 
I253N; A1410V; A1494V; 
M1524I 

Pittendrigh vd. 1997 

Heliothis armigera D1549V+E1533G Head vd. 1998 

Haematobia irritans L1014F+M918T Guerreo vd. 1997 

Leptinotarsa 

decemlineata 
L1014F Lee vd. 1999 

Musca domestica L1014F; L1014F+M918T Ingles vd. 1996, Miyazaki vd. 
1996, Williamson vd. 1996 

Myzus persicae L1014F Martinez-Torres vd. 1999b 

Pediculus capitis T929I+L932F Lee vd. 2000 

Plutella xylostella L1014F+T929I Schuler vd. 1998 

 

 

Chrysanthemum cinsine ait bitkilerden elde edilen piretrinlerin insektisit özelliğinin 

keşfi uzun zaman önceye dayanmaktadır. İlk olarak Çin’de ve Orta Çağ’da İran’da 
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kullanıldığı bilinmektedir. Piretroitli insektisitler kolay bozunmaları, sürekli üretiminin 

zahmetli ve maliyetinin yüksek olması gibi dezavantajların yanı sıra geniş spektrumlu 

olmaları, memelilere toksisitelerinin düşük olması ve doğal koşullarda kısa sürede 

parçalanmaları gibi avantajlara da sahiptirler. Nörofizyolojik ve biyolojik etkilerine göre 

sentetik piretroitler iki tiptir. Tip I piretroitlerin insektisit özelliği yüksektir ve 

böceklerde şiddetli uyarılara ve titremelere neden olurlar. Tip II piretroitler ise böceği 

sersemletecek “knockdown” etkiye sahiptirler. Böceklerde DDT ve piretroitli 

insektisitlere karşı görülen, bilinen tüm piretroitlerin öldürücü dozlarına karşı 

böceklerin dirençli olması durumuna knockdown direnç (kdr) adı verilmektedir. DDT 

ve piretroidli insektisitlere sık maruz bırakılmış böcek popülasyonlarında bu özelliği 

görmek olasıdır. Bu direnç tipi ilk defa 1951’de Busvine tarafından Musca domestica 

L.’da tanımlanmış ve daha sonra bu özelliğin kromozom 3 üzerinde bulunduğu tespit 

edilmiştir (Williamson vd. 1996). Voltaj kapılı sodyum kanalı üzerinde meydana gelen 

mutasyonlarla sağlanmaktadır ve insektisidin bağlandığı sodyum kanalında meydana 

gelen tek bir aminoasit değişikliğini ifade etmektedir. Çizelge 1.2’de sodyum 

kanalındaki mutasyonlar sonucu kdr tipi direnç saptanan böcek türleri listelenmiştir.  

 

Bioaasay yöntemlerle yapılan araştırmalar sonucunda, M. persicae’nin insektisitlere 

direnç kazandığı 1970’li yılların başından beri bilinmektedir. Özellikle seralarda her 

grup insektisitle yapılan yoğun kimyasal mücadele sonucu böceklerde meydana gelen 

duyarsızlaşma kaçınılmazdır. Polifag bir zararlı olan M. persicae de seralarda yoğun 

insektisite maruz kalan türlerdendir. M. persicae’ nin yaşam döngüsünde eşeyli ve 

eşeysiz çoğalmanın bulunması, bu zararlının birçok popülasyonunun tek bir dişiden 

meydana gelen,  bir klon yapısında olduğu ve bu nedenle de populasyonlar arasında 

özellikle konukçuya özelleşme ve tarım ilaçlarına dayanıklılık açısından yüksek 

düzeyde farklılık olduğu görülmektedir. Dünyada M. persicae’nin direnç gelişimi ile 

ilgili hem biyokimyasal olarak hem de moleküler biyoloji alanında pek çok araştırma 

bulunmasına karşın ülkemizdeki kayıtlar oldukça sınırlıdır. Bu nedenle TÜBİTAK 

destekli 1050176 nolu, “Sebzelerde Zarar Yapan Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: 

Aphididae) Popülasyonlarının İnsektisitlere Direnci ile Biyokimyasal Mekanizmalarının 

İncelenmesi” (Velioğlu, A. S., Erdoğan, C., Gürkan, M. O. ve Moores, G. D.) isimli 

proje kapsamında Ankara, Antalya ve Mersin’den toplanan M. persicae 
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popülasyonlarının insektisitlere karşı direnci, bioassay ve biyokimyasal yöntemlerle 

incelenmiştir. Proje raporunda (Ekim 2008), bazı popülasyonların denenen insektisitlere 

karşı oldukça yüksek düzeyde dirençli oldukları ve bu direncin artan karboksilesteraz 

aktivitesi ile MACE’dan kaynaklandığı belirtilmiştir. Projenin devamı niteliği taşıyan 

bu tez çalışmasında ise aynı popülasyonların kdr ve MACE direnç mekanizmaları 

moleküler yöntemlerle incelenmiştir. M. persicae’de direnç gelişiminde rol oynayan iki 

gendeki mutasyonların moleküler düzeyde incelenmesi ile bu zararlıya karşı ülkemizde 

yürütülen mücadele stratejilerine katkı sağlaması beklenmektedir. Aynı zamanda 

çalışma içerisinde kullanılan gelişmiş teknikler sayesinde daha kısa zamanda daha kesin 

sonuçların elde edilmesine olanak sağlanacaktır.     
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

Literatürde böceklerde görülen insektisit direnci ile ilgili oldukça fazla çalışma 

bulunmaktadır. Bu bölümde yalnızca M. persicae ve bazı yaprak bitleri ile ilgili 

çalışmaların bir kısmına kronolojik sıraya göre yer verilmiştir. 

 

Anthon (1955), Kuzey Washington’un orta kesiminde değişik organikfosforlu 

insektisitlerle ilaçlanan şeftalilerdeki M. persicae bireylerinin savaşımının gittikçe 

zorlaştığını ve ön çalışmalar sonrasında systox veya nikotinin bu zararlının savaşımında 

etkili olabileceğini belirtmektedir. 

 

Dunn ve Kempton (1966), organikfosforlu insektisitlere dirençli hale geldiği görülen ve 

kanatsız vivipar bireyden partenogenetik olarak yetiştirilen bir M. persicae 

popülasyonunun 7. Dölüne ait bireylerini, hassas bir popülasyon ile karşılaştırmışlardır. 

Sonuçta, yetiştirilen popülasyonun demeton-methyl’e 25kat daha dirençli olduğunu ve 

direncin yavaş yavaş azalarak 30. Dölden sonra hiç kalmadığını belirlemişlerdir. 

 

Bonnemaison (1968), Fransa’da patateslerden toplanan bir M. persicae popülasyonuna, 

birbirini takip eden 13-17 generasyon süresinde methyl-parathion, lindane, isolan ve 

oxydemeton uygulandığında, bu insektisitlere duyarlılıkta önemli bir azalış olmadığını 

belirtmektedir. 

 

Forgash (1984), böcek ve akarlarda insektisitlere karşı direnç oluşumu ve bunun 

doğurduğu sonuçlar ile ilgili yaptığı çalışmasında, böceklerde insektisitlere dirençle 

ilgili ilk kayıtların 19. yüzyılın son çeyreğinde, San Jose kabuklu biti Quadraspidiotus 

perniciousus (Comstock) ve elma iç kurdu (Laspeyresia pomonella L.) ile ilgili 

olduğunu bildirmektedir. Bu listenin gittikçe büyüyerek 20. yüzyılın başlarında 14 

takıma bağlı 83 familyadan toplam 428 tür böcek ve akarı kapsadığını, bu zararlıların 

dünya çapında yaygın olduklarını ve değişik gruplardan kimyasal bileşiklere karşı 

direnç kazandıklarını açıklamıştır. 



 8

Moores vd. (1996a), üç A. gossypii popülasyonunda insektsitlere direnç düzeyini, 

toplam esteraz aktivitesini ve insektisit tarafından inhibe edilen AChE enziminin 

duyarlılık durumunu incelemişlerdir. Farklı esteraz ile AChE kombinasyonlarına sahip 

olduğu tespit edilen A. gossypii popülasyonlarındaki modifiye AChE’ın, organikfosforlu 

ve karbamatlı insektisitlere direncin ana mekanizması olduğu da belirlenmiştir.  

 

Moores vd. (1996b), üç A. gossypii popülasyonu ile Çin’de eşeyli olarak üreyen klonal 

olmayan bir kültürün, primicarb ve organikfosforlu insektisitlere direnç düzeyleri AChE 

duyarlılığı incelenmiştir. Denenen insektisitlere duyarsızlık durumu farklılık gösteren, 

iki duyarsız AChE varyantı belirlenmiştir. Ayrıca, bioassay ile belirlenen insektisite 

direnç düzeyi ile AChE duyarsızlığı arasındaki korelasyonlar, homozigot veya 

heterozigot olma durumu da araştırılmıştır. 

 

 Field vd. (1997), yaprakbiti bireylerinde detoksifikasyon yapan esterazların fazla 

miktarda üretimi ve AChE gibi hedef proteinler ile sodyum kanallarının mutant duyarsız 

formlara sahip olması nedeniyle insektisitlerin bir kısmına karşı M. persicae’de görülen 

direnç durumunun, bioassay, biyokimyasal yöntemler ve DNA diagnostik teknikleri 

kullanılarak ayrımının mümkün olduğunu belirtmektedirler. Araştırıcılar, çok geniş 

coğrafik orijine sahip 58 örnek üzerinde yaptıkları sürvey çalışmasında, 46 örnekte 

piretroidler, organikfosforlular ve karbamatlılara geniş spektrumlu direnci oluşturan 

esteraz genlerinin (E4 veya FE4) sayısının fazla olduğunu tespit etmişlerdir. Çalışmada 

ayrıca, 11 örnekte primicarb ve triazamete’e direncin nedeninin duyarsız AChE 

olduğunu, 25 örnekte ise piretroid ve DDT’ye knockdown direncin mutant sodyum 

kanalı genleriyle kombine olarak bulunduğunu belirlemişlerdir. 

 

Foster vd. (1998) tarafından 1996 yılında İngiltere’de ilk kez modifiye asetilkolinesteraz 

nedeniyle M. persicae’de primicarb ve triazamete’e karşı oluşan direnç durumu 

belirlenmiş ve çalışmalar sonucu bunun özellikle R2 ve R3 düzeyinde karboksilesteraz 

aktivitesiyle birlikte görüldüğü ortaya konulmuştur. 
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Ffrench-Constant (1999), insektisit direncinin moleküler genetiği üzerine yapılan 

çalışmaların, nokta mutasyonların üç temel insektisidin hedefi olan molekülleri (Rdl 

GABA reseptör, para voltaj kapılı sodyum kanalı ve böcek asetilkolin esteraz) kodlayan 

genlerde hedef yeri duyarsızlığına neden olduklarını ortaya koyduğunu belirtmektedir.  

 

Martinez-Torres vd. (1999b), amplifiye olmuş E4 esteraz genlerine sahip olan Mysuz 

persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) klonlarının hepsinde IIS6 bölgesinde Leu → 

Phe mutasyonunu tespit ettiklerini ancak; amplifiye olmuş FE4 esteraz genleri olan 

klonların ve hassas ırkların hiç birisinde bu kdr mutasyonunun tespit edilemediğini (bu 

durum, kdr mutasyonu ile E4 genleri arasında linkage disequilibrium olduğunu 

göstermektedir) bildirmektedirler. Bu mutasyonun deltamethrin ve DDT drencinin 

temel mekanizması olduğunu, tek başına 35 kat direnç sağladığını, yüksek E4 etkisi ile 

birlikte bulunduğunda direncin 540 kat olduğunu da belirtmektedirler. FE4 esterazların 

böyle bir direnç düzeyini sağlayamadığı da belirtilmektedir. 

 

Zlotkin (1999), böceklerin voltaj kapılı sodyum kanallarının işlevsel, kimyasal, 

farmakolojik incelenmeleri sonucunda bir açıdan memeli sodyum kanallarına 

benzedikleri ancak farmakolojik özgüllükleri bakımından da ayrıştıklarını 

bildirmektedir. Böcek sodyum kanallarını hedef alan araknid zehirlerinin ve bu 

zehirlerden yararlanılarak bakulovirus aracılı seçici biyoinsektisitler dizayn 

edilebildiğini belirtmektedir. Araştırıcı, böcek sodyum kanallarının bu özelliklerinden 

yararlanılarak gelecekte sadece böcekleri hedef alan insektisitler üretilebileceğini ve 

böcek sodyum kanallarının insektisitler için gittikçe daha fazla hedef yeri olacağını 

bildirmektedir. 

 

Gao vd. (2002) tarafından İnsektisit direncine ilişkin yaprakbitlerinde yapılan 

çalışmalardan ilki Schizaphis graminum (Rondani)’un cDNA kütüphanelerinden 

yararlanarak AChE cDNA’sını klonlayıp, karakterize edilmiştir. Yapılan bu çalışma afit 

türleri arasında AChE’nin moleküler özelliklerini karakterize eden ilk çalışmadır. 

Çalışmada buğday yaprakbitine ait AChE cDNA’sının nükleotid ve aminoasit sekansı, 
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AChE cDNA’sının primer yapıları, yaprakbiti AChE’sinin karakteristikleri ve 

yaprakbitine ait AChE geninin diğer hayvan türleriyle filogenetik ilişkisi saptanmıştır. 

S. graminum’a ait AChE cDNA’sı beklenmedik bir şekilde Drosophila melanogaster, 

Anopheles stephensi ve Leptinotarsa decemlineata gibi böcek türlerine düşük oranda 

benzerlik gösterirken, Caenorhabditis elegans, Caenorhabditis briggsae gibi 

nematodlara ve Torpedo marmorata (Fam: Torpedinidae), Torpedo californica gibi 

omurgalılara daha fazla benzerlik göstermiştir. Ayrıca buğday yaprakbitindeki AChE 

geninin tek bir kopyası olduğu Southern blot analizi ile kanıtlanmıştır. Son olarak AChE 

enziminin purifikasyonu sonucunda AChE enziminin asetilkolini hidrolize etme 

yeteneğinin yüksek olduğu ve eserin tarafından daha fazla inhibe edildiği gibi özellikleri 

saptanmıştır.  

 

Li ve Han (2002) tarafından cDNA uçlarının hızlı çoğaltılması (RACE) tekniğinden 

yararlanılarak Aphis gossypii’den (pamuk yaprakbiti) iki asetilkolinesteraz geni (ace 1 

ve ace2)  klonlanmıştır. Bu çalışma böceklerde multiple AChE genlerine moleküler 

kanıt oluşturan ilk çalışmadır. Ace 1 geninin tamamı 2371 bp büyüklüğünde ve açık 

okuma çerçevesi 2031 bp uzunluğundadır. Aynı gen 676 aminoasidi kodlamaktadır. 

Ace 2 geni ise 2130 bp uzunluğunda olup 1992 bp uzunluğunda açık okuma çerçevesine 

sahiptir ve 664 aminoasiti kodlamaktadır. Her iki geninde AChE familyasıyla korunmuş 

aminoasitlere ve özelliklere sahip olduğu saptanmıştır ancak aminoasit sekansı 

açısından %35 benzerlik göstermiştir. Ace 1 geni %95 benzerlikle Schizaphis 

graminum’un AChE genine oldukça fazla homoloji gösterirken Ace 2 geni %92 

oranında M. persicae ile benzerlik göstermiştir. Filogenetik analiz sonucunda A. 

gossypii’nin 2 farklı Ace geninin evrimsel olarak farklı oldukları bulunmuştur. PHYLIP 

programıyla elde edilen filogenetik ağaç A. gossypii’ye ait AChE 2 geninin AChE 1’in 

daha asetilkolinesteraz yapısını ana kalıp olarak çizilen yapıların homoloji modelleri A. 

gossypii’ye ait 2 AChE’nin farklı üç boyutlu yapılarının olabileceğini göstermiştir. Aynı 

çalışmada Ace 1’in 5’ ucunun kenarından kesimlenmesi dört aminoasit fragmanının 

varlığı ile iki protein değişikliğiyle sonuçlandığı bildirilmiştir.  
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Javed vd. (2003) tarafından Hemiptera takımına ait 4 farklı böcek türünün (M. persicae, 

A. gossypii, Bemisia tabaci ve Trialourodes vaporariorum) asetilkolinesteraz kodlayan 

gen sekansları çıkarılmıştır. Bu türlerin her birinin insektisitlere dirençli 

popülasyonlarında asetilkolinesteraz hassasiyeti görülmesine rağmen dirençli böceklerin 

gen sekanslarında hiçbir mutasyona rastlanmamıştır. Bu nedenle Hemiptera türlerinde 

ikinci bir alternatif genin karakterize edilmesi gerektiği ve aynı gende insektisitlere 

hassasiyetle ilişkisi olan mutasyonlarında beraberinde saptanması gerektiği sonucuna 

varılmıştır.  

 

Soderlund ve Knipple (2003), “knockdown direncin” böcek ve diğer artropodlara karşı 

difeniletan (DDT gibi) ve piretroidlere karşı sinir sisteminin duyarlılığının azalması 

durumunu tanımladığını ve ilk olarak 1950’lerde karasineklerde (Musca domestica) 

tespit edildiğini belirtmişlerdir. 

 

Andrews vd. (2004) Aphis gossypii Glover’nin Ace 1 geninde iki mutasyon saptamıştır. 

Saptanan bu mutasyonların organofosfatlı ve karbamatlı insektisitlere karşı 

asetilkolinesteraz hassasiyetiyle ilişkili olduğu belirtilmiştir. S431F olarak saptanan ilk 

mutasyon A. gossypii klonlarında karbamatlı insektisitlere hassasiyetle ilişkili olduğu 

belirtilmiştir. İkinci olarak saptanan A302S mutasyonunun organofosfatlılar ve 

karbamatlılara genel bir hassasiyetle ilişkili olduğu bulunmuştur. S431F mutasyonu 

daha önceden M. persicae’de bulunmuştur. Bu çalışmada RFLP metodu kullanılarak 45 

adet M. persicae ve üç adet A. gossypii klonları direnç bakımından taranmıştır. 

 

Toda vd. (2004) tarafından ise pamuk afidi Aphis gossypii’de bulunan Ace 1 ve Ace 2 

olarak bilinen iki asetilkolinesteraz geni tanımlanmış ve karbamat dirençli ve hassas 

streynleri karşılaştırılmıştır. Ace1 geninde aminoasit sekanslarında hiçbir değişiklik 

saptanmazken, hassas ve dirençli streynlerdeki Ace2 geninde Ser431Phe ve Ala302Ser 

olmak üzere iki aminoasit değişikliği saptanmıştır. Ser431Phe yer değiştirmesinin 

primicarb direncinde, Ala302Ser yer değiştirmesinin organofosfat direncinde rol 

oynayabileceği öne sürülmüştür.  
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Anstead vd. (2005), piretroidli insektisitlere dirençli şeftali yaprak biti Myzus persicae 

(Sulzer) (Hemiptera: Aphididae)’de para-tip sodyum kanalında görülen kdr (L1014F) 

ve süper-kdr (M918T) mutasyonlarının farklı popülasyonlarda birbirinden bağımsız bir 

şekilde meydana gelen mutasyonlarla mı veya bir popülasyonda ortaya çıkıp daha sonra 

göçlerle mi yayıldığını araştırmışlardır. Bu mutasyon bölgelerine komşu DNA 

parçalarının sekansları elde etmiş ve bu DNA’ların oldukça korunmuş olduğunu 

gözlemlemişlerdir. Elde ettikleri sonuçların (direncin Dünya çapında çok kısa sürede 

geliştiği de dikkate alındığında) kdr ve süper-kdr özelliklerinin birbirinden bağımsız bir 

şekilde bir çok popülasyonda ortaya çıktığını öne süren görüşe daha yakın olduğunu 

bildirmişlerdir.       

 

Cassanelli vd. (2005)’a göre M. persicae’de dünyada yaygın olarak insektisit kullanımı 

sonucu oluşan yüksek seleksiyon baskısından dolayı bir takım insektisit direnç 

mekanizmaları gelişmiştir. Coğrafi dağılıma ait bilgiler ve bu dirençli fenotiplerin geçici 

olarak evrimi zararlılarla uygun mücadele programlarının geliştirilmesine yardımcı olur. 

Mevcut olan direnç mekanizmalarını moleküler düzeyde anlamak knockdown direnci ve 

modifiye edilmiş asetilkolinesteraz direncinin varlığını tahmin etmeyi mümkün kılar. 

Bu çalışmada ise PCR RFLP tekniği kullanılarak afitlerin hem bireysel hem de 

popülasyon düzeyindeki her iki direnç mekanizmaları tanımlanmaya çalışılmıştır. 

 

Criniti vd. (2008), 59 İtalyan M. persicae popülasyonunda insektisitlere karşı görülen 

direncin temellerini moleküler ve biyokimyasal yöntemler kullanarak incelemişlerdir. 

Piretroidlere dirençle ilişkili olan kdr genotiplerinin incelenen popülasyonların 

%57,7’sinde bulunduğunu saptamışlardır. Bunlara ilaveten kdr’a sahip olan 

popülasyonların %26,5’inde super-kdr ile ilişkili olan M918T mutasyonunu tespit 

etmişlerdir. Modifiye asetilkolinesteraza (MACE) sahip popülasyonların çok 

olmamasına (%27,1) karşın İtalya’da her yerde bulunduklarını belirtmektedirler. 

 

Eleftherianos vd. (2008) tarafından yapılan araştırmada, böceklerde sodyum kanalı gen 

dizilişinin belirlenmesindeki son gelişmeler sonucunda, kanal proteininde piretroidli 
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insektisitlere hedef alan direnci ile ilişkili olan birkaç nokta mutasyonu belirlenmiştir. 

Myzus persicae’de sodyum kanalının domain II bölgesinin (IIS6) altıncı segmentinin 

ortasında belirlenen bu mutasyonun [L1014F (leucin-phenylalanine)] piretroidlilere 

dirence neden olan ana mekanizma olduğu düşünülmektedir. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1 Materyal 

 

Çalışmanın ana materyalini TÜBİTAK tarafından desteklenen proje kapsamında farklı 

bölgelerden toplanmış olan M. persicae’nin tarla ve sera popülasyonları oluşturmaktadır 

(Şekil 3.1 - 3.2). Toplanan popülasyonlarda farklı coğrafi bölge, farklı ürün 

kombinasyonları seçilmeye çalışılmıştır. Bu popülasyonların yanı sıra standart hassas ve 

farklı ilaç gruplarına karşı faklı mekanizmalarla dirençli olarak saptanmış olan standart 

dirençli popülasyonlar da kullanılmıştır. Böcek popülasyonlarının yetiştirilmesi amacıyla 

serada patlıcan (Solanum melongena) ve fındık turbu (Raphanus sativus) yetiştirilmiştir. 

 

Ayrıca çalışmada ependorf tüpler, 1,5ml lik ependorf tüplere uyumlu böcek 

homojenizasyon çubukları, thermocycler (Biorad), su banyosu, yatay elektroforez sistemi, 

samur fırça, mikropipetler (Gilson), hassas terazi, agaroz (Applichem), değişik cam, metal 

ve plastik laboratuar malzemeleri, vorteks, santrifüj cihazı, +4 oC buzdolabı, -40 oC 

dondurucu, yükleme boyası, marker (Fermentas) kullanılmıştır. 

 

3.1.1 Myzus persicae popülasyonları ve orijini  

 

1050176 nolu TÜBİTAK projesi içerisinde 2006-2008 yılları arasında toplanarak Ankara 

Zirai Mücadele Araştırma Enstitüsü’nde kültüre alınmış olan popülasyonlara ait bilgiler 

Çizelge 3.1’de listelenmektedir.  
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Çizelge 3.1 Myzus persicae popülasyonlarının özellikleri  
 

(*TÜBİTAK projesi kapsamında incelenmemiştir.) 
 

 

Tüm denemelerde, Rothamsted Araştırma Enstitüsü (İngiltere)’nden getirtilen Myzus 

persicae’nin standart popülasyonları (Çizelge 3.2) karşılaştırma amacıyla kullanılmıştır.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.1 Popülasyonların toplandığı Antalya çevresinden bir sera 

 

Popülasyon İl Konukçu Bitki Tarla/Sera Toplanma Yılı

Beypazarı Ankara biber tarla 2006 

Çavundur-1 Ankara patlıcan tarla 2006 

Çavundur-2 Ankara biber sera 2006 

*Yıldız Ankara biber açık alan 2008 

Bağlık Antalya biber sera 2006 

Beykonak Antalya biber sera 2006 

Hacıveliler-1 Antalya patlıcan tarla 2006 

Hacıveliler-2 Antalya biber sera 2006 

Karşıyaka Antalya biber sera 2006 

Sarıcasu Antalya patlıcan sera 2006 

*Demre Antalya turp sera 2008 

Aydıncık Mersin patlıcan Sera 2008 

Karakeşli Mersin turp Tarla 2008 
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Şekil 3.2 Tarla popülasyonlarının araştırılması 

 

 

Çizelge 3.2 Standart olarak kullanılan Myzus persicae popülasyonlarına ait bilgiler 

Popülasyon Orijini Toplanma Yılı Özelliği 

4106 A İngiltere  2000  Hassas standart  

794Jz İngiltere  1982  

Çok dirençli (R3) ve  

E4 tipi 

karboksilesteraz  

800F İtalya  1978  

Çok dirençli (R3) ve  

FE4 tipi 

karboksilesteraz  

926B 
Güney  

Avrupa  
1990  

Çok dirençli (R3), 

FE4 tipi 

karboksilesteraz ve 

AChE’ı primicarba 

duyarsız  

3979A İngiltere  2000  AChE’ı duyarsız  

4013A Yunanistan  2000  
Çok dirençli (R3) ve 

 AChE’ı duyarsız  
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4. YÖNTEM 

 

4.1 Myzus persicae Popülasyonlarının Yetiştirilmesi 

 

Hem yurtdışından hem de Ankara Zirai Araştırma Enstitüsü’nden Ankara 

Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki Koruma Bölümü’ne getirtilen popülasyonlar  

25±2oC sıcaklık, %50-60 nem ve 16 saat aydınlık, 8 saat karanlık koşullara sahip 

böcek yetiştirme odalarında kültüre alınmışlardır. Her popülasyon 40x75x29 cm 

ölçülerinde farklı pleksiglas kabinler (Şekil 4.1) ve 5x8x2 cm boyutlarındaki farklı 

yaprak kafes kutularında kültüre  alınmıştır. Kültürlerde kullanılmak üzere serada 

patlıcan (Solanum melongena) ve fındık turbu (Raphanus sativus) yetiştirilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.1 Myzus persicae popülasyonlarının yetiştirildiği böcek yetiştirme kafesleri 
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4.2 Hedef Genlere Ait Mutasyonların Saptanması 

 

M. persicae popülasyonlarında MACE ve kdr tipi direnç mekanizmalarının 

moleküler düzeyde taramalarının yapılabilmesi için öncelikle farklı populasyonlara 

ait bireylerden genomik DNA (gDNA) ekstrakte edilmiştir. M. persicae sodyum 

kanalı geninin II. domaininin altıncı segmentinde tespit edilen mutasyon sonucu 

leucin aminoasidinin, phenylalanine aminoasidine (L1014F) dönüştüğü 

(Eleftherianos vd. 2008) ve bu mutasyonun DDT ve sentetik piretroitli insektisitlere 

karşı geliştirilen dirençle (kdr) ilişkili olduğuna bilinmektedir. Yine M. persicae’de 

organik fosforlulara ve karbamatlılara karşı geliştirilen MACE direnç 

mekanizmasında ise AChE-2 genindeki (S431F) nokta mutasyonu sonucu serine 

aminoasidinin, phenylalanine aminoasidine dönüştüğü Nabeshima vd. (2003) 

tarafından bildirilmiştir. Bu bölgelere göre dizayn edilmiş primerler kullanılarak 

genomik DNA, PCR yoluyla çoğaltılmıştır. Ardından elde edilen DNA fragmanları 

mutasyon bölgesini kesimleyen restriksiyon enzimleriyle kesimlenerek AChE-2 ve 

sodyum kanalı genindeki mutasyonlar incelenmiş, standart hassas ve dirençli olan 

popülasyonların bant profilleri ile kıyaslanmıştır. 

 

4.2.1 Genomik DNA (gDNA) izolasyonu 

 

Genomik DNA izolasyonu için Lefort vd.’nin (1998) bitkilerden gDNA izolasyonu 

için önerdiği yöntem böceklere uyarlanmıştır. Enzimatik, kimyasal ve fiziksel 

yöntemler prosedüre uygun olarak takip edilmiştir. Her M. persicae 

popülasyonundan yaklaşık 30’ar adet canlı, kanatsız ergin 1,5 ml’lik ependorf tüplere 

konulmuştur. Üzerlerine 100 µl DNA ekstraksiyon solüsyonu eklenmiştir (4ml 1M 

Tris pH 8.0, 4ml 1M EDTA pH 8.0, 20ml 4M LiCl, 2gr CTAB, 4gr PVPP, 1ml 

TWEEN 20 eklenip son konsantrasyon 100ml’ye tamamlanır). Böcek 

homojenizasyon çubukları yardımıyla örnekler ezilmiş ve 2 ml’lik ependorf tüplere 

alınan örneklerin üzerine 900 µl daha DNA ekstraksiyon solüsyonu eklenmiştir. 

Örnekler 65 oC’de 15 dk su banyosunda ara sıra çalkalayarak bekletilmiş ve oda 

koşullarında soğutulmuştur. Her örneğin üzerine 0,7 ml kloroform/isoamyl alkol 

(24:1) eklenerek 20-25 defa sallanmıştır ve arkasından 30 dakika buz üzerinde 
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bekletilmiştir. Daha sonra örnekler 15 dakika 14000 rpm hızda santrifüj edilmiştir. 

Yaklaşık 0,7 ml olan üst sıvı (süpernatant), yeni 1,5 ml’lik ependorf tüplere 

aktarılmıştır. Üzerlerine 0.8 ml isopropanol eklenmiş ve 12 saat -20 oC’de 

bekletildikten sonra 5 dakika 14000 rpm hızda santrifüj edilmişlerdir. Üst sıvı 

tüplerden uzaklaştırılıp altta kalan DNA pelleti üzerine 1 ml (%70) ethanol eklenmiş 

ve 2 dakika 14000 rpm hızda santrifüj edilmiştir. Daha sonra pelletin üzerindeki sıvı 

uzaklaştırılarak hava yoluyla kuruması sağlanmıştır. Pellet kuruduktan sonra 30 µl su 

eklenmiş ve DNA pelletin su içerisinde çözünmesi sağlanmıştır. Her popülasyon için 

elde edilen DNA’nın miktarı nanodropta ölçülmüştür.    

     

4.2.2 Genomik DNA’nın PCR (Polymerase Chain Reaction) Yöntemiyle Çoğaltılması 

 
Elde edilen gDNA asetilkolinesteraz genine ve sodyum kanalı genine spesifik primerler ile 

çoğaltılmıştır. Bunun için daha önce aynı türde yapılmış olan hedef bölgelere ait primer 

dizilerinden yararlanılmıştır (Cassanelli vd. 2005). 

 

Oligonükleotid primer dizileri (Cassanelli vd. 2005); 

AChE-F2  GAG CCA GAA TAC ACA GAG AAG CG 

AChE-R3  CGA GAC ACC ACC ACG TTT TCC TC 

kdr-F1  TCG TGG CCC ACA CTG AAT CT 

kdr-R4  GTT CAT GTA AGA TAC ATG AAT TC 

 

PCR reaksiyonu için uygun pH ve iyon koşularını sağlayan karışım 0,2 ml’lik ependorf 

tüplerine hazırlanarak thermocycler’a yerleştirilmiştir. 

10 µl 10xPCR Buffer 

5 µl 25 mM MgCl2  

1 µl 10 mM dNTP Mix 

1 µl 10 mM Geri Primer 

1 µl 10 mM İleri Primer 

0,5 µl Taq DNA polymerase (5 U/µl) 

1 µl gDNA 

30,5 µl distile su 
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Primerler için uygun PCR koşulları deneylerle optimize edilerek en uygun sıcaklık ve 

döngü sayısı saptanmıştır: 

 

AChE için;      

  

Başlangıç denatürasyonu  94 oC’de 3 dakika      

Denatürasyon   94 oC’de 1 dakika                    

Bağlanma   60 oC’de 1 dakika       

Uzatma   72 oC’de 2 dakika       

35 döngü sürdürülmüştür. 

Son uzatma   72 oC’de 10 dakika        

      

kdr için; 

 

Başlangıç denatürasyonu  94 oC’de 3 dakika 

Denatürasyon    94 oC’de 30 saniye 

Bağlanma    60 oC’de 30 saniye 

Uzatma   72 oC’de 1 dakika 

25 döngü sürdürülmüştür. 

Son uzatma   72 oC’de 7 dakika 

 

4.2.3 PCR ürünlerinin agaroz jelde görüntülenmesi 

 
Elde edilen PCR ürünleri %1,2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmiştir. Koşturma 

ve agaroz hazırlama tamponu olarak 1xTBE tampon çözeltisi kullanılmıştır (1 lt 10xTBE 

Tampon için 108 gr Tris-base, 55 gr Borik asit ve 40 ml 0,5 M EDTA son hacim suyla 

1lt’ye tamamlanarak magnetik karıştırıcı yardımıyla çözülmüştür). %1,2’lik agaroz jel 

hazırlamak için erlenmayer içinde 1,8 gr agaroz ve 150 ml 1xTBE tampon çözelti  

mikrodalgada ısıtılarak çözülmüştür. Kısa bir süre soğutulduktan sonra 6,5 µl Etidium 

Bromide eklenmiştir. Daha sonra yatay elektroforez tankına uygun boyutlarda tarak 

yerleştirilmiş ve hazırlanan agaroz dökülmüştür. Yaklaşık 1 saat sonunda polimerize olan 

jel, içi 1xTBE tamponuyla doldurulmuş tanka yerleştirilmiş ve tarak çıkarılmıştır. İlk 

kuyucuğa marker (100 bp DNA ladder, Fermentas) yüklenmiştir. Diğer kuyucuklara PCR 
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ürünleri 5’er µl olarak yüklenmiş ve 100 V’da yaklaşık 1 saat koşturulmuşlardır. Daha 

sonra PCR bantlar transilluminatör yardımıyla görüntülenmiştir. 

 

4.2.4 PCR RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) yöntemiyle  
         mutasyonların saptanması 
 

Gerek asetilkolinesteraz geni gerekse sodyum kanalı genindeki mutasyonlar PCR-RFLP 

yöntemi ile taranmıştır. Bu amaç için PCR ürünleri, bilinen nükleotid dizilerini tanıyan 

restriksiyon (kesme) enzimleri ile kesimlenmiş ve jelde görüntülenmiştir.  

 

AChE-2 geninde saptanan S431F mutasyonu SspI (New England Biolabs) restriksiyon 

enzimi ve sodyum kanalı geninde saptanan L1014F mutasyonu ise BSssI (New England 

Biolabs) restriksiyon enzimi kullanılarak tanımlanmıştır (Cassanelli vd. 2005). 

Reaksiyonlar hazırlanıp uygun sıcaklıkta thermocycler’da bekletilmiştir. 

 

AChE-2 için restriksiyon reaksiyonu: 

7,5µl H2O  

 5µl PCR ürünü  

 2µl buffer   

 0,5µl SspI  

 37oC’de 3 saat inkübe edilmiştir. 

 

kdr için restriksiyon reaksiyonu: 

7,5µl H2O   

5µl PCR ürünü  

2µl buffer   

0,5µl BssSI 

37oC’de 3 saat inkübe edilmiştir. 
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a.                                        b. 

 
Şekil 4.2 PCR RFLP stratejisi  
a. AChE-2 geni PCR kesim haritası (SspI ile), b. sodyum kanalı geni PCR kesim haritası (BSssI ile) 
 

 

Mutasyonlar sonucu oluşan nükleotit değişimleriyle kesme enziminin kesme bölgesinin 

yok olması ya da yeniden oluşması söz konusudur. Bu sebeple PCR ürünü enzimle 

kesildiğinde farklı uzunlukta oluşan fragmanlar yatay agaroz jel elektroforezi ile kontrol 

edilmiştir. Kontrol olarak ilk kuyucuğa marker (100 bp DNA ladder, Fermentas) 

yüklenmiştir. Analiz sonucu elde edilmesi beklenilen bant profilleri Şekil 4.2’de 

verilmiştir. Verilen haritaya göre (Şekil 4.2.a) AChE-2 genine ait 1269 bazçiftlik (bp) PCR 

ürünü,  SspI enzimi ile reaksiyona alındığında; hassas popülasyonlarda iki yerden 

kesimlenerek 780 bp, 435 bp ve 54 bp olmak üzere üç banta ayrılacaktır. Dirençli 

popülasyonlarda ise tek kesim bölgesi beklenmektedir. Yani 435 bp bantla beraber 780 bp 

ve 54 bp bantların birleşmesiyle 834 bp’de de bir bant elde edilecektir. Hem dirençli 

bireylere hem de hassas bireylere sahip olan heterojen popülasyonlarda ise hassas ve 

dirençli bant profillerinin aynı anda gözlenmesi beklenmektedir. Şekil 4.2.b’de 578 bp 

sodyum kanalı genine ait PCR bant profilinin BSssI enzimi ile öngörülen kesim profili 

verilmiştir. Hassas popülasyonlarda iki kesim bölgesi sonucu oluşan 225 bp, 194 bp ve 159 

bp bantlar beklenirken dirençli popülasyonlarda enzimin tek yerden kesmesi sonucu oluşan 

353 bp (194 bp + 159 bp) ve 225 bp bantları gözlemlemek hedeflenmektedir. Yine 

heterojen popülasyonlarda hem dirençli hem de hassas popülasyonlara ait bant profilleri 

birlikte bulunacaktır.                                         

SspI 

bp 

BSssI 

bp 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

Bu yüksek lisans tez çalışması Ankara Üniversitesi Ziraat Fakültesi (A.Ü.Z.F.) Bitki 

Koruma Bölümü’nde ve Ankara Üniversitesi (A.Ü.) Biyoteknoloji Enstitüsü Merkez 

Laboratuarı’nda gerçekleştirilmiştir. Önemli ürün kayıplarına neden olan polifag zararlı 

M. persicae’nin değişik bölgelerden toplanan popülasyonlarının DDT, piretroidli, 

karbamatlı ve organikfosforlu insektisitlere karşı görülen knockdown direnç ve 

modifiye asetilkolinesteraz direnç mekanizmalarının PCR-RFLP yöntemiyle 

karakterizasyonu yapılmış ve standart popülasyonların direnç profilleri de aynı 

yöntemle doğrulanmıştır. Bulgular, aynı popülasyonların 1050176 nolu TÜBİTAK 

projesi kapsamında ortaya konan bioassay ve biyokimyasal analiz sonuçlarıyla da 

karşılaştırılmıştır. 

 

5.1 AChE-2 Geninin PCR Bant Profili 

 

AChE-2 geni uygun primerlerle PCR yöntemiyle çoğaltıldıktan sonra PCR ürünlerinden 

5’er µl %1,2 lik yatay agaroz jel elektroforezinde 100V da yaklaşık olarak 1 saat 

koşturulmuştur. Elde edilen bant profilleri jelin ilk kuyucuğunda bulunan markerla 

karşılaştırılmış ve her popülasyon için 1269 bazçiftlik bant elde edildiği doğrulanmıştır 

(Şekil 5.1). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5.1 PCR ürünlerinin transilluminatörde görünümü  
(1)Bağlık (2)Beypazarı (3)Beykonak (4)Çav 1 (5)HV 1 (6)HV 2 (7)Çav 2 (8)Karşıyaka (9)Sarıcasu 
(10)Aydıncık (11)Karakeşli (12)Demre (13)Yıldız (14)3979A (15)794Jz (16)4013A (17)926B (18)4106A 
(19)800F 
 
 
 
 
 
 

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

Marker 
(1kb) 

1269 bp 

Marker 
(100bp)
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5.2 AChE-2 Geninin SspI ile Kesim Profili 

 

AChE-2 geni PCR yöntemiyle çoğaltıldıktan ve agaroz jelde görüntülendikten sonra PCR 

ürünlerinin 5 µl’si ile kesim reaksiyonları hazırlanmıştır. SspI enzimi ile üç saat 

inkübasyonun ardından kesim reaksiyonu yatay agaroz jel elektroforez sisteminde %3’lük 

agaroz jelle kontrol edilmiştir. Restriksiyon reaksiyonlarının tamamı  10 µl yükleme boyası  

(Blue/Orange Loading Dye 6x, Promega) ile birlikte kuyucuklara yüklenmiştir. 120 V’da 3 

saat koşturulan ürünler translimünatörde görüntülenmiş.  

 

Elde edilen bant profilleri jelin ilk kuyucuğuna yüklenen markerla karşılaştırılmıştır. 

Sonuçlar Şekil 4.2’deki haritayla karşılaştırılarak incelendiğinde Beypazarı, Çavundur 

1, Çavundur 2 ve Karakeşli popülasyonları hassas profil gösterirken Bağlık, Beykonak, 

Hacıveliler 1, Hacıveliler 2, Karşıyaka, Sarıcasu, Aydıncık, Demre ve Yıldız 

popülasyonlarının heterojen oldukları gözlemlenmiştir (Şekil 5.2) . 

        

 

a.                                                             b.                                                         

 

 Şekil 5.2 SspI ile Kesim Profilinin transilluminatörde görünümü 
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5.3 Sodyum Kanalı Geninin PCR Bant Profili 

 

Sodyum kanalı geni uygun primerlerle PCR yöntemiyle çoğaltılmıştır. Daha sonra PCR 

ürünlerinden 5’er µl, yatay agaroz jel (%1,2 lik) elektroforezinde olarak 100V da 

yaklaşık olarak 1 saat koşturulmuştur. Elde edilen bant profilleri jelin ilk kuyucuğunda 

bulunan markerla karşılaştırılmış ve her popülasyon için 578 bazçiftlik bant elde 

edildiği  Şekil 5.3’de gösterildiği üzere doğrulanmıştır. 

 

 

 
                    

 

 
Şekil 5.3 PCR ürünlerinin transilluminatörde görünümü  
(1)Bağlık (2)Beypazarı (3)Beykonak (4)Çav 1 (5)HV 1 (6)HV 2 (7)Çav 2 (8)Karşıyaka (9)Sarıcasu 
(10)Aydıncık (11)Karakeşli (12)Demre (13)Yıldız (14)3979A (15)794Jz (16)4013A (17)926B 
(18)4106A (19)800F 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

marker 

578 bp 
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5.4 Sodyum Kanalı Geninin BSssI İle Kesim Profili 

 

Sodyum kanalı geni PCR yöntemiyle çoğaltıldıktan ve agaroz jelde görüntülendikten 

sonra PCR ürünlerinin 5 µl’si ile kesim reaksiyonları hazırlanmıştır. BSssI enzimi ile üç 

saat inkübasyonun ardından %3’lük agaroz jele kesim reaksiyonun hepsi 10 µl boya ile 

birlikte yüklenmiş ve 120V’da yaklaşık olarak 3 saat koşturulmuştur. Elde edilen bant 

profilleri jelin ilk kuyucuğuna yüklenen markerla karşılaştırılmıştır. Sonuçlar Şekil 

4.2’deki haritayla karşılaştırılarak incelendiğinde Aydıncık ve Demre popülasyonları 

hassas profil gösterirlerken Bağlık, Beypazarı, Beykonak, Çavundur-1, Hacıveliler 1, 

Hacıveliler 2, Karşıyaka ve Sarıcasu popülasyonları heterojen olarak gözlemlenmiştir. 

Karakeşli ve Yıldız popülasyonları ise dirençli bant profili göstermişlerdir. Çavundur-2 

popülasyonu ise heterojen profile daha yakın olmakla beraber daha farklı bir bant 

dizilimi göstermektedir. Uygulama hatasını en aza indirmek için tekrarlanan 

denemelerde hep aynı profil saptanmıştır (Şekil 5.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a.                                                                  b. 

 

Şekil 5.4 BSssI ile Kesim Profilinin transilluminatörde görünümü 

 

 

 

 

                                     

marker 

159 bp 
194 bp 
225 bp 

353 bp 

578 bp 

marker 

159 bp 
194 bp 
225 bp 

353 bp 

578 bp 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Elde edilen tüm bulgular değerlendirildiğinde çalışma içerisinde kullanılan M.  persicae 

popülasyonlarının modifiye asetilkolinesteraz veya kdr direnç tipinden en az birini 

kullanarak, karbamatlı, organik fosforlu ve/veya piretroidli ilaçlara karşı 

duyarsızlaştıkları belirlenmiştir (Çizelge 6.1).  

 

Çizelge 6.1 Myzus persicae popülasyonlarının direnç mekanizmaları ve profilleri  
                     
 

Ankara Popülasyonları 

Popülasyon  MACE kdr  

Beypazarı  SS RS  

Çavundur-1  SS RS  

Çavundur-2  SS   - 

Yıldız  RS  RR  

 

 

 

 

 
(SS: Homojen hassas popülasyon; RR: Homojen dirençli popülasyon; RS: Heterojen popülasyon) 

 

Çalışmanın verilerinin daha kapsamlı değerlendirilmesi için 1050176 nolu TÜBİTAK 

projesi kapsamında aynı popülasyonlar için bioassay ve biyokimyasal yöntemlerle 

saptanan sonuçlar Çizelge 6.2 ve Şekil 6.1’de özetlenmiştir. Proje sonuç raporunda 

popülasyonların diğer bir detoksifikasyon enzimi olan glutathion-S-transferaz (GST) 

aktivitelerine de yer verilmiştir. Ancak elde edilen sonuçlara göre GST aktivitesi ile 

direnç arasında herhangi bir ilişki saptanamamıştır.      

 

 

                                                                  

 

 

Mersin Popülasyonları 

Popülasyon  MACE kdr  

Aydıncık  RS  SS  

Karakeşli  SS  RR 

Antalya Popülasyonları 

Popülasyon MACE kdr 

Bağlık RS RS 

Beykonak RS RS 

Hacıveliler-1 RS RS 

Hacıveliler-2 RS RS 

Karşıyaka RS RS 

Sarıcasu RS RS 

Demre RS SS 
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Çizelge 6.2 Bioassayler sonucu belirlenen en yüksek direnç oranlarına sahip Myzus   
persicae popülasyonları (TÜBİTAK projesi) 

 
Popülasyon (Karbamatlı) 

Direnç Oranı 

Popülasyon (Piretroidli) 

Direnç Oranı 

Popülasyon (Or.Fosforlu) 

Direnç Oranı 

Sarıcasu  >1750  Aydıncık  138,88  Karşıyaka  61,07 

Karşıyaka  >1750  Karakeşli  132,28  HV-2  54,75 

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

HV-1  >1750  

 

Beykonak  42,25 

Beykonak  >1750  Bağlık  41,51 

Bağlık  >1750  Aydıncık  28,81 

Aydıncık  1320,74  HV-1  28,76 

 

 

TÜBİTAK projesi kapsamında yapılan bioassaylerde böceğin toplandığı bölgelerde 

daha sık tercih edilen insektisitler göz önünde bulundurularak karbamatlı ilaç 

grubundan primicarb, organik fosforlulardan diazinon ve piretroidlilerden deltamethrin 

kullanılmıştır. Ayrıca kdr direnç mekanizmasının tespiti için DDT’nin diagnostik 

dozuyla popülasyonlar denemeye alınmışlardır. 

 

 

 

Şekil 6.1 Farklı Myzus persicae popülasyonlarının toplam karboksilesteraz aktiviteleri 
(TÜBİTAK projesi) 
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Tez kapsamında incelenen Ankara popülasyonlarından Beypazarı, Çavundur-1 ve 

Çavundur-2’nin MACE mekanizması açısından incelendiklerinde hassas popülasyonlar 

oldukları, kdr bakımından ise direnç kazanmış bireylerle birlikte hassas bireylere de 

sahip olan heterojen popülasyonlar oldukları saptanmıştır. Çavundur-2 popülasyonunda 

kdr taraması için yapılan kesim reaksiyonu sonucu jelde gözlemlenen bantlar heterojen 

profile yakın olmakla birlikte diğerlerinden beklenen profil haritasından farklılık 

göstermiştir. TÜBİTAK projesi kapsamında da incelenen bu üç farklı Ankara 

popülasyonunda denenen insektisitlere karşı önemli düzeyde direnç durumunun söz 

konusu olmadığı düşük LC50 değerleri ve düşük karboksilesteraz aktiviteleriyle 

görülmektedir. Projede incelenmeyen diğer Ankara popülasyonu Yıldız ise MACE 

mekanizması yönünden heterojen profil gösterirken, kdr yönünden dirençli profile 

sahiptir.  

 

İnsektisit kullanımının yoğun olduğu Antalya ilinden toplanan popülasyonların hem 

direnç oranlarının oldukça yüksek hem de karboksilesteraz aktivitesinin yüksek olduğu 

belirlenmiştir. Moleküler taramalar sonucu bulunan profillerde de MACE ve kdr direnci 

yönünden heterojen popülasyonlar olduğu görülmektedir. Ayrıca bu popülasyonların 

PCR-RFLP sonucu incelenen kdr bant profillerinde direnç karakterinin saptandığı 

bantların daha kalın ve net olduğu gözlemlenmiştir. Bu sonuç ise dirençli bireylerin 

popülasyon içinde hassaslara oranla daha baskın olduğunu göstermektedir. Demre 

popülasyonu ise TÜBİTAK projesi kapsamında değerlendirilmemekle beraber diğer 

Antalya popülasyonlarından farklı olarak kdr yönünden hassas olduğu saptanmıştır.  

 

Mersin’den toplanan Aydıncık popülasyonunda moleküler çalışmalar sonucu kdr’a 

bağlı direnç mekanizması bulunmamasına rağmen bioassaylerde piretroidlere karşı 

oldukça yüksek direnç oranı göstermiştir. Piretroidlere karşı bu popülasyonda görülen 

duyarsızlaşmayı detoksifikasyon enzimlerinden biri olan karboksilesteraz 

aktivitesindeki oldukça yüksek değeri göz önüne alarak açıklamak mümkündür. 

Karakeşli popülasyonu ise kdr mekanizmasıyla direnç kazanmış homojen bir 

popülasyon olarak saptanmıştır. Field vd. (1997) tarafından yapılan araştırmada 

İngiltere popülasyonlarında kdr mekanizması ile karboksilesterazın E4 amplifikasyonu 

arasında yakından ilişki bulunmuştur. TÜBİTAK projesi kapsamında yapılan 
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elektroforez çalışmaları sonucunda da kdr’a sahip olan Karakeşli ve standart dirençli 

794Jz popülasyonunun karboksilesterazının E4 tipinde olduğu belirlenmiştir. Bu 

anlamda proje kapsamında değerlendirilmeyen ancak moleküler çalışmalar sonucu kdr’a 

sahip olduğu belirlenen Yıldız popülasyonun da E4 izozime sahip olabileceği 

varsayılmaktadır. Yıldız popülasyonunun bu tez kapsamındaki sonuçları, biyokimyasal 

denemeler ve bioassaylerle de desteklendiği zaman standart olarak kullanılabilecek 

potansiyel bir popülasyon olduğu varsayılmaktadır. 

 

Moleküler olarak yapılan çalışmaların gerek bioaassay çalışmalarından elde edilen 

direnç oranlarıyla gerekse karboksilesteraz aktivitesiyle uyum içinde olduğu 

görülmektedir. Bu çalışmalardan elde edilen sonuçlarla M. persicae popülasyonlarının 

kdr ve MACE mekanizmasına bağlı direnç profilleri açıkça belirlenmiştir. 

 

Sürdürülebilir tarım ve zararlı mücadele stratejisi gözönünde bulundurulduğunda 

böceklerde insektisit direncinin gelişmesini önleyen tedbirlerin alınmasının, insektisit 

direncinin izlenmesinin ve bu metotların geliştirilmesinin önemi artmaktadır. Yoğun 

insektisit kullanımı geri dönüşü zor olan problemlere yol açtığı için alternatif mücadele 

yöntemleri özendirilmeli ve entegre mücadele programlarına gereken önem verilmelidir. 

Direnç gelişiminde biyolojik, genetik ve işlevsel faktörler rol oynamaktadır. Bunlardan 

insan faaliyetleri etkisiyle oluşan işlevsel faktörlere insektisit kullanımı kaynaklı direnç 

oluşumu örnek verilebilir. Bu sebeple zararlının ekolojisi, biyolojisi ve zarar yapma 

eşiği incelenerek gerektiğinde insektisit uygulaması yapılmalıdır. Hatta ilaçlamalarda 

farklı etki mekanizmalarına sahip ilaçlarla rotasyonlu uygulamalar denenmelidir. 

Enzimlerin faaliyetini yavaşlatan ya da engelleyen sinerjistlerden mücadelede 

yararlanılmalıdır. Fakat insektisit+sinerjist direnci de dikkate alınarak bilinçli 

uygulamalar yapılmalı ve yeni sinerjistlerin bulunmasında bu dezavantaj dikkate 

alınmalıdır.  Dirençli populasyonlardaki değişikliklerin yakından takip edilebilmesi ve 

erken uyarı yoluyla etkili ve kontrollü mücadele yapılabilmesi için direnç izleme 

metotlarının geliştirilmesi önem arz etmektedir. Ayrıca direncin izlenmesi, yeni 

ürünlerin geliştirilmesi ve mevcut direnç yönetim stratejilerinin değerlendirilmesi 

konusunda da geri besleme olanağı sunmaktadır. 
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