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OZET

DOKTORA TEZI

PAMUK YAPRAK KURDU Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae)’DE
PIRETIROID VE NEONIKOTINOID DIRENCININ BIOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

Abdollah DINI POUR

Ankara Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. M. Oktay GURKAN

Mevcut calismada, 2008 yilinda Adana’dan toplanan ve laboratuarda yetistirilmekte olan pamuk yaprak
kurdu Spodoptera littoralis (Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae) poptilasyonlarmin sentetik piretroitli
(gamma-cyhalothrin) ve neonikotenoidli (imidakloprid) insektisitlere kars1i gelisen direng
mekanizmalarinin belirlenmesi amaglanmastir.

Gamma-cyhalothrin ve imidaklopride direngli irklar elde etmek amaciyla popiilasyonlara ilaglara gore
sirastyla 12 ve 6 nesil boyunca LC;5 konsantrasyonunda seleksiyon baskisi uygulanmig ve LCsq bazinda
ayni ilaglar i¢in sirasiyla 16.85 ve 9.76 kat hassasiyet azalig1 saptanmistir.

Diren¢ mekanizmasinin hangi detoksifikasyon enzim grubu ile iliskisi oldugunun tespit edilmesi amaciyla
S,S,S-tributilfosforotritioat (DEF), piperonyl butoxide (PBO) ve diethyl maleate (DEM) olmak iizere ii¢
farkli enzim inhibitorii sinerjist olarak kullanilmigtir. Sinerjistik ¢alismalarda, gamma-cyhalothrin
etkisinin incelemesinde, LCs, degerlerine gore DEF, PBO ve DEM i¢in sirasiyla 3.1, 2.1 ve 3.6 kat
sinerjizim oran1 (SR) tespit edilmistir. imidakloprid’le yapilan galismalarin sonuglari ise sirastyla 1.7, 1.2
ve 2 kat olarak elde edilmistir.

Biyokimyasal analizler sonucunda, artan direng oraniyla dogru orantili olarak, karboksilesteraz,
acethylcholinesterase (AChE) ve glutatyon S-transferaz enzim aktivitelerinin anlamli bir sekilde arttigi
tespit edilmistir.

Mart 2014, 81 sayfa

Anahtar Kelimeler: Biyoassay, piretiroit direnci, neonikotinoid direnci, gamma-cyhalothrin,
imidacloprid, Spodoptera littoralis, karboksilesteraz, AChE, GST, sinerjist



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF PYRETHROID AND NEONICOTINOID RESISTANCE
OF Spodoptera littoralis (Boisd.)(Lepidoptera: Noctuidae)

Abdollah DINI POUR

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. M. Oktay GURKAN

In the current study, it is aimed to determine the resistance mechanisms developed by the Cotton
leafworm, Spodoptera littoralis (Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae) populations collected from Adana
province in 2008 and being reated under laboratory conditions against synthetic pyrethroids (gamma-
cyhalothrin) and neonicotinoids (imidacloprid).

A selection pressure was created using LCys values for 12 and 6 generations for gamma-cyhalothrin and
imidacloprid, respectively, in order to obtain insecticide-resistant strains, which revealed sensitivity
decrases for 16.85 and 9.76 fold for gamma-cyhalothrin and imidacloprid.

In order to detect the relation between the resistance mechanism and detoxification enzyme groups, three
enzyme inhibitor, S, S, S-tributilfosforotritioat (DEF), piperonyl butoxide (PBO) and diethyl maleate
(DEM) were used as synergists. In the synergistic examination for gamma-cyhalothrin, the effect of
above three synergists in LDsy values, synergism ratio (SR) were determind, 3.1, 2.1 and 3.6-fold
respectively. The results of studies for imidacloprid were achieved 1.7, 1.2 and 2-fold SR for these
synergists, respectively.

Biochemical analysis revealed that the activities of carboxylesteras, acethylcholinesteras (AChE) and
glutathione-S-transferase were found to increase by the increasing resistance ratio.

March 2014, 81 pages

Key Words: Bioassay, pyrethroid resistance, neonicotinoid resistance, gamma-cyhalothrin, imidacloprid,
Spodoptera littoralis, carboxylesterase, AChE, GST, synergists



TESEKKUR

Onemli bir tarim zararhs1 Spodoptera littoralis iizerinde, iki farkli insektisit ile
biyoassay ve biyokimyasal yontemler araciligiyla tespit ettigimiz direngte, ¢alismalarim
siiresince bana her tiirlii destegi saglayan ve calismalarimin her asamasinda beni
yonlendiren degerli danismamim Saym Prof. Dr. M. Oktay GURKAN’a (Ankara
Universitesi Bitki Koruma Anabilim Dal1) ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora ¢alismamin, 6zellikle tez yazim siiresinde, bir danisman hoca gibi, bana hem
maddi ve hem manevi destegi sunan Saym Yrd. Do¢. Dr. Umut TOPRAK’a (Ankara
Universitesi Bitki Koruma Anabilim Dal1) sonsuz tesekkiir ederim.

Bu calismanin sekillendirilmesinde ve yliriitilmesinde sagladigi 6nemli katkilar ve
yardimlarindan dolay1, tezimin izleme komitesinde 2 y1l boyunca yer alan ve ¢alismanin
yiriitiilmesinde onemli katkilar ve agilimlar saglayan degerli hocalarim Sayin Prof. Dr.
Serife BAYRAM’a (Ankara Universitesi Bitki Koruma Anabilim Dali) ve Sayin Prof.
Dr. M. Recep AY’a (Siileyman Demirel Universitesi Bitki Koruma Anabilim Dalr)
tesekkiir ederim.

Caligmamda, bana her tiirlii yardim1 ve destegi sunan degerli meslektaslarim ve sevgili
arkadaslarim Sayin Tugba ERDOGAN’a, Sayin Yeliz DEMIRCi’ye ve Sayin Ahmad
HEKMAT KASHTIBAN’a tesekkiir ederim.
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sabir i¢in anneme, babama ve esime de ¢ok tesekkiir ederim.
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Ankara, Mart 2014



ICINDEKILER

TEZ ONAY SAYFASI

ETEK .o i
OZET ...t ii
ABSTRACT e re e ii
TESEKKUR ......oooviiiiiiiceeeee et enas s st n s na st an s ene s aan s iv
SEKILLER DIZINI .......oooviiiiieeeeeeeee e vii
CIZELGELER DIZINT ........cooviiiieiceeeeeeeeeeeee e, ix
Lo GIRIS ettt 1
1.1 Insektisitlerin SIflIANAIFIIMA ...............cooooiiiiiiieeeieeeeeeee e, 5
1.2 Zararhi BOcCeKIer ...............cccooiiiiiiiii e 6
1.2.1 Pamuk yaprak kurdu Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae)........ 7
1.3 Direng ve Tipleri..........cccoooiiiiiiiiiiii s 7
1.3.1 Davranissal direnc..........c.coooiiiiiiiiiiiie e 9
1.3.2 Morfolojik direnc .............ccooouiiiiiiiiiiiieec e s 10
1.3.3 Metabolik direng ...........cccoooiiiiiiiiiii s 10
1.3.4 Capraz dilreNC ..........coveiiiiiiiiiie e 11
1.4 insektisitlerin Etki Mekanizmalarina Gore Siiflandirmalarni..................... 11
1.5 Direncin Saptanmast............cocoviiiiiiiiiioiiii i 14
1.5.1 Geleneksel BiyoanalizIer ... 15
1.5.2 Biyokimyasal @nalizIer..............cccooiiiiiiiieic e 15
1.5.3 Molekiiler analizler ....................ccooiiiiiiii i 15
1.5.4 BagiS1KIK testleri.............coooiiiiiiiiii e 15
1.6 DEtOKSITIKASYON ..ot 16
1.6.1 Detokifikasyon enzimIeri ... 18
1.6.1.1 Sitokrom P450 MONOOKSIJENAZ ........cccccvviieiieiieiiesieee e 18
1.6.1.2 GST (Glutatyon S-Transferaz) .........cccceoevereneniseiieesieiese e 19
1.6.1.3 ESTEIAZIAN .....cuviiiiicec e 19
1.7 Sentetik Piretroitlere Kars1 Goriilen Direncg .................ccccoooiiiiiinnen. 20
1.8 Imidakloprid’e Karst Goriilen DIirenc ............c.co.cccoovevrvreieeerensenesesenenes 22
2. KAYNAK OZETLERI ......ooooiiiiiiii e 23
3. MATERYAL VE YONTEM ........c..cooooiviiiieeeiieeeeee oot sen s 30
L IMALEIYAL ... s 30
B2 YOMERINL ...ttt e e 32
3.2.1 Spodoptera littoralis popillasyonlari................c.ccociiriiiiiiiinene e 32
3.2.2 Biyoassay ve seleksiyon ¢alismalari..................cccooooiiiniiiin 33
3.2.3 Sinerjistik calismalar ...............cccoooiiiiii 35
3.2.4 Biyokimyasal ¢calismalar..................ccooooiiiiiiii 35
3.2.4.1 Protein miktarmin Olciimi...............cccoooiiiiiiii 35
3.2.4.2 Toplam karboksilesteraz enzim aktivitesinin belirlenmesi...................... 37
3.2.4.3 Asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin belirlenmesi ..........cccccccveeiiiinne. 37
3.2.4.4 Glutatyon S-transferaz (GST) enzim aktivitesinin belirlenmesi .............. 38
3.2.5 Istatistiksel degerlendirme .................c..ccoovveeueieiceeiieeieece e 38
4. BULGULAR ve TARTISMA ... ..o 39
4.1 Biyoassay ve Seleksiyon Calismalart..............cccoocooiiiiiiiiniiiineies e 40
4.2 Sinerjistik Calismalari................ccooooiiii 46



4.3 Biyokimyasal SONUCIAr .............cccoooiiiiiiiiii 51

4.3.1 Karboksilesteraz enzim aktivitesinin ol¢ciimii....................ccccoooiiiiinnen ol
4.3.2 Asetilkolinesteraz (AChE) enzim aktivitesinin 6l¢iim sonuclari ................. 56
4.3.3 Glutatyon S-Transferaz (GST) enzim aktivitesinin 6l¢iim sonuglari.......... 61
B4 ONELIIET ... ettt 66
KAYNAKLAR ettt ettt be e be e ne e 68
EILER .ttt 77
EK 1 Yapay besin hazirlama prosedilril.............ccccoooviiiiiiiiiiniiiece 78
EK 2 Ergin besin hazirlama prosediirii ...............ccccoooevvviiiiiiiniie e 79
OZGECMIS ..ottt sttt 80

Vi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1 Pestisitlerin kullanim amaglarina gore siniflandirilmast............................ 3
Sekil 1.2 Pestisit gruplarina gore diinyada tarim ilaci kullanimi.............................. 4
Sekil 1.3 Pestisit gruplarina gore Tiirkiye’de tarim ilaci kullanimai......................... 4
Sekil 1.4 Tiirkiye’deki pestisit iiretim miktar trend analizi.................oocvieiiiin... 5
Sekil 1.5 Direng gelisimini etkileyen ana faktorler..................coooiiiiiiiiii .. 8
Sekil 1.6 Detoksifikasyonun genel biyokimyasal mekanizmasit............................ 16

Sekil 1.7 Insektisit kimyasal siiflarinin detoksifikasyonuna etkili fizyolojik

MEKaNIZMalar. ... ..o 17
Sekil 1.8 Voltaj kapali sodyum kanali..............cooiiiiiiiiiiiiiii e 21
Sekil 3.1 Sinir hiicresinde bulunan sodyum ve potasyum iyon kanallari.................. 31
Sekil 3.2 Spodoptera littoralis popiilasyonlari yetistirme kaplari........................... 33
Sekil 3.3 Deneme kaplarin hazirlamasi..............ooooiiiiiiiiiiii i, 34
Sekil 3.4 Ilacli yaprak disklerin KUrutmast................ooouiiniuniiiiiiieeieieenn, 34
Sekil 3.5 Biyoassaylerde kullanilan Spectrophotometer...................coocoiiiiiin. 36
Sekil 4.1 Spodoptera littoralis popiilasyonlarinin gamma-cyhalothrin’e karsi
gosterdikleri probit doz LCso ve LCq degerlerin egril................ooeoene.l. 42
Sekil 4.2 Seleksiyon popiilasyonlarinin LCsg Ve LCgp’a gore direng orant..................... 42
Sekil 4.3 Olmiis prepupa doneminde olan S. littoralis.......................cooeeeiin. 44

Sekil 4.4 Spodoptera littoralis popiilasyonlarmin imidakloprid’e karsi

gosterdikleri logaritmik ppm doz LCsg egrileri.............oooeviiiiiiiiiiain. 44
Sekil 4.5 Spodoptera littoralis popiilasyonlarinin imidakloprid’e kars1

gosterdikleri logaritmik ppm doz LC7s egrileri...........oooovviiiiiiiiiinnns. 45
Sekil 4.6 Gamma-cyhalothrin’in farkli sinerjistler ile kullanilarak elde edilmis,

direngli ve hassas populasyonda sinerjizim oranlarinin (SR LCsg/ g0)

Sekil 4.7 Imidakloprid’in farkl: sinerjistler kullamlarak elde edilmis direngli ve
hassas populasyonunda sinerjzim oranlarinin (SR LCsg e 90) grafigi.......... 50
Sekil 4.8 Gamma-cyhalothrin ile selekte edilen populasyonun karboksilesteraz

enzim aktivitesi grafii............oooiiiiiii i 54

vii



Sekil 4.9 Imidakloprid ile selekte edilen populasyonun karboksilesteraz

ENZIM AKEIVIEEST. ..ttt ettt e 56
Sekil 4.10 Gamma-cyhalothrin ile selekte edilen populasyonlarin AChE

enzim aktiviteleri..... ... i 59
Sekil 4.11 imidakloprid ile selekte edilen populasyonun AChE enzim aktivitesi

Lo 1 Sy 61
Sekil 4.12 Gamma-cyhalothrin ile selekte edilen populasyonun GST enzim

AKEIVILEST ZrafiZl. ..ottt 63
Sekil 4.13 Imidakloprid insektisidi ile selekte edilen populasyonlarin GST

enzim aktivitesi grafii.........oooviiiiiiiniii i 65

viii



CIZELGELER DIiZiNi

Cizelge 4.1 Spodoptera littoralis popiilasyonlarin gamma-cyhalothrin’e
kars1 gosterdikleri probit Sliim verileri............oooviiiiiiiiiii i, 41
Cizelge 4.2 S. littoralis popiilasyonlarin imidakloprid’e kars1 gosterdikleri probit
OlUM VETIIOTT. .ottt 43
Cizelge 4.3 PBO, DEM ve DEF’in hassas ve direngli (F12) Spodopteralittoralis
poplilasyonlarinda gamma-cyhalothrin’e kars1 sinerjistik etkileri........... 47
Cizelge 4.4 PBO, DEM ve DEF’in hassas ve direngli (F6) Spodoptera littoralis
poplilasyonlarinda imidacloprid’e karsi sinerjistik etkileri................... 49
Cizelge 4.5 Gamma-cyhalothrin ilaci ile selekte edilen populasyonlarin
karboksilesteraz enzim aktiviteleri............oooviiiiiiiiiiiiiii 52
Cizelge 4.6 Gamma-cyhalothrin insektisidi ile selekte edilen karboksilesteraz
enzimin farkli dollerde verilerin istatistiksel analizleri........................ 52
Cizelge 4.7 Gamma-cyhalothrin insektisidi ile selekte edilen gruplanmis
karboksilesteraz enzim degreleri...........ooovviiiiiiiiiiiiii e 53
Cizelge 4.8 Imidakloprid ilaci ile selekte edilen populasyonlarin karboksilesteraz
enzim aktiviteleri. ... ..o oo 54
Cizelge 4.9 imidakloprid insektisidi ile selekte edilen karboksilesteraz enzimin
farkli dollerde verilerin istatistiksel analizleri......................c 55
Cizelge 4.10 Imidakloprid insektisidi ile selekte edilen gruplanmis karboksilesteraz
enzim degreleri.........ooiii i 55
Cizelge 4.11 Gamma-cyhalothrin ilaci ile selekte edilen popiilasyonlarin
asetilkolinesteraz enzim aktiviteleri.................cooi 57
Cizelge 4.12 Gamma-cyhalothrin insektisidi ile selekte edilen popiilasyonlarin
farkli dollerde AChE enzimi miktarlarinin istatistiksel analizi.............. 57
Cizelge 4.13 Gamma-cyhalothrin insektisidi ile selekte edilen gruplanmis AChE
eNZIM deGreleri. ... ooviit it 58
Cizelge 4.14 Imidaklopridile selekte edilen popiilasyonlarm asetilkolinesteraz
eNZim aKEIVItRLETT. . ... ettt 59
Cizelge 4.15 Imidakloprid insektisiti ile selekte edilen AChE enzimin farkli

dollerde verilerin istatistiksel analizleri........oooovieeeinii i, 60



Cizelge 4.16 Imidakloprid ile selekte edilen gruplannmis AChE degreleri................. 60
Cizelge 4.17 Gamma-cyhalothrin ilaci ile selekte edilmis popiilasyonlarin GST

enzim aktiviteleri.... ... ..o i 62
Cizelge 4.18 Gamma-cyhalothrin insektisiti ile selekte edilen GST enzimin farkli

dollerde verilerin istatistiksel analizleri..................c.oooiii 62
Cizelge 4.19 Imidakloprid ilact ile selekte edilen popiilasyonlarin GST enzim

4 [ <453 (<) o 63
Cizelge 4.20 Imidakloprid insektisiti ile selekte edilen GST enzimin farkl1 déllerde

verilerin istatistiksel analizleri..................cooiiii 64
Cizelge 4.11 imidakloprid insektisidi ile selekte edilen gruplanmis AChE enzim

AEGICICTI. ..t 64
Cizelge 4.22 Gamma-cyhalothrin (VANTEX) ve imidakloprid ile selekte edilmis

en son jenerasyonlari ve hassas popiilasyonu karsilastirilmast.............. 65



1. GIRIS

Diinya nufusu hizli artisi ile beraber, insanlarin gida ihtiyact da artmaktadir. Bu ihtiyaci
kargilamak amaci ile tarim alanlardan daha fazla iirlin elde edilmesi gerekmektedir.
Pestisitler kimyasal bir grubu olarak tarimda, tarim {iriinlerde zarar yapan ve hastalik
tasiyan vektorlere karsi, sikliklad kullanilmaktadir. Pestisidin gesitli tanimlar1 vardir;
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), madde veya madde karisimi olarak,
insan veya hayvan hastaliklar1 tasiyan vektorlere, depolama veya gida pazarlamada,
bitkilerin tiretiminde, tarim iriinleri, ahsap ve ahsap iirlinleri ve hayvan yemlerinde
zararli olan ve miidahale eden bdcekler, akarlar veya diger zararlilarin 6nlemesi veya

kontrol altinda tutma amaci igin tasarlanmistir (Jeyaratham 1990).

Zararlilarin, yabanct otlarin ve hastaliklarin tarimsal iiretimde neden oldugu kayiplar,
ortalama olarak % 20 — 40 arasinda degismektedir. Bu kayiplar hasat, depolama,
kurutma, isleme asamalarinda da devam etmektedir. Diinya hububat iiretiminde, bu
kayiplar yaklasik % 20’si hasat oncesi ve hasat sonras1 asamalarda ortaya ¢ikmaktadir.
Pestisitler, tarim zararlilarinin verdikleri zararlar1 azaltmaktadir. Bunun sonucunda da
kalite ytlikselmekte, iiretim ve ekonomik geri doniis ise artmaktadir. 1940’1 yillardan
beri pestisit kullanimi, tarimsal iiretimi arttiran en 6nemli faktor olarak bilinmektedir
(Y1ildiz vd. 2000).

Giliniimiizde tarimsal ilaglardan faydalanilmasi, tarim {riinlerini korumak ve acglik
tehlikesini 6nlemek igin tarimsal miicadelede bir zorunluluk haline gelmistir ve bu

nedenle tiim diinyada tarimsal ila¢ kullaniminda artis gézlenmistir (Ozel 2004).

Tarimsal iiretimde kayba neden olan zararlilar, hastalik ve yabanci otlarla miicadelede,
pestisitlerin kullanilmast kaginilmazdir. Ancak kimyasal miicadelenin sahip oldugu
bircok avantajlarinin yaninda, g¢evre kirligi, insan sagligina olan tehlikeleri, hedef
olmayan boceklerin etkilenmesi ve direngli popiilasyonlarin  olusmas1  gibi
dezavantajlar1 da kagimilmazdir. Giiniimiizde beslenme sorunu artarak devam
etmektedir. Ozellikle gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde aglik hala Sliimlerin

birinci nedenidir. Artan niifusa ragmen, mevcut tarim arazileri, erozyon, yeni tarim



arazilerinin agilmamasi, tarim alanlarinin sanayi bdlgelerine doniismesi ve yeni yollarin
yapilmasi gibi nedenlerden dolay1 daha da kii¢iilmektedir. Bu agidan tarim alanlarindan
en yiksek miktarda verim alinmasi, tek hedef olarak ©nemsenmektedir. Verimin
arttirilmasi i¢in giibreleme, sulama ve toprak isleme gibi kiiltiirel yontemler yaninda
birgok kiiltiir bitkisinde ise hastalik, zararlilar ve yabanci otlarla miicadele
kagmilmazdir. Son yillarda biyoteknik yontemler sayesinde zararlilara ve hastaliklara
kars1 gelistirilen dayanikli bitki g¢esitleri, artan niifusun tarimsal iirlin ihtiyaglarin1 ve
bitki koruma problemlerini tam olarak ¢ozememistir. Diinyada, tarim tiretimleri ve bu
tiriinlerin kalitesinin arttirilmasi igin, tarim ilaglarinin kullanilmasi vazgegilmez hale
gelmektedir. Aksi takdirde, tarim ilaglart kullanilmadigi durumlarda {iriin kayiplari
meydana gelebilmektedir. Kimyasal miicadele de, genelde pestisitler ve ozellikle
insektisitler, akarisitler, fungusitler vb. kimyasal maddeler kullanilmaktadir (Sekil 1.1).
Bu kimyasal maddeler tarim {irlinii iiretiminin ekim, hasat, depolama ve tasinmasi gibi
farkli asamalarinda, herhangi bir zararliya veya yabanci otlara karsi kullanilmaktadir.
Tarim iriinlerinde zarar yapan, herhangi bir bocek veya hastaligi kontrol amaciyla
uygulanan kimyasal madde veya madde karigimlarina pestisit veya tarim ilact adi
verilmektedir (Tiryaki vd. 2010).

Glinliimilizde bitkisel {iretimde fiziksel miicadele, mekaniksel miicadele, biyoteknik
miicadele, biyolojik miicadele, kimyasal miicadele, karantina onlemleri ve kiiltiirel
Onlemler gibi yontemler, verim iizerinde olumsuz etki yapan etmenlere karsi
kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda kimyasal miicadele en c¢ok tercih edilen
yontemlerden biri olarak uygulanmaktadir. Bu yontemin diger yontemlere gore daha
fazla tercih edilmesinin nedeni, genellikle daha az isgiicii ve masrafla genis alanlarda
miicadele yapilabilmesi, uygulanmasinin daha kolay olmasi ve kisa zamanda etkili
sonug alinabilmesi gibi avantajlara sahip olmasidir. Ancak bu kapsamda uygulanan
yontemin hem {irlin miktarini ve iirtin kalitesini arttirmasi, hem de ekonomik olmasi

gerekmektedir (Delen vd. 2002).
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Sekil 1.1 Pestisitlerin kullanim amaglarina gore siniflandirilmasi (Tiryaki vd. 2010)
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Sekil 1.2 Pestisit gruplarina gore diinyada tarim ilact kullanimi (Tiryaki vd. 2010)

16%
Fungusitler

Sekil 1.3 Pestisit gruplarina gore Tiirkiye’de tarim ilact kullanimi (Tiryaki vd. 2010)

Insektisit veya bocek ilaci, boceklere karst  kullanilan  pestisitlerin - bir  ¢esididir.
Insektisitler boceklere karsi, yumurta, larva (nimf) veya ergin ddnemlerine
kullanilmaktadir. Larvalara ve yumurtalara karsi uygulanan preparatlara sirasiyla
larvisid ve ovisid gibi 6zel adlar da verilmektedir. Bocek Oldiiriiciiler ziraat, tip, ev i¢i
ve endiistri alanlarinda kullanilabilmektedir (Sekil 1.2). Insekisitler 20. yiizyilda

tarimsal verimlilik artistnin arkasindaki en &nemli faktorlerden biridir. insektisitlerin



birgogu insanlar i¢in zararhidir (Anonymous 2013a). Delen vd. (2008) bildirildiklerine
gore, Turkiye’de yillik pestisit tiiketimi, yillik inis ve ¢ikiglara ragmen, 1979-2007
yillar1 arasinda % 270 oraninda artmistir (Sekil 1.3 - 1.4).

Toplam Uretim Icin Trend Analizi
Linear Trend Model
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Sekil 1.4 Tirkiye’deki pestisit liretim miktari trend analizi (Kizilaslan vd. 2011)

Avrupa ve kuzey Amerika gibi gelismis lilkeler, pestisitlerin ¢evre ve insan saghigi
acisindan risklerini ciddi bi¢imde degerlendirmektedirler. Bir yandan pestisitleri ¢ok
bilingli ve dikkatli kullanirlarken, diger yandan da riskli pestisitlerin kullanimlarin
kisitlamakta ya da tamamen uygulamadan kaldirilmaktadirlar. Giliniimiizde tiim
tilkelerde, tiiketilen pestisitlerin saglik ve cevre kirliligi gibi kriterler agisindan

incelemesi, ciddi bir konu olarak arastirilmaktadir (Canik vd. 2012).
1.1 insektisitlerin Siiflandirilmasi

Insektisitlerin etki mekanizmalar1 ve boceklerde etkileyen hedef bodlgere gore IUPAC

(2006) tarafindan belirtilen genelde dort gruba ayrilabilmektedir:



e Sistematik ilaglar: Bitkilere wverilir. Bitkiler {izerinden beslenen bdcekler
insektisidi agi1z yolu ile biinyelerine alarak oSliirler.

e Temas insektisitleri: Boceklere dogrudan temas ettirilerek kullanilir. Pestisit
uygulamasinin etkinligini arttirmak i¢in genellikle kiiciik damlaciklar seklinde
kullanilirlar.

e Fiimigasyon: Zararli oldugu diisliniilen akar, bocek ve bakteriler, kapali bir
ortamda gaz halde kimyasal maddeler (fiimigant) verilip bogularak dldiiriiliir.

e Bitkiye entegre edilmis koruyucular (PIP): Genetik modifikasyondan sonra,
bitkiler tarafindan iiretilen insektisit maddelerdir. Ornegin, belirli bir Bacillus
thuringiensis biyosidal proteini kodlayan bir gen, kiiltiir bitkisinin genetik
materyaline dahil edilir. Daha sonra, bitki ilgili proteini iiretmeye baslar ve

insektisit etkisi ortaya ¢ikar (Anonymous 2013b).

Her ne kadar insektisitlerin kullanilmasinin bazi yararlari olsa da insanlar ve diger
hayvanlar i¢in potansiyel toksik etkileri nedeniyle birgok soruna yol agabilmektedir.
Insektisitlerin tiimii, ekosistemleri degistirme potansiyeline sahip olmalari, insanlar igin
zehirli olmalar1 ve besin zincirinde birikme olasiligindan dolayr her zaman kontrolli
kullanilmalar1 gerekmektedir. insektisitler kullanilirken tarimsal ihtiyaglarin gevre ve
saghk sorunlar1 ile dengelenmesi her zaman bir gereklilik olarak onemsenmektedir
(Ziilkiif 2010).

1.2 Zararh Bocekler

Yeryiizlinde, bocekler en yaygin bulunan ve en fazla tiire sahip olan canli sinifidir.
Ancak % 0,51 insanlara kars1 zararli olabilmektedir. Baz1 bocekler insan sagligi i¢in
sorun yapabilmekte, tarim bitkileri, siis bitkileri, ya da dogal bitkilere zarar vererek yok
edebilmektedir. Tarim, artan diinya niifusunun yeteri kadar beslenebilmesi agisindan en
onemli sektorlerden biri olarak bulunmaktadir. Diinyada aclik sorunu, kiiresel bir
felaket haline gelmektedir. Dolayisiyla artan besin ihtiyacinin karsilanmasi i¢in tarimsal
tretimde hem verimin hem de kalitenin yiikseltilmesi gerekmektedir. Bu ac¢idan tarim
triinlerine ortak ¢ikan ve lriinlerin biiylik kayiplarina neden olan tarim zararhilarla

miicadelede, son elli yilda kimyasal miicadele kesin bir ¢6ziim olarak kullanilmaktadir.



Insektisitlerin  bilingsiz kullaniminin  dezavantajlarindan  bazilar;, insanlar igin
kanserojen etki yapmasi, mutajen ve teratojen olmasi, agir hastaliklara yol agmasi, bitki
ve hayvan tiirlerini yok etmesi ve yer alt1 sularina karisarak ¢evre kirlenmesi ve hedef

alinmayan diger organizmalar etkilemesi gibi sorunlar sayilabilir (Topuz 2005).

1.2.1 Pamuk vyaprak kurdu Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera:
Noctuidae)

Spodoptera littoralis (Boisd) polifag bir zararlidir (Brown vd. 1975). S. littoralis
ekonomik agidan 6nem tasiyan 87 konukguya sahiptir (Salama vd. 1970). S. littoralis
tropikal ve subtropikal bolgelerde lepidopterler arasinda tarim iriinlerine zarar verme
acisindan en onemlilerinden biridir. Tiim yi1l boyunca ekonomik agidan 6nemli olan
birgok bitki tizerinde ciddi hasarlar yapabilmektedir. Pamukta yapraklarda, tohumlarda,
cicek tomurcuklarinda ve bazen kozalarda ciddi zarar yapabilir. Yer fistigina bulasma
oldugunda, larvalar beslenmek i¢in 6ncelikle bitkinin geng yapraklarini segmektedir.
Ancak, yogun populasyonlarda, her biiyiiklikdeki yapragi besin olarak
tiketebilmektedirler. Bazen toprakta olgunlasmaya yeni baslamig tohumlara dahi
yiyebilmektedir. Domates bitkisinde, larvalar meyve igine delik agarak girer ve bdoylece
tiikketim igin uygun olmayan meyve haline gelir. Ozellikle larvalar daha birgok bitkinin
yapraklari ile beslenir (Anonymous 2013c).

1.3 Direnc ve Tipleri

Pestisitler kullanilarak yapilan kimyasal miicadele yonteminin avantajlarin yaninda,
bitkisel tiriinlerde kalint1 birakmalari, hedef organizmalarda pestisite kars1 dayaniklilik
olusmasi, istenmeyen organizmalari da hedef almasi, gevre ve insan saghgi iizerinde
olumsuz etkilerinin bulunmasi bu miicadele yonteminin dezavantajlar1 arasinda yer
almaktadir. Pestisit direnci, bir zararliya karsi bir pestisidin c¢ok tekrarli olarak
kullanilmasiyla ortaya ¢ikan ve ayni doz daha Once etkiliyken, daha sonra etkisini
gostermeyerek duyarliliktaki azalma ile agiklanabilir. Pestisit direncinin gelismesi,
zararl popiilasyonunda, canli kalan bireyler (dogal seleksiyon) ile ifade edebilir. Diger
bir deyisle, pestisit direncinin gelismesiyle zararlinin hayatta kalmas: ve bu 6zelligin

genetik olarak nesilden nesile gegmesidir (Anonymous 2013d).



Belirli pestisitlerin ¢ok tekrarli olarak kullanilmasi, zararli organizmalarda seleksiyon
baskist sonucunda direncgli popiilasyonlarin olugsmasina neden olmaktadir (Sekil 1.5).
Genellikle kisa yagam dongiilii ve yillik dol sayilar fazla olan zararl tiirlerde ¢ok kisa
stirede direng gelismesi olasilig1 yiiksektir. Direngli popiilasyonlar tarim tireticilerinin
daha sik araliklarla ve daha yiiksek dozda ilaglama yapmalarina neden olmaktadir. Bu
davranig diren¢ probleminin artisina neden olurken, cevre kirliligine de neden
olmaktadir. Ayn1 zamanda yogun ve fazla pestisit kullanimi, kisa siirede ekosistemdeki
dogal baski unsurlarina zarar vermekte ve bunun sonucu olarak o giine kadar bazi
zararli popiilasyonlar1 ekonomik oranda zarar olusturmazken bazi zararh

popiilasyonlarin artisina yol agabilmektedir (Y1ldiz vd. 2000).

Nadir bir direng Direncin artmasi
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Sekil 1.5 Direng gelisimini etkileyen ana faktorler (Anonymous 2013e¢)

Pestisit iireten firmalar, irlinlerindeki basarisizliklar1 saha (tarla) direnci olarak
adlandirmay1 daha cok tercih etmektedirler. Ornek olarak, insektisit Diren¢ Calisma

Komitesi (IRAC), insektisit direncini, bir zararli popiilasyonunda, kalitsal duyarlilik



degismesi olarak adlandirmaktadir. Bir zararl tiir i¢in etiketin {izerinde yazan kullanim
miktart uygulandiginda, zararli popiilasyonu ekonomik zarar esigine ulastiginda tekrar
yapilan ilaglamanin basarisiz oldugu goriilmektedir. Arthropodlarin ve Ozellikle
boceklerin insektisitlere kars1 direng ile ilgili ilk bilimsel rapor, San Jose kabuklubiti’ye
kars1 siklikga kullanilmakta olan kiikiirt-kire¢ karigimindan eskisi kadar etkili

olmadiginin bildirilmektedir (Melander 1914).

1914 ile 1946 yillan1 arasinda, organik madde olmayan insektisitlere karsi toplam 11
direngli tiir daha kaydedilmistir. DDT gibi organik insektisitler, insektisit direnci
sorununa kesin ¢oziim olarak umut olmustur. Ancak ne yazik ki, karasinek iizerinde
1947 yilina kadar DDT ile yapilan g¢aligmalar sonucunda bu sinegin DDT’ye karsi
duyarsizlik kazandigi saptanmistir. Her yeni ¢ikan insektisit smifinin (cyclodienler,
karbamatlar, formamidinler, organik fosforlu, piretroitler) 20 yil iginde g¢esitli

organizmalar tizerinde direng olusturdugu ortaya ¢ikmistir (Anonymous 2013f).

Kimyasal savasimda pestisitlerin ve 6zellikle insektisitlerin yogun, gereksiz ve bilingsiz
kullanimi, dogal dengenin bozulmasi, ¢evre kirlenmesi ve bir¢ok bocek ve akarlarin
hizli bir sekilde diren¢ kazanmasinin sorumlusudur (Stumpf ve Nauen 2001). Bir
popiilasyonda, duyarli olan bocekler, insektisitler tarafindan ortadan kalkilir ve direngli
boceklerin orani artmaya baglar. Nitekim direngli boceklerin sayisi, hassas bireylere
gdre artar ve insektisit artik etkisiz hale gelir (Giray 1977). Insektisitlere kars1 goriilen
direncin gelismesi; biyolojik, genetik ve islevsel faktorler gibi ii¢ ana gruba
ayrilabilmektedir. Ureme hizi, biyolojik go¢, yilda verilen dél sayist ve her dolde
olusturan birey sayis1 gibi faktorler, biyolojik faktor olarak sayilabilmektedir. Genetik
faktorler, diren¢ genlerinin frekansi ve baskinligi, direngli bireylerin basarisi, farkli
direng alellerinin basaris1 seklinde ifade edilebilmektedir. Islevsel faktorlerde ise
insanlar tarafindan insektisitlerin uygulanmast ve ilacin etken maddesi sayilabilir

(Kogak 1998).

1.3.1 Davramssal direng

Baz1 boceklerin, toksinin varliginin farkina varmasi ve ondan kagmasidir. Bu direng



mekanizmas1  ¢esitli  insektisitlere  karsi  tespit edilmistir  (Organoklorinler,
Organofosfatlar, Karbamatlar ve Piretroitler). Boyle durumlarda bdoceklerde
beslenmenin durmasi veya bocegin ilaglanan bolgeden kagmasi gibi hareketler

goriilmektedir (Anonymous 2012).

Bir bocegin hayatta kalma sansin1 artirmasi i¢in kaginma gibi davranislari direng olarak
tanimlanabilir. Ornegin, yumurtlamak igin, Plutella xylostella (L.) erginleri pestisitlere
karst davranis degisikliklerinden biri, kaginma davramisi olarak gozlenmistir. P.
xylostella 'nin, yumurtalarini birakmak igin insektiside maruz birakilan bitkiler tizerinde
bir se¢im yapmasi gerektiginde disilerin yumurtalarini sap ve yapraklar yerine bitkinin

topraga yakin bolgelerine birakmayu tercih ettikleri gortilmiistiir (Sarfraz vd. 2005).
1.3.2 Morfolojik direng

Dayanikli bocekler, toksin maddesini hassas boceklere gére daha yavas biinyelerine
almaktadir. Ornegin derileri sik killi olan bdceklerde ilag bocegin viicudun temas
edemez ve duyarsizlik ortaya c¢ikar. Bu direngte, en dista olan kiitikiil tabakasi

gelismekte ve boylece kimyasal maddelerin gegirmesini yavaslatmaktadir (Ay ve Sokeli
2005).

1.3.3 Metabolik direng

Dayanikli boceklerde toksini viicutta yok etme hizi1 daha yiiksek olmakta ve bocek bu
sekilde toksin molekiillerinden kurtulabilmektedir. Metabolik direng, en yaygin ve en
cok meydana gelen duyarsizligin nedeni olmaktadir. Kalitsaldir ve bdcekler
insektisitleri parcalamak i¢in enzimatik sistemlerini kullanarak, bazen genis spektrumlu
aktiviteye sahip olup, cesitli ilaglardan kurtulabilmektedirler (¢apraz direng)
(Anonymous 2013g). Bazen bocekte toksin maddenin baglandigi bolge, insektisitlerin
etkisini diisiirme amaciyla degisip baskalasiyorsa hedef yeri degistirilmis direng s6z
konusu demektir. Bu mekanizma, diren¢ mekanizmalar1 arasinda ikinci sirada onem

tagimaktadir (Anonymous 2013g).
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1.3.4 Capraz direng

Cogu durumda, etkili dozun artmasi ile ilgili direng sadece 6zel bir segici ilag grubuna
karst olusmamaktadir. Ayn1 zamanda diger ilgili kimyasal bilesiklere karsi, ¢apraz
direncin sebebi de olabilmektedir. Belirli bir kimyasal (ilag) grubu olan bilesikler,
genellikle zararli iginde ortak bir hedef bdlgeyi hedef alan ve bdylece ortak bir etki
mekanizmasini paylasabilmektedir. Genetik degisiklikte hedef yerinde bdyle bir direng
gelismesi ¢ok yaygindir. Bu durumda, hedef yeri ile selektif ilacin etkilesimi
zayiflamakta ve bilesik, pestisit etkinligini kaybetmektedir. Kimyasal alt gruptaki ortak
bir etki mekanizmaya sahip olan tiim bilesiklerinden ortaya ¢ikan direngler, ayn alt
gruptakinden olan tiim bilesiklere kars1 ¢capraz direng risk olasiligini da yiikseltmektedir
(Anonymous 2013h).

Duyarsizlik, dogrudan ilag ile etkilesimde olan hedef molekiil(ler)de bir degisiklik
olmasi durumunda hedef yeri duyarsiz hale gelip, bocekte hedef olan toksik maddenin
etkisini kaybetmesi demektir. Bu da genetige bagli olan kalitsal bir yetenegi olarak,
nesilden nesile gegebilmektedir (Pittendrigh vd. 2008).

1.4 insektisitlerin Etki Mekanizmalarina Gore Simiflandirmalari

IRAK (Insecticide Resistance Action Committee) tarafindan smiflandirismis olan

insektisit gruplari:

e Sinir ve kas hedefleri
Giiniimiizde ¢ogu insektisitler sinir ve kaslar iizerinde etkilidir (piretroitler). Bu
insektisidler genelde hizli etki gosterir.

e Asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleri
Karbamatlar ve organofosfatlar gibi bazi insektisitler, AChE'yi engellemek (inhibe
etmek) durumunda, asir1 uyarimi yol agmaktadir. AChE sinapslarda sinir uyarici
norotransmiter asetilkolin faaliyetini sonlandiran enzimidir.

e GABA (Gamma-Aminobutirik Asit) klorid kanal kapilar1 antagonistleri
GABA-aktivesi kloriir kanali bloke ettigi taktirde, asirt uyarilma ve kisilmalar neden

olmaktadir. GABA boceklerde en oOnemli Onleyici norotransmitterdir (Grnegin
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cyclodiene ve organoklorlar).

e Sodyum kanah modiilatorleri
Sodyum kanallarinin agik tutulmasin asir1 uyarima neden olup ve bazi durumlarda, sinir
blogu ortaya ¢ikmaktadir. Sodyum kanallar1 sinir aksonlar1 boyunca aksiyon
potansiyellerinin yayilmasi rol oynamaktadir (piretroitler, piretrinler ve DDT).

e Nikotinik asetilkolin reseptorii (nAChR) agonistleri
nAChR'lerde asetilkolin agonist eylemini taklit ederek asirt uyarima neden olmaktadir.
Asetilkolin  bocegin  merkezi sinir sisteminde ana uyarici ndrotransmitterdir
(neonicotinoidler).

e Nikotinik asetilkolin reseptorii (nAChR) allosterik modiilatorleri
NAChR'lerin allosterik aktive gostermesi sinir sisteminin asirt uyarimina neden
olabilmektedir (Spinosinler).

e Kloriir kanah aktivatorleri
Aktivitesi degistirilmis glutamat-kapili klorid kanallar1 (GluCls) felce neden
olabilmektedir. Glutamat boceklerde Onemli bir ndrotransmitter Onleyicisidir
(avermektinler, milbemisinler).

e Secici Hemiptera besleme inhibitorii
Eksik tanimlanan MoA, yaprak biti ve beyazsineklerde besleme secici inhibisyonuna
neden olmaktadir (pimetrozin, flonikamid).

¢ Nikotinik asetilkolin reseptorii (nAChR) kanal inhibitorii
NAChR iyon kanali bloke olmasi, sinir sisteminin bloke olmasma ve felce neden
olmaktadir (Nereistoksin analoglari).

e Oktopamin reseptorii agonistleri
Oktopamine reseptorlerin aktive edilmesinde asir1 uyarilmaya yol a¢maktadir.
Oktopamin bdcegin adrenalin  hormonuna esdeger olarak, kavga ya da ugus
noérohormonudur (amitraz).

e Gerilime bagh sodyum kanal inhibitorii
Sodyum kanallarinin bloke edilmesi, felce neden olmaktadir. Sodyum kanallari sinir
aksonlart boyunca aksiyon potansiyellerinin yayilmasini saglar (indoxacarb,
metaflumizone).

e Riyanodin reseptor modiilatorleri

Kas riyanodin reseptorlerinin aktive olmasi ile kasilma ve felg goriilebilmektedir.
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Riyanodin reseptorleri, kalsiyumun hiicre ici depolarindan, sitoplazmaya salgilanmasini
saglamaktadir (Diamidler).
Bocek gelisimi, iki temel hormon olan jiivenil hormon ve ekdison hormonu dengesi
tarafindan kontrol edilir. Bocek biiylime diizenleyicileri, bu hormonlarin birisini taklit
etmektedir veya dogrudan kiitikiil olusumu / ¢okelmesini ya da lipid biyosentezini
bozmaktadirlar. Bu sistemle tek hedef {izerinde etkili insektisitler, yavas etki
gostermektedir.

e Jiivenil hormonu taklit edenler
Baskalasim doneminde uygulanan bu bilesikler, baskalasimi bozmakta veya
onlemektedir (Juvenil hormon analoglari, Fenoxycarb, Pyriproxyfen).

e AKkar biiyiimesi inhibitorleri
Etki sekli (MoA) akar biiyiimesini oOnlemektedir (Clofentezine, Hexythiazox,
Diflovidazin).

¢ Kitin biyosentezi onleyicileri
Kisaca tanimlanan MoA, Kitin biyosentezini engellemektedir (Benzoylureas).

e Deri degistirmesini bozan onleyiciler
Kisaca tanimlanan MoA, deri degstirme mekanizmasini1 bozmaktadir (Buprofezin).

e Ekdison reseptorii agonistleri
Deri degistirme hormonunu (ekdizon) taklit ederek, erken gelismeye neden
olmaktadirlar (Diacylhydrazines).

o Asetil CoA karboksilaz onleyicileri
Lipid biyosentezinin birinci agsamasinin bir parcasi olan asetil koenzim A, karboksilaz’1
inhibe ederek bocegin 6liimiine neden olmaktadir (Tetronic).

e Solunum Sistemi Hedefler
Mitokondriyal solunum sonucu, tiim onemli hiicresel islemlerinde kullanilan enerji
molekiilii (ATP) tiretilmektedir. Mitokondride, elektron tagima zinciri, ATP sentezinde
kullanilan, oksidasyon yolu ile yayimlanan enerjiyi, proton molekiilii seklinde
depolamaktadir. Insektisitlerin gogu mitokondriyal solunum iizerinde, elektron tasima
ve / veya oksidatif fosforilasyon inhibisyonuna neden olmaktadir. Bu sistemle bireysel
hedefler iizerinde etkili olan insektisitler genellikle hizli ile orta hizli aras1 etki

yapmaktadir.
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e Mitokondrial ATP sentezlenme inhibitorleri
ATP’yi sentezleyen enzimi inhibe etmektedir (Diafenthiuron, Tetradifon).

¢ Proton gradyaninin bozulmasi ile eslesmeyen oksidatif fosforilasyon
Protonoforler mitokondriyal proton gradyanini kisa devreye sokarak ATP sentezini
onlemektedir (Chlorfenapyr, DNOC, Sulfluramid).

e Mitokondriyal kompleksi elektron transportu inhibitorleri
Elektron tagima kompleksini inhibe ederek hiicreler tarafindan enerjinin kullanilmasini
onlemektedir (Rotenone).

e Ortabagirsak Hedefler
Lepidopterlere spesifik olarak gelistirilen gesitli transgenik mahsullerde bulunan veya
puskiirtiilmiis mikrobiyal toksinlerdir.

e Bocegin karin zarinin mikrobiyal bozuculari
Orta bagirsak zari tizerindeki reseptorlere baglanan ve bu bolgede gozenek olusturarak
iyonik dengesizlik ve kan zehirlenmesi (septicemia) ortaya ¢ikaran toksik bir proteindir
(B.t.) (Anonymous 2013i).

1.5 Direncin Saptanmasi

Duyarliliklarla iligkili karboksilesteraz (CarE), sitokrom P450 monooksigenaz (P450),
asetilkolinesteraz  (AchE) ve glutatyon  S-transferaz  (GST)  aktiviteleri
degerlendirilmektedir. Ayrica, her bir ilacin bir sublethal ayirici dozu (~LD50) ile
sinerjist maddeler olan S,S,S-tributilfosforotrithioate (DEF), piperonil butoksit (PBO)
ve dietil maleyat (DEM) ile karigtirilarak muhtemel fizyolojik tolerans mekanizmalar1
test edilmektedir (Hephizli ve Kumral 2012). S,S,S-tributilfosforotrithioate (DEF)
esteraz enzimlerinin inhibitorii; piperonil  butoksit (PBO), sitokrom P-450
monooksigenaz inhibitorii ve dietil maleyat (DEM) ise glutatyon S-transferaz enziminin
inhibitorii olarak tanimlanmaktadir (Van Leeuwen v.d. 2004). Boylece insektisitler bu
sinerjistler ile birlikte kullanildiginde her sinerjist farkli bir detoksifikasyon enzim
grubunu inhibe etmektedir ve bu sekilde hangi enzim veya enzimlerin direncte etkili

olduklar1 ortaya ¢ikmaktadir.

Direng saptama analizleri genelde su sekilde de degerlendirilmektedir:
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1.5.1 Geleneksel biyoanalizler

Teshis doz deneyleri ve log-doz probit (LDP) deneyleri, tespit, izleme ve direng

saptanmasinda en sik kullanilan iki yontemlerdir (Tsagkarakou vd., 2009).

1.5.2 Biyokimyasal analizler

Zararli tiirlerde pestisit direncini belirlenmesi bazi biyokimyasal yotemler ile
yapabilmektedir. Bu yontemler ile farkli substratlar kullanarak, cesitli enzimlerin
miktarlar1 8lgmektedir. Ornegin Myzus persicae (Suzler)’de a-naftil asetat: hidrolize
eden esteraz aktivitesi ile iliskisidir. Nitekim karbamatlilara ve organofosfatlilara karsi
goriilen direnglerde, karboksilesterazin artan aktivitesi, a-naftil asetat’t hidrolize ederek
diren¢ olusmaktadir. Boylelikle pestisitlerin hedefe ulagmadan Once bu enzimin
tarafindan tutulmakta ve - sinirsel hedef AChE enzimi normal biyolojik fonksiyonuna

devam etmektedir (Devonshire 1975).

1.5.3 Molekiiler analizler

Molekiiler analizler, 6zellikle dayanikli allel (alleller) mutasyonlar1 veya dayanikl

alleller ile baglantili olan DNA fragmanlar ile degerlendirilmektedir.

1.5.4 Bagisikhik testleri

Bagisiklik testleri (Immunoassayler), genellikle boceklerde, dnemli bir biyokimyasal
molekiile karsi, insektisit direnci kazandiran, antikorlarla dayanmaktadir (Kranthi

2005).

Bu tez kapsaminda, ¢cok genis konukgu dizinine sahip olan zararlilardan biri olan
Spodoptera littoralis (Boisduval,1833)’in ¢esitli pestisitlere magruz birakildiginda bu
pestisitlere karsi direng gelisip gelismedigi ve bunun yani sira detoksifikasyon

diizenlerindeki degisimler incelenmistir.
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1.6 Detoksifikasyon

Bocekler yasam dongiileri boyunca insanlar tarafindan yapay olarak tiretilen pestisitler

(organik fosforlular, karbamatlilar, piretroitler vb.) veya bitkiler tarafindan dogal olarak
tiretilen allelokimyasallar gibi toksinlere (xenobiotik) maruz kalmaktadirlar. Sitokrom
P-450 monooksigenaz, GST ve hidrolaz gibi bazi enzimler, insektisitlerin bocek
viicuduna girmesi durumunda bu kimyasallarin  zehirliliginin  giderilmesini

saglamaktadirlar (Tsagkarakou vd. 2009), (Sekil 1.6 - 1.7).

4
VV VX

Sekil 1.6 Detoksifikasyonun genel biyokimyasal mekanizmasi (Pittendrigh vd. 2014)

Faz I oksidasyon, hidroliz ve indirgenme asamalarini icermektedir. Faz I reaksiyonunda
apolar yapidaki zehirli molekiiller bazi fonksiyonel gruplarin eklenmesi ile zehirliligi
daha az olan ara maddelere doniistiiriilmektedir. Bu fonksiyonel gruplar 2 kisma

ayrilmaktadir:
a) Elektrofilik maddeler: Epoksidaz fonksiyonlar1 ve a, B karbonil gruplart elektrofilik

karbonlu yapilardir. Bazi insektisitler bocek viicuduna girdikten sonra elektrofilik

fonksiyonel gruplar sayesinde aktif olmayan maddelere doniistiirilmektedir.
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b) Niikleofilik maddeler: Alkolik ya da fenolik hidroksil gruplari, amino ve karboksil
gruplart niikleofilik maddelerdir. Niikleofilik maddeler sayesinde apolar yapidaki

insektisitler daha az zehirlilige sahip maddelere dontismektedirler (Soderlund 1997).

KARBAMATLILAR
Ache

ORGANIK FOSFORLULAR

Esteraz

PIRETROIDLER

kdr

Monoxyvgenaz

—

Sekil 1.7 Insektisit kimyasal siniflarmin detoksifikasyonuna etkili fizyolojik
mekanizmalar (Yorulmaz ve Ay 2010)

Pestisit direnci 6nemli bir konu olmasinin 6tesinde, boceklerin dis iskelet ve sindirim
sistemleri ile zararli bilesiklerinin (ilaglarin) niifuzu azaltmanin molekiiler
mekanizmalar1 ve uzlasma yetenegin anlamasi gibi yeni stratejiler gelistirmekte ve yeni
firsatlar saglayabilmektedir. Ornegin, boceklerin peritrofik matriksi (PM, peritrofik
membran); proteinler, glikoaminoglikanlar ve kitinden olusan karmasik bir sindirim
sistemi dokusudur. Peritrofik matriks sadece bakteri, virlis ve zararli mekaniksel
materyallere karsida bir bariyer olarak bir yap1 degildir. Ayn1 zamanda, 6zel dokusu ile
kontrollii bir enzimatik fonksiyona sahip olan, alinan gidalarin emiliminde ve zararl

maddelere kars1 bozunma gorevi yapmaktadir (Lehane 1997).

Ayirma (sekestrasyon): Enzimler veya proteinler, bocegin viicuduna giren toksin
maddelere baglanarak bu molekiilleri hedef yerleri olmayan, yag dokularina veya
hemolimf gibi farkli organellerde depolanmasini saglamaktadirlar (Pittendrigh vd.
2014).
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Boceklerin bazi tiirlerinde, gesitli bitkilerde bulunan bir¢ok zehirli maddelerini ayirma
(sekestrasyon) yetenegi bulunmaktadir. Bunun igin bazi bdcekler, bu 6zel bitkilerden
beslenen ve alinan zehirli maddeleri viicudunda baska maddelere doniistiirerek, dogal
diismanlara kars1 korunma yetenegi bumaktadir. Danaus plexippus (Danainae;
Lepidoptera) ile zehirli ipek otu bitkisi (Asclepias spp.) (milkweed plants) iligkisi, iyi
bir ornek olabilmektedir. Ipek otu bitkileri zararli kardenolit (kardiyak glikozitler)
molekiiller iiretmektedir. ipek otu bitkisi ile beslenen Danaus plexippus larvalari, bu
molekiilleri sindirebilmekte ve sonucunda, bocek tatsiz ve lezzetsiz hale gelmektedir.
Bu durumda, bitkilerden beslenen (herbivore) bir bocek, ayn1 zamanda hem bir zehiri
parcalama yetenegini hem de avlanmaya karsi savunma mekanizmalarini

gelistirmektedir (Nishida 2002).

Bir¢ok dayanikli boceklerde, insektisitlerin atiliminda, esteraz enzimleri 6nemli rol
oynamaktadir. Esteraz-esasli diren¢ iki tipe ayrilabilmektedir: (i) esterazlarin miktari
yiiksek seviyede olan direngli bir bocekte insektisitlere hizli baglama yolu ile
sekestrasyona ugrayarak parcalanip, genis spektrumlu bir direng ortaya ¢ikmakta ve (ii)
insektisit ve esteraz arasinda ortak bir ester bagi olusturarak, toksin maddeleri
metabolize etmekte, daha az toksik etkiye sahip olan bir maddeye donlismekte ve dar
spektrumlu bir direng olusturmaktadir. Genelde, bu ikinci tip direng, nokta mutasyonlar

sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Pittendrigh vd. 2014).

1.6.1 Detokifikasyon enzimleri

Bugiine kadar diren¢ iizerinde ¢alismalarin ¢ogu sitokrom P450, GST veya esterazlar

tizerine metabolik direncte rol oynayan faktorlere odaklanmistir.

1.6.1.1 Sitokrom P450 monooksigenaz

Sitokrom P450’ler bakteriler, bitkiler, mantarlar, bocekler ve memeliler de dahil olmak
tizere pek cok organizmalarda bulunan bir enzimlerin smifidir. Sitokrom P450
monooksigenazlarin siiper familyasindan olan, organik maddelerin oksidasyonu katalize
eden biiyiik ve ¢esitli bir enzim grubudur. P450’ler, N-, O- ve S-alkil, hidroksilasyon,

aromatik hidroksilasyon, alifatik hidroksilasyon ve ekspoksidasyon, esteri oksidasyon,
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tioeter ve azot oksidasyon yollari ile pestisitleri metabolize etmektedir (Pittendrigh vd.
2014).

1.6.1.2 GST (Glutatyon S-Transferaz)

Direncte etkili oldugu diisliniilen diger bir enzim grubu da GST’lerdir. Glutathion-S-
transferazlar (GST) biitiin metazoanlar ve bitkilerde bulunan bir izoenzim ailesidir ve
temel detoksifikasyon sistemlerinden birisidir. Boceklerde bu enzim ailesi insektisitlerin
toksik etkilerine kars1 temel bir savunma olarak bilinmektedir. Ornegin Musca
domestica’da organikfosfatli (OP) insektisitlerine kars1 direngli mutantlarinin GST’nin

yiiksek seviyelerine sahip oldugu bulunmustur (Sun vd. 2001).

GST’ler hiicrede pestisitler, kanserojen ve uyusturucular gibi ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda ¢esitli biyolojik rollere sahip olan bir enzim familyasidir. Tim
Okaryotik tiirlerde sitosolik ve membran GST’leri bulunmaktadir. Bazi durumlarda,
belirli GST enzimlerinin ifade seviyeleri dogrudan organizmanin toksik kimyasallara
kars1 tolerans goOstermesi ile ilgilidir (Hayes ve Pulford 1995). GST'ler
organikfosfatlilar, organoklorlar, DDT ve piretroitlere karsi direng olusturulmasinda

onemli rol oynamaktadir (Rossiter vd. 2001).

1.6.1.3 Esterazlar

Esteraz enzimleri; feromon ve hormon metabolizmasi, sindirim sistemi ve sinir iletimi,
tireme davranisi ve insektisitlere karsi direng olusmasi gibi bir¢ok mekanizmada rol
oynamaktadir. Organofosfatlar, esterazlarin inhibitorleri olarak bilinmektedir. Esteraz
enzimlerinin, asetil esterazlar, aril esterazlar, karboksil esterazlar ve kolin esterazlar
olmak tizere 4 smifi vardir. Bunlardan asetil esteraz enzimleri higbir inhibitorle
etkilesmezler ve genellikle alifatik substratlar tercih ederler. Aril esterazlar, yalnizca
stlfidril ayraglarinca inhibe edilir ve genellikle aromatik substratlar1 tercih ederler.
Karboksil esterazlar, yalniz organofosfatlarca inhibe edilirler. Genellikle asetik asitten
daha uzun alifatik esterleri tercih ederler. Kolin esterazlar, organofosfatlarca ve eserin
siilfatlarca inhibe edilirler ve diger alifatik ve aromatik esterler disinda kolinesterleri

tercih ederler. Bu esteraz gruplarindan karboksil ve kolin esterazlar organofosfat
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inhibisyonunda 6nemlidir. Karboksil/kolin esterazlar, ayn1 zamanda o/ hidrolazlarin da
tiyeleridir ve o/f Tnitelerinde organize olmus B tabakasindan koken almiglardir.
Karboksil/kolin esteraz enzimleri organofosfat insektisitlerince tersinmez olarak inhibe
edilir. Organofosfath insektisitlerin aktive olmus oxon formlar1 bu enzimlerle tepkime
gosterirler. Bu nedenle organofosfatli insektisitler esteraz inhibitdrleri olarak

tanimlanmaktadirlar (Oakeshott vd. 1993).

Bir esteraz, 6rnegin, asetilkolinesteraz (AChE), pestisitlere ester baglari ile baglanan ve
bir asit ve bir alkol olusacak sekilde molekiilii pargalayan bir hidrolazdir. Substrat
Ozglnliigli, protein yapist ve biyolojik fonksiyonu farkli olan birgok esteraz gesidi
bulunmaktadir. Esterazlar, organik fosforlu, karbamatlar ve piretroitlere Kkarsi,

boceklerin direnci ile iliskilidir (Li vd. 2007).

Insekta sinifinda, hatta Drosophila melanogaster ve Anofel gambiae gibi nispeten yakin
iligkili olan tiirler arasinda, Sitokrom P450 ve GST arasinda Onemli evrimsel dizi

(sekans) farklilig1 bulunmaktadir (Ranson vd. 2002).

Metabolik pestisit direnci iizerine bugiine kadar bir¢ok molekiiler arastirma yapilmis
olup bu ¢alismalar daha ¢ok P450, GST ve esteraz enzimine odaklanmis olsa da diger
genlerde pestisit direnci igin kritik ve énemlidir. Ornegin, DDT’ ye maruz kalan deniz
mikroorganizmalarda, boceklerde (6rnegi D. melanogaster) ve memeliler gibi ¢esitli
organizmalarda, bu enzimlerin degisikligi, ortaya c¢ikmis ve metabolik direng ile

iliskileri saptanmistir (Pittendrigh vd. 2008).
1.7 Sentetik Piretroitlere Karsi Goriilen Direng

Piretroit grubuna ait olan insektisitler, birinci nesil piretroitler (permetrin, pyrethrinler
vb.) ve ikinci nesil piretroitler (cypermetrin, deltametrin vb.) olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Birinci nesil piretroitler gurubundan olan insektisitler, ikinci gurubuna
gore memelilere daha az zehirlidir ancak hava ve 1s18a karsi daha az dayanikli

olmaktadir (Metcalf 2002, Soderlund vd. 2002).

Tip | piretroidler, DDT’ ye benzer bi¢imde insektisidal etki olusturmaktadir. Tip Il
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piretroidler ise 1s1 ile orantili olarak dldiiriicti ve sinirsel iletimi engelleyici yonde etki
yapmaktadir (Cakir ve Yamanel 2005). Voltaj kapili sodyum kanali (Sekil 1.8) hedef
yeri olan piretroitlere karsi duyarsizlik birgik bocekte goriilmiistiir. Piretroitler igin
onemli bir hedef yeri, voltaja duyarli sodyum kanalinin (VSSC) a-altbirimi oldugu
distintilmektedir. Piretroitlerin, VSSC kanalinin uzun siireli agik kalmasina sebep
oldugu diistiniilmektedir. VSSC’deki aminoasit degisikliginin piretroit direncinde etkili
oldugu cesitli bocek tiirlerinde gdsterilmistir (Pittendrigh vd. 2008). Ornegin, voltaj-
kapili sodyum kanalinin 1014 pozisyonunda bir 16sin-fenilalanin degisiminin Anopheles
gambiae’de dahil olmak tizere pek ¢ok bocek tiirlinde, piretroit ve DDT direnci ile iliski
oldugu ortaya ¢ikmistir. Baska arastirmalarda ise Heliothis virescens tiirtinde 16sin-
histidinin aminoasit degisikliginin piretroitlere kars1 ve Culex pipens tiiriinde leucine—
serinein aminoasit degisikliginin ise DDT’ye karsi olan direng ile iliskili oldugu

gosterilmistir (Ranson vd. 2000).

extracellular
intracellular

® Fosforilasyon sitesi
@« TTX- Baglama bolges
S4(+) Voltai sensoru

inaktivasyon kapisi

Y Varsayilan glikosilasyon polges

izolosin, phenilalanine, metionin

B segicilik filtresi

Sekil 1.8 Voltaj kapali sodyum kanali (Denac vd. 2000)
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Sekil 1.8’de voltaj kapili sodyum kanali (VGSC) gosterilmektedir. A: 4 homolog alan
(domain)’dan olusan VGSC’nin a-subiinitesidir (DI-DIV). Her birisi 6 transmembran
segmentten olusmaktadir; B: Kanal gézenek etrafinda a-alt biriminin DI-DIV alanlarin

transmembran diizeni; C: VGSC ligand baglanma yerleri (1-5) (Denac vd. 2000).

Omegin, yapilan bir arastirmada, Gamma-cyhalothrin insektisidi sentetik piretroit
olarak uygulanmistir. Bu ilag sistemik olmayan, temas ve/veya ilagin yenmesi yolu ile
etkili olmaktadir. Gamma-Cyhalothrin insektisidi sodyum kanal modiilatoriidiir ve sinir
fonksiyonlarini bozmaktadir (Anonymous 2014b). Baska bir ¢alismada Peng vd. (2009),
lambda-cyhalothrin ile S. litura popiilasyonu 30 kere selekte ederek direngli bireyler
elde etmislerdir. Biyokimyasal analizlerin sonuglari, direngli bireylerde, esterazlar,
glutatyon S-transferaz ve mikrozomal esteras enzimlerin aktiviteleri, hassas bireylere

gore daha yiiksek seviyede oldugu rapor edilmistir (Peng vd. 2009).

1.8 imidakloprid’e Kars1 Gériilen Direnc

Imidakloprid; neonicotinoid insektisit smifinin (chloronicotinyl) bir iiyesi olan ve
bilinen bir nikotinik asetilkolin reseptorii (nAChR) agonistidir. Asetilkolin (Ach)
endojen bir agonist, aynt zamanda kolinerjik sinir sistemi uyarict olarak bir
norotransmitter olarak tanimlanmaktadir (Pittendrigh vd. 2008). Ancak diger
arastirmalarda farkli nedenlerden dolay:r Imidacloprid’e kars1 olusan diren¢ nedenleri
ortaya ¢ikmustir. Ornek olarak, Nilaparvata lugens (Hemiptera: Delphacidae) iizerinde
bu ilacin diren¢ nedeni arastirilmig ve artan sitokrom P450 monooksijenaz aktivitesinin
Oonemli bir diren¢ mekanizmasi oldugu belirlenmistir (Puinean vd. 2010). Baska bir
calismada Aphis gossypii (Homoptera: Aphididae) {izerinde imidakloprid insektidi 16
jenerasyondan sonra diren¢ olugmustur. Bu direncte rol oynayan detoksifikasyon
enzimleri olgiildiiglinde AChE enzimi hassas popiilasyona gore anlamli sekilde daha

yiiksek ¢ikmistir (Ky vd. 2002).
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2. KAYNAK OZETLERI

Abdallah vd. (1979), Spodoptera littoralis iizerinde farkli aktivite ve hedef bolgeye
sahip olan DDT ve Du-Ter (bir besleme Onleyici) olmak tizere iki farkli ilag
uygulanmistir. Sadece DDT’ye maruz kalanlarda 17. nesilden sonra 43 kat ve
DDT+Du-Ter uygulanan seleksiyonda ise diren¢ orani 11,5 kata kadar arttig

gorilmiistiir.

Ditirich vd. (1979), S. littoralis tizerinde monokrotofos ve profenofos gibi iki farkli etki
mekanizmasina sahip olan organofosfat insektisiti farkli tarla ve laboratuar bocekleri
(direngli ve hassas) ilizerinde incelenmistir. Monokrotofos ilaci sinergistler ile direngli
ve hassas poplilasyonlar iizerinde direncin nedeni ortaya c¢ikartmasi amaciyla
uygulanmistir. Oksidatif metabolizmadan kaynaklanmayan nedenini ortaya ¢ikmustir.
Sonug olarak, asetilkolinesterazin organofosfatlar’la etkilesime girmesi, direng faktorii

olarak kabul edilmistir.

Klein vd. (1982), israil’de yaptiklari bir arastirmaya gore, S. littoralis in yumurta, larva
ve erginlerine clorpyrifos, metomil, profenofos, metyl paration ve etyl paration olmak
lizere bes farkli insektisitle bioassay denemeleri kurmuslardir. kinci larva déneminde
olanlar i¢in hassas popiilasyonun LDgy degerleri; 8,5 — 35 — 280 - 1300 ve 3400 g
a.i./1000 m”deyken 5. nesilden sonra clorpyrifos, metomil, metyl paration ve
profenofos’da sirasiyla 16, 32, 1700 ve 6100 g a.i./1000 m? ye varmistir. Sonuglara gore
clorpyrifos ve metomil hemen hemen eski dozlar heniiz etkili olduklar1 ortaya ¢ikmustir.

Yumurta {izerinde uygulanan azinfos-metylin eski dozu tamamen etkisini kaybetmistir.

Delorme vd. (1988), Fransa’da toksikolojik ve direng arastirmalarinda, S. exigua
lizerinde piretroit insektisidi olan Deltametrin uygulayarak, tarladan toplan direncli
susunu, laboratuarda bulunan irki ile karsilagtirmistir. LCyg seviyelerine gore 100 kat
daha direngli oldugunu bulmuslardir. Direng mekanizmalari, morfolojik direci olarak
gecikmeli penetrasyon ve metabolik direnci olarak ester baglantisi, deltametrin’in
pargalanmasinda asil rol oynadigi bulunmustur. Boylelikle deltametrin’in pargalanmasi
direngli 1rkta, hassas irkinin oranina gore 17 kat daha fazladir. Bu ¢alismada DEF ve

paraoxon iKi esteraz inhibitorii, sinerjist olarak kullanilarak, metabolizmanin asil faktorii
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olarak artan esteraz aktiviteye sahip oldugunu bulunmustur ve deltamethrin‘in hidroliz

yoniinde aktiviteleri ile ilgili olmas1 oldugunu belirtmistir.

Riskallah (1983), Misir’da direngli ve hassas S. littoralis popiilasyonlarinda sentetik
piretroitlere karsi esteraz enzimleri arastirllmistir. a-naftil asetat (a-NA), B-naftil asetat
(B-NA) ve p-naftil asetat(p-NA) substratlarina kars1 aktivitelerini 6lgerek, DEF sinerjisti
de bu substratlarin inhibitorii olarak kullanmistir. Direng arttikca bu sinerjistin

esterazlarin tiimiinii inhibe ettigini ama en fazla p-NA’y1 inhibe ettigini bulmustur.

Ramakrishnan vd. (1984), tarla arastirmalarinda, S. litura iizerinde yillarca uygulanmis
olan organofosfat (malathion), organoklorin (lindane) ve piretroid (pyrethrin) ii¢ farkli
ilaci, 1961 ve 1971 yillarinda etkili dozlarina gore kiyas edilip incelenmislerdir.
Sirasiyla; 5,73 - 14,73 - 16,25 ve 85,91 kat daha direncli bocekler ortaya ¢ikmalarini

rapor etmislerdir.

Ishaa Ya ve Klein (1990), Teflubenzuron bir kitin sentezleme inhibitorii, bir gosterge
olarak, tarlada uygulanan organofosfatlar ve piretroitler’e karsi laboratuardaki hassas
popiilasyona gore olusmus direncini bioassay denemelerle incelenerek, clorpyrifos ve
cypermethrin gibi iki farkli gruptan olan insektisitlere karsi direnci tepit etmislerdir.
Sirasiyla 120 ve 102 kat LCsp miktarinda artis bulunmustur. Ayni anda Teflubenzuron’a
kars1 da hafif bir direng (5kat) ortaya ¢ikmistir. Bu bioassaylerin sonucunda; S,S,S-
tributylphosphorotrithioate (DEF), esteraz inhibitorii olarak test edilip, direng kazanmig
boceklerde, Teflubenzuron ile beraber uygulandiginda, direngli bireylerin tekrar hassas

hale dondiigiinii rapor etmislerdir.

Lagadic vd. (1993), imidacloprid ve cyfluthrin insektisitleri, Heliothis virescens ve
Spodoptera littoralis iki farkli bocek tizerinde topikal aplikasyon ve agiz yolu (oral)
olmak iizere iki farkli uygulama yOntemi ile hassas popiilasyon (laboratuarda
yetistirilmis popiilasyon) iizerinde uygulamislardir. Imidakloprid, topikal aplikasyon
yontemi ile uygulandiginda, 48 saat sonra Heliothis virescens ve Spodoptera littoralis
LDso degeri, sirastyla 7,7 ve 36,7 pg larva ' ve oral yontemini kullanim seklinde ise, H.
virescens ve S. littoralis 4. donem larvalari, LCso degerleri sirasiyla 821,0 ve 17,7 pg (9

food)™! gostermektedir. Sonucta, imidakloprid, cyfluthrin ilacna gére iki bocek
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tizerinde her iki farkli uygulama selinde de, daha az etkili oldugunu belirtmislerdir.
Ancak imidakloprid oral sekliyle iki bocekte daha hizli etkisini gostermektedir. Ayni
zamanda da yemeye karistirildiginda, imidakloprid cyfluthrin’e gore caydirici besleme

etkisinin pek olmadigi ortaya ¢ikmustir.

Lagadic vd. (1993), S. littoralis hassas ve direngli olan bireylerine lindane insektisidin
sub-lethal dozunu topikal aplikasyon yontemi ile uygulanmis ve canli kalan bireylerin
sitosolik GST enzimin aktivitesi hem CDNB hem de DCNB substratlar kullanarak
Olclilmiistiir. GST aktivitesi CDNB substrat1 kullanildiginda GST aktivitesi direngli
bireylerde ikikat daha yiiksek c¢ikarken, CDNB substrati ile yapilan denemesinde
anlamli bir fark elde edilmemistir. Bu arastirmada, elde ettikleri enzimleri % 50-70
oraninda saflastirarak CDNB ve azaltilmig glutatyon (GSH) maddeyi kullanarak
karakterize etmiglerdir. Elde edilen Ky, ve Vmax degerlerinin hassas ve direngli bireyler
arasinda belilgin bir farklilik gosterilmislerdir. Sonuglara gore, lindane uygulamasinin
hassas bireylerdeki gutatyon S-transferaz’in CDNB ve GSH’a karsi K, degerini

etkilendigini rapor etmislerdir.

Gunning vd. (1995), Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)’ nin tizerinde,
esfenvalerate metabolizmasini bir sentetik piretroidi olarak, piretroitlere dayanikli ve
hassas olan boceklerde in vivo ve in vitro metodlarla arastirmislardir. iki metodun
sonucu, ¢ok diisiik esfenvalerate metabolizmasini kanitlanmistir. Direngli bireylerde ise,
diski ve i¢ kesirler birka¢ isaretlenmis ve isaretlenmemis metabolitleri izleriyle
esfenvalerate metabolizmasini sadece biraz artmasi ve piperonyl butoxide (PBO) bu
Mmetabolizmanin inhibe etmemesini belirtmisler. Ancak direngli  bdceklerde,
esfenvalerate penetrasyonu kolaylastirir ve muhtemelen, mevcut i¢ dozu artarak ilacin
etkisini  ylikseltmektedir. Bu sekilde direngli 1rkta, esfenvalerate azaltilmis

penetrasyonu, 6nemli bir diren¢ mekanizmas1 oldugu ortaya ¢ikartmiglardir.

Gunning vd. (1996), Helicoverpa armigera’da esfenvalerate’ye karsi esterazlari direng
mekanizmasinda dnemli bir faktorii olup olmadigini arastirmiglardir. Direngli bireylerde
esteraz aktivitesi hassas bireylere gore yaklasik 50 kat daha fazla ¢ikmustir. Ayni
zamanda direncgli popiilasyonda, hassas bireylerde bulunmayan ek esteraz baglantilar

tespit edilmistir. Artan esteraz, 1-naftil asetat hidrolizi ve esfenvalerate’ye karsi1 direng
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faktorii olarak saptanmistir. Esterazlar bu c¢aligmada, kolayca esfenvalerate kimyasal
maddesine baglanmasini ve ardindan direngli bireylerin homojenatlarinda hidrolize
olmus esfenvalerate bulunmustur ve bunun detoksifikasyon ve insektisidin hacizinde

anlamli bir nedeni olarak saptanmisglardir.

Nauen vd. (1996), imidakloprid, nikotine ve Kkartap insektisitlere acetylcholine
reseptorleri olarak ve pirimikarb ve oxydemeton-methyl, acetylcholinesterase (AChE)
tizerinde etkli olanlar1 segip afitlere uygulanmislar. Hassas ve direngli boceklerde
imidakloprid i¢in bioassayler kurmuslar ve sonucta 4-7 kat direng artis1 saptanmustir.
Poliakrilamid jel elektroforez analizinde, esterase FE4 karboksilesteraz’in en 6nemli
faktori olup bu insektisidin uygulanmasinin ardindan miktar ve aktivitesi yiiksek

seviyede ¢iktig1 goriilmiistiir.

Charalambous ve Lordanou (1997), Spodoptera littoralis zararliya karsi uygulanan
geneleksel insektisitlere karsi tepkileri ve gelisen direncini arastirmiglar. Bu amacla 6
pyrethroid (decamethrin, cypermethin, esfenvalerate, fenpropathrin, cyfluthrin, and
permethin), 2 Carbamate (carbaryl and methomyl), iki organophosphate (chlorpyrifos
ve methamidophos) ve bir organochlorine (D.D.T.) {i¢iincii donem larvalar iizerinde
kullanmiglar. Ilaglar 1uL topikal aplikasyon (Hamilton) yolu ile bioassay denemelerde
oldiirticti dozu (LDsp) belirtmesi igin laboratuarda yetistirilen hassas popiilasyonu ve
patates tarlalarindan toplanan direngli bireyler iizerinde uygulanmiglar. Direng
seviyeleri dekametrin (6083 kat), sipermethrin (407 kat) Esfenvalerat (313 kat) ve
carbaril (367 kat) i¢in, cok yliksek; Fenpropatrin (213 kat), DDT (150 kat) ve
metamidofos (217 kat) igin direng seviyesi ve cyfluthrin (45 kat), permetrin (40 kat)
diisiik direng; metomil (14 kat) ve chlorpyrifos (6 kat) icin ise diisiik direng orani, diger
direng oranlara gore bulunmustur. Bu biyoanalizlerin sonuglari, S. littoralis birden fazla
(multiple) direng gelismesini ortaya cikarttt. Bu direng, karisik islevler yapan
oksidazlar, hidrolazlar ve hedef bolgede (kdr) faktorii azaltilmis duyarlilik gibi 6nemli
faktorler, boceklerde direncin gelismesinde sorumlu olduklari belirtmisler. Direngli
bireylerde pyrethroitlere karsi yiiksek seviye direng ve DDT’ ye karsi gapraz direng
gosterilmesinin nedeni piretroit direng faktorii olarak kdr tipi diren¢ varligim

gostermistir.
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Yongyun vd. (1998), Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuiae) ya tarla
uygulamalarinda farkli gruplardan olan insektisitleri devamli olarak uygulanmis ve
direng arttirilmistir. Bu ¢alismada piretroitler (cypermethrin, deltamethrin, ethofenprox,
ethofenprox+PAP ve fenvalerate), organofosfatlar insektisiler (clorpyrifos, clorpyrifos-
methyl ve EPN) ve karbamatlar (carbaryl ve methomyl) incelenmistir. Buna gore
bioassaylerde LDsy degerleri sirasiyla 100 - 2,700 kat piretroitlerde, 2 — 32 kat
organofosfatlarda ve 4 — 80 kat karbamatlarda, normal popiilasyonun LDsy degerlerine
gore direng belirlenmistir. Tarla popiilasyonlarinda detoksifikasyon enzim deneylerine
gore, esteraz ve glutatyon S-transferaz aktiviteleri 2 ile 6 kat daha fazla oldugu ortaya
cikmigtir. Ayn1 zamanda, genis spektrumlu insektisitlere karsi olusmus direng
mekanizmalarimin nedeni, artmis detoksifikasyon enzimlerin miktarlar1 ve duyarsiz

asetilkolinesteraz oldugu ispatlanmistir.

Lorini vd. (2000), Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bostrychidae) Ekin Kambur
Biti zararlisi PBO ve DEF sinerjistlerin hassas ve deltamethrin insektisidi ile 5
generasyon selekte olup ve bu ilaca kars1 diren¢ kazanan popiilasyonlarda etkilerini
arastirmiglar. Bu c¢alismada Deltamethrin ve sinerjistler emdirilmis filitre kagidi
yontemi uygulanmistir. Her iki sinerjistler deltametrin’in detoksifiyesinde rol alan
enzimlerin bloke etmeleri ortaya ¢ikmistir. PBO direngli bireylerde hassas bireylere
gore 27 kat daha 6ldiiriicii oldugunu belirtmisler. DEF daha az etkili olmus olup ilacin

etkisini 5 kata kadar yiikseltmistir.

Ky vd. (2002), Aphis gossypii Glover (Homoptera: Aphididae) zararlinin sentetik
piretroitlere kars1 olusan direnci 16 kere seleksiyona ve neonikotinoidlere karsi 12
seleksiyona maruz kaldiktan sonra biyokimyasal analizlerle incelenmisler. Bu ¢alismada
fenvalerate ve imidakloprid insektisitler kullanilmistir. Elde edilen direngli irklar hassas
popiilasyon ile karsilastirarak fenvalerate’ye karsi direng orant >29,000-kat ve
imidakloprid’e kars1 direng orani 8,1 kat bulunmustur. Enzimatik analiz sonuglari ise
AChE ve a-naftil asetat esteraz enzimlerin miktarlar1 anlamli miktarda (p<0,05) yiiksek

¢ikmustir.

Ahmad vd. (2007), S. litura tarla populasyonlarinin (G1 jenerasyonunda) deltamethrin,

cypermethrin, profenofos, chlorpyrifos ve triazonofos ilaglarina karst LC50 degerlerini
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tespit edip hassas popiilasyonun degerleri ile karsilastirmiglardir. Bunun sonucunda
sirastyla 9, 5, 41, 52 ve 49 oranlarini tespit etmislerdir. Popiilasyonun bir kismini
deltamethrin ile selekte ettikten sonra G4 jenerasyonunun deltamethrine kars1 gosterdigi
LC50 degerlerini hassas ve selekte edilmeyen popiilasyonlarin LC50 degerlerine
oranladiklarinda 63 ve 7 oranlarim1 elde etmislerdir. Sinerjistlerle yaptiklart
denemelerde ise deltamethrin direncinin mikrozomal oksidaz ve muhtemelen esteraz
enzimleri ile iliskili oldugunu tespit etmislerdir. Selekte edilen popiilasyon ile hassas
popiilasyon arasinda gergeklestirilen resiprokal ¢aprazlamalar, deltamethrin direncinin
otozomal ve eksik baskin 6zellik gosteren ve birden fazla lokus tarafindan kontrol

edilen bir 6zellik oldugunu tespit etmiglerdir.

Hadim (2008), ¢esitli gruplardan olan insektisitleri, S. littoralis (Boisd.)’e kars1
seleksiyon baskisi ile olusan duyarsizligi, biyokimyasal ve molekiiler yontemler ile bir
doktora tezi kapsaminda arastirmistir. Bu ¢alismada organic fosforlu (chlorpyrifos),
karbamatli (carbamate) ve sentetik piretroitli (deltamethrin) insektisitlere karsi ilag
tepkileri denenmistir. Direncli popiilasyonun olusturmas: igin, Israil’den getirilen
popiilasyonu, insektisitler ile 6 jenerasyona kadar seleksiyon yapilmistir. LC50
degerlere gore karbamat insektside karsi en yiiksek duyarsizligi ve clorpyrifos’e karsi en
diisiik diren¢ olusumu rapor etmistir. Ayni zamanda ise biyokimyasal analizler
sonucunda artan direng oraniyla dogru orantili olarak karboksilesteraz, sitokrom P450
monooksigenaz ve glutatyon S-transferaz enzim aktivitelerinin de arttigini rapor

etmistir.

Ahmad (2009), insektisit sinerjisim etkileri, profenofos, methomyl, thiodicarb,
cypermethrin, A-cyhalothrin, bifenthrin, indoxacarb ve spinosad 4 farkli ilacla piperonyl
butoxide (PBO) ve tribufos (DEF) sinerjistlerle birlikte Pakistan’da S.litura tizerinde
yaprak daldirma Biyoassay yontemi ile aragtirmistir. Sonugta bu iki inhibitorler
methomyl (carbamatlar) ve thiodicarb’1 etkilemis ancak organofosfat (profenofos)
tizerinde etkisiz olmustur. Bu inhibitérler sinerjisim orani, cypermethrin ile
kullandiginda artmistir ama bifenthrin’e etkilenmemistir. PBO ve DEF, A-cyhalothrin ve
indixocarb ile uygulandiginda toksik etkisini (toxicity) artmislar. Spinosad DEF ile
sinerjist olup ancak PBO etkisizdir.
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Farnsworth vd. (2010), heliothin ve spodopteran zarlilarda esteraz esasli metabolik
direncini incelenmesinde, Heliothis ve Spodoptera cinslerin g¢esitli tiirlerine
organofosfaslar, piretroitler ve karbamatlara karsi olusan direncinde enzimatik ve
molekiiler yontemlerle yapmislardir. Esterazlarin aktivitesi ve 6zellikle karboksilesteraz
aktivitesi bu 1ii¢ gruba karsi olusmus direnglerde yiiksek seviyede olduklar
kaydedilmistir. S. littoralis’in irklar1 organofosfaslar, piretroitler ve karbamatlara kars
olusan direngli popiilasyonlarda DEF sinerjisti ile arastirilmis caligmalarda esteraz

aktivitesi in vitro’da yiiksek seviyede oldugu ortaya ¢ikmustir.

Ghoneim vd. (2012), S. littoralis’in piretroitler, organofosfatlar, karbamatlar ve gelisim
diizenleyicilere (growth regulators) maruz kalan ve bu insektisitlere karsi olusan
direngli tarla popiilasyonlari, laboratuar popiilasyonlar: ile karsilagtirilarak, biyoassay
yontemler ile yumurta ve 4. Donem larvalarda, LCsy degerini hesaplanarak
incelenmigler. Sonu¢ta hem yumurtada hem de 4. donem larvadan elde edilen LCsg
degerleri, hassas popiilasyona gore daha direngli oldugunu bulunmustur. Ornek olarak
es-fenvalerate bir sentetik piretroide karsi olusan direngte, LCsy degerlerine gore

direncli larvalarda hassas popiilasyona gore 168,1 kat daha direngli oldugu bulmuslar.

Shad vd. (2012), zirai alanlarda hava sartlarina gore 8 farlki bolgeden S. litura
zararlilar1  toplanmis ve laburatuardaki hassas popiilasyonla karsilastirarak,
karbamatlar, Organofosfatlar ve piretroidlere karsi direng olusumu arastirmislar.
Toplanmis tiim popiilasyonlar, hassas poiilasyona gore bu li¢ insektiside karsi direng
gostermektedir. Piretroitlere kars1 en az gdsterilen direng bifentrin’e ve en biiyiik direng

orani esfenvalerat’a kars1 gorilmiistiir.

Tong vd. (2013), Cin’de iilkenin 5 farkli eyaletinden toplanan S. litura, organofosfatlar,
piretroitler, karbamatlar ve 4 yeni kimyasal insektisite yaprak daldirma yontemi ile
maruz kalan popiilasyonlari, direng olugsmast amaciyla denenmistir. Organofosfatlar ve
piretroitler icin direngli popiilasyonlarda hassas popiilasyona gore elde edilen direng
orant (RR) sirasiyla 229 kat ve 227 kat olmustur. Karbamatlara karsi olusan direng
organofosfatlar ve piretroitlerde anlamli olarak daha ¢ok diren¢ oranini gostermisler

(1,069 Kat).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Adana’dan toplanmis ve 2008 yilindan itibaren laboratuar kosullarinda (Nem: % 65 = 5
ve sicaklik: 27°C + 2) yetistirilmekte olan Pamuk yaprak kurdu Spodoptera littoralis

(Boisd.), popiilasyonu bu ¢aligmanin ana materyalini olusturmustur.

Spodoptera littoralis insecta sinifi, Lepidoptera takimi, Noctuidae familyasina ait olan
bir zararlidir. Spodoptera litura ile allopatrik bir tiirdiir. Bazi yazarlar tarafindan ayn
sekilde ele alinmasina ragmen farkli tiirlerdir. Spodoptera littoralis ergini, gri-
kahverenginde, 6n kanatlar1 30-38 mm uzunlugunda ve karisik sekilde sari renkli
cizgilerle siislii goriiniimiindedir. Yumurtalar: 0,6 mm ¢apinda yuvarlak, agik turuncu-
kahverengi veya beyaz-sar1 renktedir. Yumurtadan yeni ¢ikan larva 1-1,5 mm
uzunlugunda olup yesil renklidir. Olgun larva 4-5 cm boyunda, gri-kahve veya
siyahimtirak renkli olabilir. Pupalart 15-20 mm uzunlugunda, oval parlak kirmizi-

kahverengi goriiniimiindedir (Anonim 2014i).

Biyoassay calismalarinda, sentetik piretroitli pestisit olarak gamma-cyhalothrin etken
maddeli VANTEX (60 CS, 60 g/l), ve neonikotenoidli pestisit olarak imidakloprid
etken maddeli Confidor (350 SC) olmak iizere iki farkli pestisit kullanilmstir.

Gamma-Cyhalothrin, kimyasal adi (S)-a-cyano-3-phenoxybenzyl (1R,3R)-3-[(Z)-2-
chloro- ,3,3-trifluoropropenyl]-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate veya (S)-a-cyano-
3-phenoxybenzyl (1R)-cis-3-[(2)-2-chloro-3,3,3-trifluoropropenyl]-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate (C,3H19CIFsNO3, MA; 449.9 g/mol) olan piretroit bir
ester insektisittir. Suda ¢Oziliniirliigii: 2.1 x 10-6 mg/l (20 °C)sulu siispansiyonu ve

kontakt bir insektisittir (Anonymous 2014b ve Anonymous 2014c).

Her sinirsel iletisiminde sodyum kanallar1 da 6énemli rol oynamaktadir. Hiicre zarinin i¢
taraft kuvvetli negatif yiliklii oldugu zaman (istirahat halindeki hiicre) sodyum kanalinin

disinda bulunan kapr sikica kapanir (Sekil 3.1). Gamma-cyhalothrin sodyum kanali bir
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modiilatérii olarak sinir hiicrelerindeki sodyum kapilar1 agik tutuyor ve boylece

boceklere karsi etki ederek bocegi felge ve oliime gotiirmektedir (Anonymous 2014d).

Na+ A Deoplarisation

Na+ Na+ K+ Na+
K+ s
Na+ Hacre disi

Sodyum kanali Potasyum kanal membran

ot K+ ot Na+ K+ Na+ Hiicre ici
K+ K+ K+
K+ Na+ K+ K+ Na+ K+ Kt

Sekil 3.1 Sinir hiicresinde bulunan sodyum ve potasyum iyon kanallar1 (Anonymous
2014d)

Imidakloprid temas veya agizdan yeme yolu ile etkilidir. Bu ilag sistemik bir insektisit
olarak, bitki iizerine uygulandiktan sonra hizla dokulara niifuz etmektedir. Imidakloprid
sinir sisteminde post-sinaptik nikotinik asetilkolin reseptorleri lizerinde c¢esitli etkiler
yapmaktadir. Boceklerde bu reseptorler sadece merkezi sinir sisteminin iginde yer
almaktadir. Nikotinik reseptore baglanmanin ardindan, oOnce sinir uyarilart kendi
kendine desarj olur, ardindan herhangi bir sinyal yolunda néron yetmezligi ortaya cikar.
Reseptoriin siirekli aktivasyonu, asetilkolinesteraz pestisidi bozamadigindan dolay1
ortaya ¢ikmaktadir. Bu baglanma geri doniisiimsiiz bir baglanmadir (Anonymous

2014e).

Biyoassay calismalarinda, her bir kuyucugu 5 cm x 3 cm ebatlarinda 16 kuyucuklu
plastik deneme kaplari, 10, 100 ve 1000 pL’lik mikropipetler, 10, 100, 1000 mL’lik
pipetler, 50 ve 100 mL’lik cam siseler, 25, 50, 100, 1000 mL’lik dereceli silindirler, 9
cm capli plastik petri kaplari, parafilm, yumusak uglu pens, sinerjistik ¢aligmalarda
PBO  (piperonil  butoksit), DEM (diethyl maleate) ve DEF (S,S,S-
tributilfosforotrithioate), disi ve erkek pupalari se¢gmek i¢in stereomikroskop ve ¢eker
ocak kullanilmistir. Kimyasal olarak da pestisitlerden baska aseton (Merck) ve triton X-

100 (Sigma) kullanilmistir. Biyokimyasal c¢aligmalarda ise, mikrosantrifiij tiipi,
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homojenizatér makinesi, tek ve ¢ok kanalli mikropipetler, steril kapali tiipler (50ml ve
10ml), sogutmali santrifiij, filtre kagidi (Whatman 1 nolu), manyetik karistirici, 96
kuyulu ve diiz tabanli mikroplaklar, vortex, —80 °C’liik derin dondurucu, VERSAmax
Kinetik Microplate Reader (Kinetik mikroplaka okuyucu) (Molecular Devices), hassas

terazi (Sartorius) ve Hamilton enjektorii kullanilmistir.

Kimyasal malzeme olarak, a-naphtil asetat, fast blue RR, tris-base, trishidroklorik asit
(HCI), Glutathione (GSH), 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), 1,2- dichloro-4-
nitrobenzene (DCNB), 5,5-Dithiobis (2-nitro-benzoic acid) (DTNB), potasyumkloriir
(KCI), etilendiamin tetraasetikasit (EDTA), p-nitroanisole (PNOD), siikroz, triton X-
100, glisin, riboflavin, n-butanol, Bradford Reagent, sodyum dihidrojenfosfat dihidrat
(NaH2.PO4.2H20), disodyum hidrojen ortofosfat (Na2HPO2.12H20), potasyum
dihidrojenfosfat dihidrat (KH2PO4.2H20) ve asetik asit kullanilmistir.

3.2 Yontem

Bu calisma kapsaminda LCsy, LCss ve LCgy degerlerinin belirlendigi biyoassay
calismalari, seleksiyon caligmalari, sinerjistik calismalar, direncle iligkili olan 3 enzim

grubuna ait biyokimyasal ¢aligmalar yapilmustir.

3.2.1 Spodoptera littoralis popiilasyonlari

Calismalarda, Adana’dan toplanmis ve 2008 yilindan itibaren Ankara Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii Entomoloji Anabilimdali laboratuvarlarinda
yetistirilmekte olan bireyler kullanilmistir. Biitiin popiilasyonlardan toplanan ornekler,
daha sonraki calismalarda kullanilmak iizere biyokimyasal caligmalar i¢in -80 °C’lik

derin dondurucuda saklanmaistir.

Spodoptera littoralis popiilasyonlari, 2742 °C sicaklik, % 65 + 5 orantili nem ve 16:8
saat aydinlik: karanlik kosullarinda 3. dénem larva oluncaya kadar kapaklarmin orta
boliimii yuvarlak sekilde kesilerek yerine metal tiil yapistirilmis petri kaplari i¢inde
yetistirilmistir. 3. donem larvalar seffaf plastik kiigiik yuvarlak silindir seklinde olan ve

kapaklar1 orta kisimlar1 ayni sekilde kesilmis ve tiil yapistirilmis kaplar (30ml’lik
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kaplar) i¢inde 3’er tane olacak sekilde yetistirilmistir (Sekil 3.2). Larvalarin beslenmesi
icin yapay besin kullanilmistir (EK 1). Erginlerin beslenmesi i¢in de ergin besini
kullanilmistir (EK 2). Boceklere giinliik bakim uygulanmistir. Bosalmis kutular bir
sonraki kullanimda herhangi bir enfeksiyon olasiligini en aza indirmek i¢in ¢amasir

suyu ile yikanarak durulanmistir.

Sekil 3.2 Spodoptera littoralis popiilasyonlar1 yetistirme kaplari

3.2.2 Biyoassay ve seleksiyon ¢alismalari

Biyoassay c¢aligmalarinda, herhangi bir ilag veya kimyasal baskisina maruz
birakilmadan yetistirilmekte olan bocek popiilasyonu kullanilmistir. Bu popiilasyonin
gamma-cyhalothrin ve imidakloprid insektisitlerine karsi tepkileri, LCsp, LC7sve LCqg
degerleri PoloPlus® bilgisayar programiyla hesaplanarak belirlenmistir. Biyoassay
caligmalarinda, 3. donem larvalar, 1’1 kontrol olmak iizere en az 5 farkli ilag
konsantrasyonunda ve en az 3 tekrarli olarak popiilasyonun LCsy Ve LCys degerleri
hesaplanmistir. Bunun ig¢in oncelikle ilag konsantrasyonlar1 ve marul yapragindan
diskler (9cm capinda) kesilerek hazirlanmistir. Denemeye baslamadan 6nce kullanilacak
sayida 3. donem larva segilerek petri kaplarina alinmig ve 2 saat a¢ birakilmistir. Her bir
yaprak diski, farkli ilag konsantrasyonlarina yaklasik 10 sn daldirilmis ve sonra kurutma
kagitlar1 tizerinde (Sekil 3.4), g¢eker ocak altinda kurumaya birakilmistir. Deneme

kaplariin (plastik petri kaplari; 9cm) altina marul yapraginin nemini fazla kaybetmesini
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onlemek i¢in kurutma kagidi konulmus (Sekil 3.3) ve distile su ile islatilmistir. Plastik
kabin iist tarafina hava almay1 saglayacak kiiclik delikler agilmig ve kaplarin {izerine
dozlar ve tekrar sayilari yazilarak kaplar hazirlanmigtir. Kurutulmus yaprak diskleri,
deneme kaplarinin igine yerlestirilerek her birinin iizerine 12 adet 3. donem larva
birakilmis ve kutularin kapaklar1 kapatilarak bocek yetistirme odalarinda tutulmustur.
Her bir doz i¢in ilaglamadan 24 ve 48 saat sonra Olii birey sayilar1 belirlenerek
istatistiksel analizler yapilmistir. Biyoassay calismalarinda her bir doz icin 3 tekrar ve
her tekrarda en az 12 birey olmak tizere toplam 36 birey kullanilmistir. Solusyonlari

hazirlarken % 1,6 Triton X-100 kullanilmustir.

Sekil 3.4 Tlacli yaprak disklerin kurutmasi
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3.2.3 Sinerjistik calismalar

Bu asamada, kullanilan insektisitlere karst elde edilen direncin, ilgili enzimlerin
insektisitleri detoksifiye etmesi sonucu olup olmadigi incelenmistir. Bunun igin
karboksilesteraz grubu enzimleri inhibe eden S,S,S-tributilfosforotritioat (DEF),
Sitokrom P450 monooksigenazve karboksilesteraz enzimlerini inhibe eden piperonyl
butoxide (PBO); glutation-S-transferaz (GST) enzimini inhibe eden diethyl maleate
(DEM) aseton i¢inde ¢oziindiiriilerek (1000 pg/mL) soliisyon hazirlanmistir (Van
Leeuwen vd. 2004).

Direngli ve hassas popiilasyonlardan ii¢iincii déonem larvalarin protoraks bdlgelerinin
tizerine hazirlanmis sinerjistler Hamilton enjektdr yardimiyla 1 pL olacak sekilde
konulmustur. Kontrol gurubunda ise sadece aseton kullanilmigtir. Bu islemden 2 saat
sonra larvalar, belirli dozlarla ilaglanmis yapraklar {izerinde, biyoassay denemesi gibi
petri kaplarin i¢inde birakilip, 24 ve 48 saat sonra 6liim sayilar, istatistiksel analizler ve

LCsp analizleri i¢in sayilmistir.

3.2.4 Biyokimyasal ¢calismalar

Biyokimyasal ¢alismalarda boceklerde insektisitlere karst direngte 6nemli rolleri olan
asetilkolinesteraz enzimi ile detoksifikasyon enzimleri olan karboksilesteraz ve
glutatyon  S-transferaz  enzimlerinin  biyokimyasal aktiviteleri  incelenmistir.
Popiilasyonlar, bu enzimlerin biyokimyasal aktivitelerindeki farkliliklar bakimindan da

degerlendirilmistir.

3.2.4.1 Protein miktarmin él¢iimii

Her seleksiyondao popiilasyonun son larva déneminde olan bireyler toplanmistir ve -
80°C derin dondurucuda saklanmistir. Bu larvalar, biyokimyasal analizler ile enzim
kinetiklerinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Enzim kinetigi sonuglarmi standardize
etmek ve bireysel farkliliklar1 ortadan kaldirmak icin hazirlanan homojenatlarda

oncelikle protein miktar1 Ol¢iilmiistiir. Protein miktar1 Bradford (1976)’un orijinal
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prosediiriine uygun olarak ve standart protein olarak bovine serum albumin (BSA)
kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in 1 mg/mL oraninda BSA’l1 tampon hazirlanarak
mikroplakanin ilk kolon ilk sirasina 0’dan baslayip 2’ser puL araliklarla artirarak kolon
boyunca her kuyucuga BSA konulmustur (son satirdaki kuyucukta 14 pL konulmustur).
Homojenatlardan 1’er pL alinarak mikroplakadaki kuyucuklara uygun siralarda
eklenmistir. Biitiin kuyucuklarin {izerine toplam hacim 250 pL olacak sekilde Bradford
cozeltisi konulmustur. Reaksiyonun gerceklesmesi icin 10 dakika beklenmistir.
Mikroplaka okuyucuya (VERSAmax) yerlestirilmistir (Sekil 3.5). Mikroplaka okuyucu
25 °C’de 620 nm dalga boyunda tek okuma (end point) yapacak sekilde programlanmig
ve okuma yapilmistir. Protein miktari, 6l¢lim sonucu elde edilen konsantrasyonlar ve
standart egriye gore degerlendirilerek mg olarak hesaplanmistir (Bradford 1976, Hadim
2008, Anonymous 2014k). Sonuglar SOFTmax 4.8 yazilim programi ile
degerlendirilerek kaydedilmistir.

Sekil 3.5 Biyoassaylerde kullanilan Spectrophotometer (VERSAmax Kinetik
Mikroplaka okuyucu)
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3.2.4.2 Toplam karboksilesteraz enzim aktivitesinin belirlenmesi

-80 °C’de saklanmis son donem S. littoralis larvalarmin her biri bir cam tiip icine
almmistir.  Uzerlerine 1500’er plL, 0,1 M sodyum fosfat tamponu (15,179 ¢
Na2HPO4.12H20 + 1,014 g NaH2P0O4.2H20 + 500 mL distile su, pH 7,6) ilave edilerek
homojenizator aracilifiyla iyice ezilmistir. Soliibilizasyon i¢in 15 dakika beklenmistir.
Homojenat 14000 rpm’de, 4 °C’de, 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra
ependorflarin {ist kisminda kalan siv1 (siipernatant) enzim kaynagi olarak kullanilmastir.
Mikroplakanin  kuyucuklarina siipernatanttan 50°ser uL  konulmustur. Her bir
kuyucugun {iizerine 200 pL substrat soliisyonu eklenmistir. Substrat soliisyonu
hazirlamak i¢in; 50 mL (0,2 M, pH 6,0) fosfat tampon (31,158 g Na2HPO4.12H20 +
2,028 g NaH2PO4.2H20 + 500 mL distile su) iizerine 30 mg Fast Blue RR tuzu
eklenmistir. lyice calkalandiktan sonra filtre kagidi (Whatman 1) ile siiziilmiistiir.
Uzerine 500 pL 100 mM a-naftil asetat (1,86 g o-naftil asetat + 100 mL aseton)
eklenmistir (substrat soliisyonu, enzim kaynaginin mikroplaka kuyucuklarina
eklenmeden hemen oOnce hazirlanmistir). Esteraz enzim aktivitesi, 450 nm dalga
boyunda, 25 °C sicaklikta mikroplaka okuyucuda okunmustur. Kinetik okuma toplam
20 dk siiresince 10 sn araliklarla yapilmistir. Kinetik okuma sonucunda elde edilen optik
yogunluk (O.D.) degerleri daha 6nce elde edilmis olan protein miktarina (Bradford)
oranlanarak popiilasyonun toplam karboksilesteraz enzim aktivitesi mOD/min/pg

protein olarak elde edilmistir (Kranthi 2005, Anonymous 2006, Hadim 2008).

3.2.4.3 Asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Birer adet -80 °C’de saklanmis olan, son donem larvalar cam tiiplere alinmuistir.
Uzerlerine 1500’er puL sodyum fosfat triton tamponu (3,58 g Na2HPO4 + 1,36 g
KH2PO4 + 1 g Triton X-100 + 1 L distile su, pH 7,3) eklenerek homojenizator ile
homojenize edilmistir. Soliibilizasyon i¢in 15 dakika bekletilmistir. Sonra 4 °C’de
14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Mikroplaka kuyucuklarinin her birine elde
edilen supernatanttan 50’ser uL konularak tizerlerine 100 uL DTNB (15 mg DTNB, 25
mL fosfat tamponu i¢inde ¢ozdiiriilmiis, bu soliisyondan 2,5 mL alinip fosfat tamponu
ile 50 mL’ye tamamlanmistir) ve 100 pL Acetylthiocholin iodide (22 mg ATChI + 50
mL PBT) eklenmistir. Mikroplaka, daha sonra 405 nm dalgaboyunda 25 °C’de, toplam
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20 dakika siiresince 10 saniye araliklarla mikroplaka okuyucuda okunarak enzim
aktivitesi belirlenmistir. Kinetik okuma sonucunda elde edilen optik yogunluk degerleri,
daha once Bradford denemesinden elde edilmis olan protein miktarina oranlanarak
popiilasyonun asetilkolinesteraz enzim aktivitesi mOD/min/ug protein olarak elde

edilmistir (Hadim 2008).
3.2.4.4 Glutatyon S-transferaz (GST) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Birer adet -80 °C’de saklanmis son dénem larvalar cam tiiplere alinmistir. Uzerlerine
1500 puL 0,1 M Tris-HCI tamponu (3,175 g Tris-HCI + 0,5 g Tris-Base + 500 mL distile
su, pH 7,5) eklenerek homojenizator ile homojenize edilmistir. Solubilizasyon igin 10-
15 dakika bekledikten sonra 4 °C’de, 14000 rpm’de, 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra elde edilen supernatant, enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Enzim
kaynagindan mikroplaka kuyucuklarina 50’ser pL konularak iizerine 100 pL 4 mM
GSH (0,0368 g GSH + 10 mL Tris-HCI) (pH 7,5) ¢ozeltisi ve 100 pL 0,4 mM CDNB
(0,292g CDNB + 10 mL ETOH ¢ozeltisinden 10 pL + 990 pL 0,1 M Tris-HCI tampon)
cozeltisi eklenmistir. Mikroplaka daha sonra Mikroplaka okuyucu’da 340 nm’de 25
°C’de, toplam 20 dakika siiresince ve 10 saniye araliklarla okunarak enzim aktivitesi
belirlenmistir. Kinetik okuma sonucunda elde edilen optik yogunluk degerleri daha 6nce
elde edilmis olan protein miktarina oranlanarak popiilasyonun glutatyon S-transferaz

enzim aktivitesi mOD/min/pg protein olarak elde edilmistir (Hadim 2008).

3.2.5 istatistiksel degerlendirme

Her iki ilag denemelerinden 48 saat sonra elde edilen sonuglar (6liim sayilari) POLO
PLUS bilgisayar programi (LeOra Software 1994) kullanilarak istatistiksel analizler
yapilmistir. Her bir jenerasyon i¢in selekte edilen LCsp, LC75 ve LCgqp degerlerinin,
hassas popiilasyona gore oranlanmasi ile her popiilasyon i¢in direng oranlar
belirlenmistir ve LC7s dozu seleksiyon deneylerinde her jenerasyonda uygulanmustir.
Sinerjizm oranlar1 belirlenmesinde, sinerjist ile kullanilan ilaglarin LCsy ve LCg
degerleri, sinerjist kullanilmayan denemelerde elde edilen LCsy ve LCqo degerleri ile
oranlanarak hesaplanmistir. Elde edilmis enzimlerin degerleri, ANOVA analizi, Tukey

testi ile p<0,01 ve p<0,05 giiven araliklarinda taranmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu ¢alisma Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma (A.U.Z.F) Béliimiinde
Entomoloji Anabilim Dali’nda 2010-2013 yillarinda yapilmistir. Spodoptera littoralis
zararlis1 diinyada ¢esitli bitkiler iizerinde ¢ok Onemli zarar yapan lepidopterlerden
biridir. Popiilasyon, 2008 yilinda Adana’dan toplanmistir ve o tarihten itibaren higbir
pestisit veya kimyasal madde baskisina maruz birakilmadan yetistirilmektedir.
Spodoptera littoralis, biokimyasal c¢alismalarda ana materyal olarak kullanilmistir.
Biyokimyasal ¢alismalarda, baslangicta populasyon iki farkli grup olan imidacloprid ve
gamma-cyhalothrin insektisit baskisina maruz birakilmistir. Bunlarla beraber normal
(hassas) populasyon yani higbir ila¢ baskisinsa maruz birakilmamis bireyler, sonuglarda
kontrol olarak kullanilmak amaciyla aym1 kosullarda yetistirilmistir. Bocekler her
jenerasyonunda 3.larva donemindeyken oncelikle LC7s degerini biyoassay yontemler ile
belirlenerek, seleksiyon dozu olarak icin kullanilmistir. Calismanin amaci, pestisit ve
ozellikle insektisitlerin dogada yogun bir sekilde kullanilmasindan dolay1 bu ilaglara
kars1 direngli zararli popiilasyonlar gelismektedir. Bu arastirmada, zirai miicadelede
basarisizligin Oonlemesi ve ekonomik agidan daha basarili olmak amaciyla direng

mekanizmalar1 ve bunu etikleyen faktorler incelenmistir.

Piretroidler, ¢ok sayida zararli lizerinde etkili olmasi ve memeliler ile kuslara
toksisiteleri diisiik olmasi ve ¢evrede kalicilig1 az oldugundan dolay1 son yillarda genis
bir sekilde kullanilmaktadir. Isiga karst dayanikli (fotostabil) Permethrin, ilk
sentezlenmis piretroitlerden birisi, zararli yonetiminde hizli bir sekilde gelismistir ve
uygulanmaktadir. Giiniimiizde major ve onemli zararlilara karsi ¢ok ¢esitli bilesiklere
sahip olan piretroitler kullanilmaktadir. Ancak genis spektrumlu olduklarindan dolayz,
hedef olmayan bocekler ve baliklar gibi suda yasiyan canlilar iizerinde de ¢ok zehirli ve
etkili olduklar1 ortaya ¢ikmustir. Piretroitlere karsi gelisen direng cogu zaman, bu grup
insektisidin hedef bolgesi olan sodyum kanallarindan ortaya ¢ikmaktadir (Schleier ve
Peterson 2011). Bu ilaclarin diger baska ozellikleri, bocegin 6lmesi icin ¢ok diisiik
dozlar gerektirmesi (eklembacaklilara yiiksek toksisite), hizl1 etki gdstermesi, ¢igneyici

ag1z parcasina sahip boceklere karsi 6zellikle etkili olmasidir (Anonymous 2014f).
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Imidakloprid, boceklerin néron reseptdrlerine, memelilerin ndron reseptorlerine gére
daha ¢ok giiclii bir bigimde baglandigi i¢in, bu insektisit boceklere karst memelilere
gore secici ve daha toksiktir. Imidakloprid sinir sisteminde gesitli post-sinaptik
nikotinik asetilkolin reseptdrlerinin iizerinde etkilidir ve bunun i¢in ortaya ¢ikan
direngler ACh veya AChE gibi bu hedef bolgesini etkileyen veya degistiren faktorler
olabilmektedir (Anonymous 2014g).

4.1 Biyoassay ve Seleksiyon Calismalarinin Sonuclari

Spodoptera littoralis {izerinde imidakloprid ve gamma-cyhalothrin insektisitleri ile
yapilan biyoassay denemelerinin sonuglart ve bu ilaglara karsi tepkiler, cizelge 4.1
(gamma-cyhalothrin) ve ¢izelge 4.2 (imidakloprid)’de 0,95 giiven araligiyla LCso Ve
LCq degerleri, populasyonlarin diren¢ oranlari, karsi tepkiler ve oOliim oranlar
verilmektedir. Sekil 4.1 - 4.2°de seleksiyondan maruz kalan doéllerinin gamma-
cyhalothrin’e kars1 ve sekil 4.3 - 4.4’te ise imidakloprid’e karsi elde edilmis olan LCsg
ve LCqy degerleri hassas popiilasyonla grafiksel olarak karsilagtirilmistir.

40



Cizelge 4.1 Spodoptera littoralis popiilasyonlarin gamma-cyhalothrin’e  karsi
gosterdikleri LC degerleri ve direng oranlari
. LCs ppm LCgoppm
Sel. n (7(% h ]igslllzn (Giiven arahg (Giiven arah@ LRCR LRCR
0.95) 0.95) B0 | o
14,82 4,49 804,1 15515
FO | 216 2,70 1 1
(21) 0,61 | (441,1-734,6) (1315,2 - 2010,7)
216 | 14,52 3,80 604,6 1313
F1 1,32 0,86 1,1
(11) +0,59 | (441,1-734,6) (1063,6 - 1917,7)
216 | 12.95 2.71 6511 1629,2
F2 1,07 1,01 1,01
(12) +045 | (486,6-799,5) (1443,4 - 3415 4)
216 | 27 2,75 517,8 1510,6
F3 2,25 1,03 1,17
(12) +047 | (2692 - 703,3) (1059 - 4017,6)
216 | 10,83 496 597.9 1083,9
F4 1,90 1,27 1,08
< (12) +0,63 | (515,8-675,3) (944,5 - 1312,6)
<
2 216 | 32.48 3,01 957,6 2549
< | F5 2,70 2,4 2,8
S (12) +047 | (685,5—13952) (1640,4 - 10571)
& 2927 7,98 12644 1830
E| e | 210 143 234 | 156
8 12) +0,98 (1096,3 — 1438,4) (1581,1 - 2443,1)
216 | 8.71 11,81 11698 1501,7
F7 0,71 2,28 1,35
(13) +1,60 | (1118,9-1229.2) | (1397.9 - 1684,5)
216 7,49 4,925 2410,9 4389.1
F8 0.44 5,58 4,22
(18) +0.68 | (2179.8-2768,2) | (3603.4-6115,6)
216 5,6 5,23 2746,1 4826,6
F9 0,41 6,82 4,36
(12) +0.12 | (2451,7-3037,9) | (4038,1—7263,1)
216 | 241 3,24 6278,1 15318
F10 0,26 10,1 | 11,75
(15) +1 (4789.7 - 8230) (11796 - 23892)
216 3,94 3,43 6483,4 15598
F11 0,26 11,01 | 12,53
(15) +0.49 | (5669,8—7673,5) | (8534,9-19803,4)
216 | 331 3,79 11194 24340
F12 0,24 16,85 | 18,82
(13) +0,88 | (9341,2-16705) | (16427 - 47492)

n=Kullanilan larva sayisi,
h=Heterojenlik degeri
RR= Direng orani (Direngli popiilasyonun LCs veya LCys degeri / Hassas popiilasyonun LCsq veya LCys

degeri)

Cizelge 4.1 incelendiginde, baslangigta gamma-cyhalothrin insektisitine karsi LCsg

degeri FO’da 804,1 iken, F7’ye kadar yavas yavas bir artis gosterdikten sonra, F8’den

itibaren bu artis hiz kazanarak F12 seleksiyonunda 13,9 katina yani 11194 ppm

rakamina ulagsmistir. LCyp degeri ise aynmi sekilde F7 seleksiyona kadar az bir artig
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gostermis ve sonrasindan hizli bir sekilde, FO’da 1551,5 ppm’deyken F12 jenerasyonda
24340 ppm’e (15,7 kat artig) ulasmistir. Boylece direng oram1 (RR) LCsg ve LCq
degerleri, F8 seleksiyonundan itibaren birden hizli artis gostererek en son F12
populasyonunda sirastyla 16,85 ve 18,82 rakamina ulagmistir. Sonug olarak bu bulgular,
S. littoralis populasyonunda bu insektisite karsi gittikce hassasiyetin azaldigini ve
direng kazandigin1 gostermektedir. Heterojenlik orani ise baslangigta h=2,70’iken
F12’de h=0,24 degeri bulunmustur.

30000
25000
Sel. LC90
20000
5000
o
Sel. LCS50
10000
5000
Hassas LC90
0 o e ) 7 Hassas LC50
FO F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Seleksiyon

Sekil 4.1 Spodoptera littoralis popiilasyonlarinin gamma-cyhalothrin’e karsi
gosterdikleri LCsp ve LCqg degerlerin egrileri

20
15 r
10 —E—0F-
m RR LC50
5 el el | il | | RR LCS0
0]
FO F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Seleksiyonlar

Sekil 4.2 Seleksiyon popiilasyonlarinin LCsgve LCgp’a gore direng orant
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Sekil 4.1 - 4.2°de ise, gamma-cyhalothrin insektisitine kars1 gosterilen tepkiler sirasiyla
LCso ve LCqg deger egrileri ve direng oranin grafigi bulunmaktadir. Sekil 4.1°de F9’dan
itibaren LCsy ve LCqo degerlerinde hizli bir yiikselis gozlemlenmesi, popiilasyonda F9
dan itibaren bu insektisite karst azalmis bir hassasiyet yani direng kazandigini

gostermektedir.

Cizelge 4.2 Spodoptera littoralis popiilasyonlarin imidakloprid’e kars1 gosterdikleri LC
degerleri ve direng oranlari

LC m LC m
2 Egim 50 PP 90PP RR | RR
Sel. | n h (Giiven arahg (Giiven arahgi
(df) +SE LCs | LCo
0.95) 0.95)
29,46 3,10 369,1 955,2
FO | 216 1,34 1 1
(22) +0,35 | (306,7 - 451) (722,5 - 1494)
216 | 14,03 2,26 921,1 3386,9
s | F1 0,66 2,25 | 3,23
2 1) +0,28 | (766,5-1142,5) | (2388,9 - 5889,1)
=]
¥ 20,18 3,30 2215.8 5416,6
S| F2 | 210 096 565 | 5,01
= 1) +0,31 | (1928,7 -2550,8) | (4466,6 - 7016,7)
B 216 | 571 334 3050,6 7056,4
F3 0,65 7,27 | 6,38
(12) +0,54 | (2626 - 3708,4) | (5881,5 - 9701,7)
16 | 981 4,32 3624,5 7166,1
F4 0,47 7,75 | 6,68
(15) +0,57 | (3250,9 - 4088,4) | (5951,6 - 9653,2)
216 | 242 4,06 3715,1 7371
F5 0,18 9,64 | 8,11
(13) +0,64 | (29965 - 3925,3) | (55041 - 12570)
216 2,2 4,09 3772,3 7548,8
F6 0,13 9,76 | 8,68
(16) +0,59 | (3199,7 - 4418,1) | (5885,4 - 11536)

n=Kullanilan larva sayisi,

h=Heterojenlik degeri
RR= Direng oran1 (Direngli popiilasyonun LC50 veya LC75 degeri / Hassas popiilasyonun LC50 veya
LC75 degeri)

Cizelge 4.2°de popiilasyonda imidakloprid insektisitine karst goriilen tepkiler
gosterilmistir. LCso ve LCgqg degerleri diizenli bir artis ile sirasiyla FO’da 369,1 ve 955,2
ppm degerlerinden, F6 seleksiyonunda 3772,3 ve 7548,8 ppm degerlerine ulasmistir. Bu
artis, LCsp’de 10,22 kat ve LCgqp’da 7,9 kat ilaca kars1 daha az hassasiyetini gdsteriyor.
Seleksiyon dozlar1 her jenerasyonun LCys Ancak F6

degeri ile yapilmigstir.
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jenerasyondan elde edslen LC;s degeri ve daha yiiksek dozlari uygulandiginda,
boceklerin  ¢ogu gelisme sorunlari (prepupa evreden pupaya gecemiyorlardi)

gozlemlenmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 Olmiis prepupa doneminde olan Spodoptera littoralis

Diger yandan, heterojenlik (h) degeri populasyonda FO nesilde 1,34 rakamindan diizenli
bir azalisla F6 seleksiyonda 0,13 degerine. Direng orani (RR) ise diizenli bir artis

gosterirken F6 nesilde LCso ve LCqg degerlerine gore sirasiyla 9,76 ve 8,68 degerlerine

cikmaistir.
8000
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Sekil 4.4 Spodoptera littoralis popiilasyonlarinin imidakloprid’e kars1 gosterdikleri
logaritmik ppm doz LCsp ve LCq egrileri
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Sekil 4.5 Spodoptera littoralis popiilasyonlarinin imidakloprid’e karsi gosterdikleri
LCso ve LCqyp’a gore direng oranlari

Sekil 4.4 - 4.5’te selekte edilen popiilasyonun LCsg ve LCqo ppm degerleri probitik
olarak, hassas popiilasyona karsi, egrileri ve direng oranlarin grafikleri bulunmaktadir.

Bu iki ilact karsilagtirdiginda, S.littoralis, imidakloprid, gamma-cyhalothrin’e gore
diren¢ olusumu, daha hizli bir sekilde ortaya g¢ikmaktadir. Heterojenlik degeri (h)
gamma-cyhalothrin seleksiyonda 12 jenerasyondan sonra 0,24 ve imidakloprid

seleksiyonda 6 jenerasyonun sonu 0,13 rakami gostermistir.

Piretroitlere kars1 gelisen diren¢ genellikle, hedef yeri olan sodyum kanallarinda
duyarsizliklardan olugsmaktadir. Bu gruptaki olan insektisitler, genelde sodyum
kanallarina belli yerlerden baglanarak iyon depolarizasyonuna neden olur ve bdylece
sinirsel hiicreye devamli sodyum iyonlarinin gegisini saglayarak sinirsel iletisimi bloke

eder (Schleier ve Peterson 2011).

Neonikotinoid insektisitlerin diren¢ gelisimi yavas olmasina ragmen bazi zararli bocek
tiirlerinde sorun olmasiyla tanimlanmaktadir (Liu vd. 2006). Daha 6nce imidakloprid ve
baska neonikotinoidlere karsi hedef yeri diren¢ gelisimi rapor edilmistir. Direng
mekanizmalart Ornegin, esteraz enzimleri, knockdown direng ve asetilkolinesteraz

neonikotinoidleri etkilememektedir (Margartopoulos vd. 2007).
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Imidakloprid sinir sisteminde cesitli post-sinaptik nikotinik asetilkolin reseptdrlerinin
tizerinde etkilidir ve bunun i¢in ortaya ¢ikan direncler, ACh veya AChE gibi bu hedef
bolgesinde etkili oldugu i¢indir (Anonymous 2014h).

Her zararlinin hangi donem veya donemlerde ekonomik agidan daha c¢ok Onemli
oldugunun bilinmesi énem tasimaktadir. Her bocek farklt donemlerinde fizyolojik ve
morfolojik acidan farkli 6zelliklere sahip oldugundan dolayi, bu durum o zararliya karsi
uygulanan miicadele yontemlerininde dogru se¢ilmesini etkiliyor. S. littoralis ile
miicadelede oncelikle bu zararlinin polifag, larva doneminde zarar yapan ve yapraklarda
beslendigini gdz oniinde bulundurulmalidir ve buna yonelik yontemler belirlenmelidir.
Bu nedenle biyoassay ve enzimatik ¢alismalarda 3.donem larvalar seg¢ilmistir. Ayrica
nem, sicaklik, aydinlik-karanlik periyotlar1 gibi ¢evre faktorlerinin bocek ve deneme
sonugclar iizerinde etkili oldugu ispatlanmistir. Bunun i¢in tiim asamalarda, denemeler
ve yetistirmeler ayni kosullarda uygulanmalidir. Diger yandan yontem olarak, ilaglarin
dogada uygulanmast ve Ozellikle bu zararlinin iizerinde etki gosterme seklinin
benzemesinden dolay1 yaprak daldirma yontemi secilmistir. Sinerjistik ¢aligsmalarda ise,
topikal aplikasyon, yaprak daldirma yontemi ile ayni anda kullanilabildigi igin tercih

edilmistir.

4.2 Sinerjistik Calismalarin Sonuclari

Sinerjistler yaygin olarak metabolizma-esasl direncin engellenmesinde ve bu maddeler
pestisitlerin etkinliginin arttirilmasinda onlarla birlikte kombine halde kullanilmaktadir.
Ayrica, laboratuvar arastirmalarinda spesifik diren¢ mekanizmalarinin varligini analiz
etmede, sinerjistlerin belirli metabolik yollari inhibe etme yeteneklerinden faydalanilir.
Bu nedenle PBO (piperonyl butoxide), DEF (S,S,S-tributyl phosphorotrithioate) ve
DEM (diethyl maleate) biyoassay deneylerinde sinerjist olarak insektisitler ile
uygulanmaktadir. Direnci etkileyen faktor veya faktorlerin bulunmasi igin, sitokrom
P450 monooksigenazlar, esterazlar ve glutatyon S-transferazlar(GST) gibi enzimleri
sirasiyla inhibe eden PBO, DEF ve DEM sinerjistler ile yapilmaktadir (Pasay vd. 2009).
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Cizelge 4.3 PBO, DEM ve DEF’in hassas ve direngli (F12) Spodoptera littoralis

popiilasyonlarinda gamma-cyhalothrin’e kars: sinerjistik etkileri

<. LCs ppm LCooppm

| || e | anamis | )& |
S 13 | 0B | S5y | (osmzagos | oiramsy | 1985 | 1882
c
Y| Hassas | **° ?i% 0.92 fd?;s (558,??17’;1,94) (912,0%?4558,05) ! !
o [T 18 [0 | 20| canionn | kg | 0 || 21|
m
*| Hasses | #2050 | 0as | 3% (38?,2%%5,7) (897%(7)—1%%8,8) i I B
s| 2 o g | 4 | s (264391?32633,04) (49e?e31j877'§3,5) 658 | 6 | 361 39
L
7| Hassas | (@2 | 07 | o (400%2-%?5, 2) (851%3?—2%20,6) S e s
w rz | 0 @ | 0 | S (267?,?12-34{3?22,9) (906]i,259§(?279) e el I
2| asses | 20 | 0 | Ga (411215812,6) (994,190f151111412,9) Loyt

n=Kullanilan larva sayisi

h=Heterojenlik degeri

RR= Diren¢ oran1 (Direngli populasyonun LCs, veya LCgqy degeri / Hassas popiilasyonun LCsy veya LCqy
degeri)

SR= Sinerjizim oran1 (Popiilasyonun LCsy Veya LCgqq degeri / Popiilasyonun sinerjist ile elde edilen LCsgq
veya LCgy degeri)

Bu asamada, direngli poplilasyonu hassas popiilasyonu ile karsilastirarak, gamma-
cyhalothrin sinerjistler ile birlikte denenmistir. /n vitro’da, DEF, DEM ve PBO
sinerjistler sirasiyla esterazlar, GST ve sitokrom P450 monooksigenaz enzimleri inhibe
etmekte ve aktivitelerini azaltmaktadir. Boylece, direncin metabolik nedeni olan faktor
veya faktorler bulunmaktadir (Pasay vd. 2009). Her {i¢ sinerjist (PBO, DEM ve DEF)
gamma-cyhalothrin ile beraber direngli S. littoralis bireyler iizerinde kullanildiginda,
ilacin etkisini artmaktadir. Buna goére inhibe edilen farkli detoksifikasyon enzimleri,
ozellikle karboksilesteraz, AChE ve GST enzimlerin, seleksiyonlarla elde edilen
direngte etkili olma olasilig1 yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Ancak DEM sinerjisti,
baska sinerjistlere gore en yiiksek sinerjisim oranini (SR) sahip olmaktadir (Sekil 4.6)
Bu bulgu gamma-cyhalothrin insektiside karsi direngde, glutatyon S-trasferaz enziminin
en Onemli rolii oynadigina dair bir ipugu olabilir. En yiliksek SR orana sahip sahip olan

DEM sinerjisti, gamma-cyhalothrin ilact ile kullandigimizda, LCgyy degerleri, 3,9 kat
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azaltmaktadir. Ayn1 zamanda hassas poplilasyonda uygulanan sinerjistlerle beraber

gamma-cyhalothrinin etkisinde, pek fazla bir degisim goriilmemistir.

Bir ¢alismada, lambda-cyhalothrin ile uygulanan DEF ve PBO sinerjistlerinin, etkili
olduklar1 bulunmustur. Ayn1 zamanda bunun nedenini sinir hassasiyetin artis1 ve / veya

kiitikiiler penetrasyonun artisi ile ilgili olduklar1 belirtilmistir (Ahmad 2009).

Piretroitler bir aksonik exotoksin maddesi olarak, toksik etkileri ile aksonal zarlarinda,
voltaj kapili sodyum kanallarinin kapatma onlenmesi yoluyla etki gostermektedir
(Delorme vd. 1988). Gamma-cyhalothrin, oksadiazin insektisitler grubuna ait olan bir
voltaj-bagimli sodyum kanali bloke edici olarak tanimlamaktadir. Ayni zamanda,
sentetik piretroidlere kars1 gortilen direnglerde, sitokrom P-450 monooksigenaz enzimin
miktarinda veya aktivitesinde artig goriilebilmektedir. Ancak bazen, karboksilesteraz
grubu enzimlerin de bu tip direnglerde, etkili olduklari bulunmaktadir (Ahmad vd.
2007).

samma-cyhalothrin+Sinerjistier

30000
25000
20000
15000

10000 ®mLC50

LCS0
:SOOO '

F12 Hassas F12 Hassas F12 Hassas F12 Hassas

Kontrol PBO DEM DEF

Sekil 4.6 Gamma-cyhalothrin’in farkli sinerjistler ile kullanilarak elde edilmis, direngli
ve hassas populasyonda sinerjizim oranlarinin (SR LCsg,99) grafigi
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Sekil 4.6’da, hassas ve direngli popiilasyonlarda Gamma-cyhalothrin ile sinerjistlerin
ortak etkileri, sonucu ortaya ¢ikan sinerjizim oranlari, direncin bir gostergesi olarak
kabul edilebilir. Sirasiyla DEM, DEF ve PBO detoksifikasyon enzimlerini inhibe ederek

Gamma-cyhalothrin’in etkisini artmistir.

Cizelge 44 PBO, DEM ve DEF’in hassas ve direngli (F6) Spodoptera littoralis
popiilasyonlarinda imidacloprid’e kars1 sinerjistik etkileri

| e et aatme | ]SS
S [ 3o | 2| e | o |0 5
2
2| Hassas | 210 L(ligi 0,38 136,7564 (351%?534,1) (716?31-?'3174,6) 1 1
ol e a5 | 03 | G (25631947-?1(,)716,4) (619%?25-61’2131) 849 1 9.06 11251 104
om
| asses | 70 @2 | 07 | o5 (3022-24'54,1) (634?31%2,2) o e e
L [P o |l | ol | o 7|2
L
2| Hassas | @2 | 07 | S | ssamee | Grosamen | 1| 1| 44|12
Ll 8 e (i'g) 1,38 36?54 (187242,1?—73’2768,5) (34501,1173%202) 7731699 1 171 16
L
| pasas | 20 (2 | 07 | i (2482,2%8,9) (563,3791382) ol I B

n=Kullanilan larva sayisi

h=Heterojenlik degeri

RR= Direng oran1 (Direngli popiilasyonun LCsy veya LCgqy degeri / Hassas popiilasyonun LCsy veya LCqy
degeri)

SR= Sinerjizim oranit (Popiilasyonun LCsq Veya LCqq degeri / Popiilasyonun sinerjist ile elde edilen LCsg
veya LCqy degeri)

Cizelge 4.4°’de DEM, DEF ve PBO gibi ii¢ farkli sinerjistler S. littoralis’in
imidakloprid’e kars1 direngli ve hassas popiilasyonlari {izerinde uygulanmistir. Sonug
olarak, PBO imidaclopridin etkisini en az (SR LCsp ve 90= 1,25 ve 1,04) ve DEM
sinerjisti en yiiksek seviyede (SR LCsovego= 2,07 ve 2,03 ) arttirmustir. Imidakloprid’in

etki mekanizmasi AChE inhibitorii olarak bulunmustur (Gervais vd. 2010).
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Sekil 4.7 Imidakloprid’in farkl1 sinerjistler kullanilarak elde edilmis direncli ve hassas
populasyonunda sinerjzim oranlarinin (SR LCsg ve 90) grafigi

Sekil 4.7°de hassas ve direncgli popiilasyonlarda imidakloprid+sinerjistlerin etkileri ve
sinerjizim orani direncin bir gostergesi olarak goriilmektedir. DEM, DEF ve PBO

sirastyla imidakloprid’in etkisini artirmistir.

Genellikle, imidakloprid insektisidinin tekrarli kullanimin sonucunda goriilen direngte
AChE enzimi 6nemli rol oynamaktadir (Ky vd. 2002); ayn1 zamanda, bir diger
arastirmaya gore, bazi1 durumlarda, Nilaparvata lugens (Stil) (Homoptera: Delphacidae)
zararhisinda, imidakloprid’e karsi goriilen direngte, sitokrom P-450 monooksigenaz
enzim aktivitesinin artmasi, direng mekanizmasinda en 6nemli faktoriidiir (Puinean vd.
2010). Bu calismanin sonuglarina goére, DEM sinerjisti, en yiiksek sinerjisim oranini
yaratarak, etki gostermektedir. DEM sinerjisti GST enzimini inhibe ettiine gore,GST
enzimi, P-450 monooksigenaz enzimi ve karboksilesteraz enzimi ile kiyaslandiginda,
imidakloprid’e kars1 S. littoralis’te goriilen direng¢de, en 6nemli rolii oynadigina dair

bulgular ortaya ¢ikmaktadir.
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4.3 Biyokimyasal Sonuclar

Biyokimyasal ¢alismalarda karboksilesteraz, asetilkolinesteraz ve glutatyon S-transferaz
enzimlerinin aktiviteleri uygun metotlarla direngli ve hassas popiilasyonlarda

saptanmistir.
4.3.1 Karboksilesteraz enzim aktivitesinin 6l¢iim sonuclari

Karboksilesterazlar, aralarinda piretroitliler ve neonikotinoidlerin de bulundugu bir¢ok
pestisidin detoksifikasyonunda gorev alirlar (Konno vd. 1990). Sentetik piretroitlere
kars1 olusan diren¢ cogu zaman karboksilesteraz enzimine baglidir (Farnsworth vd.
2010). Daha onceki galismalara gore, Aedes aegypti sentetik piretroitlere ve DDT’ye
kars1 direngli 4.donem larvalarinda karboksilesteraz enzim aktivitesi, hassas
poplilasyona gore, daha yiiksek seviyede oldugu bulunmustur (Brengues vd. 2003).
Bagka bir ¢alismada Helicoverpa armigera (Hiib.) (Lepidoptera: Noctuidae) tizerinde
biyokimyasal ¢alismalara gore, sentetik piretroitlere kars1 goriilen direncgte, esterazlarin

roliinlin ¢ok 6nemli oldugunu ortaya ¢ikmistir (Young vd. 2004).

Iki ilagla selekte edilen popiilasyonlarin karboksilesteraz aktiviteleri o-naftil asetat (o-
NA) substrat1 kullanilarak mOD/min/pg protein cinsinden Ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.5).
Karboksilesteraz aktivitesi, biyokimyasal denemelerin sonuglarina goére gamma-
cyhalothrin ile maruz kalan 12 jenerasyondan sonra hassas popiilasyonun ile

oranlanlanarak, 6,13 kat artis gostermistir (Sekil 4.8).

Cizelge 4.6, 4.9, 4.12, 4.15, 4.18 ve 4.20°de ANOVA testleri, MINITAB 15 bilgisayar
programinda, Tukey testinde analiz sonuglari, karboksilesteraz, AChE ve GST
enzimlerin miktarlari, gamma-cyhalothrin ve imidakloprid insektisidi ile selekte edilmis

popiilasyonlarin enzim degerleri ve gruplanmis jenerasyonlar bulunmaktadir.
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Cizelge 4.5 Gamma-cyhalothrin ilaci ile selekte edilen populasyonlarin karboksilesteraz
enzim aktiviteleri

Seleksiyon jenerasyonlari karboksilesteraz enzimin ortalamasi
(mOD/min/pg protein)
Sel. 0 0,0097
Sel. 1 0,0093
Sel. 2 0,0091
Sel. 3 0,0092
Sel. 4 0,0116
Sel. 5 0,0084
Sel. 6 0,0119
Sel. 7 0,0138
Sel. 8 0,0221
Sel. 9 0,0125
Sel. 10 0,0213
Sel. 11 0,0239
Sel. 12 0,0533

Cizelge 4.6 Gamma-cyhalothrin insektisidi ile selekte edilen karboksilesteraz enzimin
farkli dollerde verilerin istatistiksel analizleri

Source SD KT KO F P
f 12 0,0053701 0,0004475 14,87 0,000
Error 23 0,0006924 0,0000301
Total 35 0,0060625

Bireysel giiven araligi = % 99,87
SD: Serbestlik derecesi

KT: Kareler Toplami

KO: Kareler Ortalamasi

Cizelge 4.6°da p<0,01 olasiliginda anlaml farklilik gdstermektedir (p= 0,000). Istatistil

sonucuna gore karboksilesteraz enzim degerlerinde anlamli bir fark bulunmaktadir.
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Cizelge 4.7 Gamma-cyhalothrin insektisidi ile selekte edilen gruplanmis
karboksilesteraz enzim degreleri

Sel. (Tekl:rrﬁr) Ortalama (mOD/min/pg protein) | Gruplar
fo 3 0,0007 A
fl 3 0,0093 A
2 3 0,009 A
3 3 0,0092 A
4 3 0,0116 A
5 3 0,0084 A
5 3 0,0119 A
f7 3 0,0138 A
8 3 0,0221 AB
I 3 0,0125 AB
f10 3 0,0213 B
1 3 0,0239 B
Fl12 3 0,0533 C

Cizelge 4.7°de dollerin arasinda enzim aktivitelerin miktarlar1 kiyaslanarak alfabetik
harfler ile belirtilmektedir. Ayni1 harflardan olusan gruplar arasinda, anlamli bir fark
gostermemektedir. Karboksilesteraz mOD/min/pg protein degerlerine gore, fO ile 9
jenerasyonlar, ayni1 grupta yer alip, arasinda anlamli bir fark gériinmemektedir. f10 ve
f11 daha yiiksek bir seviyede olup B grubu olusturmaktadir. f12 ise C grubu olusturarak

en yliksek seviyede oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.8 Gamma-cyhalothrin ile selekte edilen populasyonun karboksilesteraz enzim
aktivitesi grafigi

Imidakloprid ile selekte edilen bireylerin karboksilesteraz aktivitesi mOD/min/ug
protein degerine gore 6 jenerasyondan sonra hassas popiilasyona oranlanmasinda 1,52

katina bulunmaktadir (Cizelge 4.8, Sekil 4.9).

Li vd. (2012) karasinekte imidakloprid’e kars1 goriilen direnci incelenerek, sitokrom P-
450, GST ve karboksilesteraz aktivitelerini, direngli popiilasyonlarda, hassas
popiilasyona gore, daha yiiksek seviyede oldugunu rapor edilmislerdir. Bu tez
kapsaminda da yapilan ¢aligmalarin sonucu, karboksilesteraz anlamli bir sekilde, hassas
poplilasyona gore daha yiiksek aktivite gostermektedir ve bu direngte karboksilesteraz

enziminin diren¢ mekanizmasinda ilgili oldugunu anlasilmaktadir.

Cizelge 4.8 Imidakloprid ilact ile selekte edilen populasyonlarin karboksilesteraz enzim

aktiviteleri
Seleksiyon jenerasyonlari | Karhoksilesteraz enzimin ortalamast (mOD/min/ ug protein)

Sel. 0 0,005282
Sel. 1 0,006999
Sel. 2 0,012769
Sel. 3 0,007437
Sel. 4 0,009920
Sel. 5 0,012542
Sel. 6 0,016528
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Cizelge 4.9 Imidakloprid insektisidi ile selekte edilen karboksilesteraz enzimin farkli
dollerde verilerin istatistiksel analizleri

Source SD KT KO F P
f 6 0,0002124 0,0000354 3,90 0,029
Error 10 0,0000907 0,0000091
Total 16 0,0003031

Bireysel giiven aralig1 = % 99,53
SD: Serbestlik derecesi

KT: Kareler Toplami

KO: Kareler Ortalamasi

Cizelge 4.9 verilere gore p<0,05 olasilikta, bireyler arast enzim miktarlar anlamli bir

fark gostermektedir (p= 0,029).

Cizelge 4.10 Imidakloprid insektisidi ile selekte edilen gruplanmus karboksilesteraz
enzim degreleri

Sel. N ) Or.talama . Gruplar
(Tekerriir) (mOD/min/pg protein)
0 3 0,005282 A
fl 3 0,006999 B
f2 3 0,012769 B
3 3 0,007437 B
L& 3 0,009920 B
f5 3 0,012542 BC
6 3 0,016528 C

Cizelge 4.10 imidakloprid ile selekte edilmis gruplar arasinda enzim miktarlar
gruplanarak gosterilmektedir. fO en kiigiik, f1-f4 ayn1 gruptan (B grubu), f5 BC ve {6 C

gubu olusturarak en yiiksek degerlerini gostermektedir.
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Sekil 4.9 imidakloprid ile selekte edilen populasyonun karboksilesteraz enzim aktivitesi

4.3.2 Asetilkolinesteraz (AChE) enzim aktivitesinin 6l¢iim sonuclar:

Asetilkolinesteraz, boceklerdeki merkezi sinir sisteminin kolinerjik sinapsisinde
nOrotransmitter asetilkolini hidrolize etmektedir. Asetilkolin, Asetilkolin esteraz
(AChE) enzimi tarafindan kolin ve asetik asite doniistiiriiliir. Bazi ilaglar (6rnegin
imidakloprid) ACh’in analogu olarak calisirlar (benzer yapisal formiile sahiptirler ve
boylece reseptdr ile ayni yerlerden bag yapabilirler). AChE’in aktif bolgesine
baglanirlar. Fakat asetilkolin hidrolize olmasina ragmen, insektisitler enzim-substrat
kompleksi olarak sabit kalirlar. Bu insektisitler, asetilkolinesteraz inhibisyonuyla sinir
impulslariin transmisyonunu bloke eder ve asetilkolin reseptdrlerinin uyusmasina
neden olurlar. Sinapsislerdeki asetilkolinin artan konsantrasyonu daha fazla uyarilmis
merkezi sinir sistemi 6liime yol acabilmektedir. Fakat boceklerde de bu etkiyi azaltic

ve hatta yok edici direng mekanizmalar gelismistir (Chen vd. 2001).

Sekil 4.10 ve Cizelge 4.11°de, direng arttikca AChE aktivitesinin de arttigi, hassas
popiilasyonun  AChE  aktivitesinin 0,015 mOD/min/ug protein iken Sell2
popiilasyonunun AChE aktivitesinin 0,14 mOD/min/pg protein oldugu (9,33 kat arttig1)

gortilmektedir.
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Cizelge 4.11 Gamma-cyhalothrin ilac1 ile selekte edilen popiilasyonlarin
asetilkolinesteraz enzim aktiviteleri

Seleksiyon jenerasyonlari AChE enZi.m inin aktiv.iteSi
(mOD/min/pg protein)
Sel. 0 0,0158
Sel. 1 0,0203
Sel. 2 0,0389
Sel. 3 0,0254
Sel. 4 0,0387
Sel. 5 0,0436
Sel. 6 0,0384
Sel. 7 0,0382
Sel. 8 0.0404
Sel. 9 0,0846
Sel. 10 0,0467
Sel. 11 0,0735
Sel. 12 0.1477

Cizelge 4.12 Gamma-cyhalothrin insektisidi ile selekte edilen popiilasyonlarinfarkli
dollerde AChE enzimi miktarlarinin istatistiksel analizi

Source SD KT KO F P

f 12 0,046691 0,003891 22,15 0,000
Error 26 0,004567 0,000176
Total 38 0,051258

Bireysel giiven araligi = % 99,47
SD: Serbestlik derecesi

KT: Kareler Toplam1

KO: Kareler Ortalamasi

Asetilkolinesteraz enzim aktivite degerleri ¢izelge 4.12°de istatistik degerleri
gostermektedir. p<0,01’de degerler aras1 anlamli fark bulunmaktadir (p=0,000).
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Cizelge 4.13 Gamma-cyhalothrin insektisidi ile selekte edilen gruplanmis AChE enzim

degreleri
> (Tekl:rrﬁr) (mOD%fr?fgm slrotein) Gruplar
fo 3 0,0158 A
fl 3 0,0203 5
f2 3 0,0389 5
f3 3 0,0254 5
f4 3 0,0387 5
f5 3 0,0436 5
f6 3 0,0384 5
f7 3 0,0382 5
f8 3 0,0404 8o
f9 3 0,0846 c
f10 3 0,0467 c
f11 3 0,0735 c
f12 3 0,1477 5

Cizelge 4.13’te dollerin arasinda AChE enzim aktivitelrin miktarlar1 kiyaslanarak
alfabetik harfler ile belirtilmektedir. AChE mOD/min/pg protein degerlerine gore, f0 A
guruba, f1 ile f8 jenerasyonlar ayni grupta, f9-f11 C grupta ve f12 en yiiksek degerini
gosterek D grupta yer almaktadir. Istatistik olarak, jenerasyonlarda gittikce enzim

aktiviteleri de anlamli bir artig1 gostermektedir.
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Sekil 4.10 Gamma-cyhalothrin ile selekte edilen populasyonlarin AChE enzim
aktiviteleri

Cizelge 4.14’ten, imidaklopride karsi goriilen direng arttikga, AChE aktivitesinin de
arttig1 (Sekil 4.11), hassas popiilasyonun AChE aktivitesi 0,0099 mOD/min/pg protein
iken Sel6 popiilasyonunun AChE aktivitesinin 0,0598 mOD/min/pg protein oldugu
(6,04 kat artt181) goriilmektedir.

Cizelge 4.14 Imidaklopridile selekte edilen popiilasyonlarm asetilkolinesteraz enzim

aktiviteleri
Seleksiyon jenerasyonlari AChE enZi.m inin aktiv.itESi
(mOD/min/pg protein)
Sel. 0 0,0099
Sel. 1 0,0089
Sel. 2 0,0123
Sel. 3 0,0168
Sel. 4 0,0248
Sel. 5 0,0478
Sel. 6 0,0598
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Cizelge 4.15 Imidakloprid insektisiti ile selekte edilen AChE enzimin farkli déllerde
verilerin istatistiksel analizleri

Source SD KT KO F P

f 6 0,0071960 0,0011993 114,48 0,000
Error 14 0,0001467 0,0000105
Total 20 0,0073426

Bireysel giiven aralig1 = % 99,58
SD: Serbestlik derecesi

KT: Kareler Toplamu

KO: Kareler Ortalamasi

Elde edilmis istatistik verilere gore (Cizelge 4.15), jenerasyonlar arasinda, enzim

aktivitelerinde p<0,01 olasiliginda, anlamli fark bulunmaktadir.

Cizelge 4.16 Imidakloprid insektisidi ile selekte edilen gruplanmis AChE enzim

degreleri
>t (Tek,:m'ir) (mODﬁE?/fén p?rotein) Gruplar
fo 3 0,0099 A
f1 3 0,0089 A
2 3 0,0123 A
f3 3 0,0168 AB
f4 3 0,0248 5
5 3 0,0478 c
6 3 0,0598 D

Cizelge 4.16 imidakloprid ile selekte edilmis gruplar arasinda, AChE enzim miktarlar
gruplanarak gostermektedir. f0-f3 ayn1 gruptan (B grubu), f4, f5 ve {6 sirasiyla B, C ve
D guruplart olusturmaktadir. Istatistik verileri gdre imidakloprid ile selekte edilmis

AchE enzim miktarlari arasinda 4 gruba olmak iizere anlaml farklar belirtmektedir.

60



20,07
e
20,06 I
h,05 I
=
£0,04 :
30,03 I
(@)
20,02 I
0,01 | l | l | i ‘
0
Sel.0 Sel.1 Sel.2 Sel.3 Sel.4 Sel.5 Sel.6
Seleksiyon dolleri

Sekil 4.11 imidakloprid ile selekte edilen populasyonun AChE enzim aktivitesi grafigi

4.3.3 Glutatyon S-Transferaz (GST) enzim aktivitesinin 6l¢iim sonuclari

Direngte etkili oldugu diislinlilen diger bir enzim grubu da GST enzimleridir.
Glutathion-S-Transferazlar (GST) biitiin metazoanlar ve bitkilerde bulunan bir izoenzim
ailesidir ve temel detoksifikasyon sistemlerinden birisidir. Boceklerde bu enzim ailesi
insektisitlerin toksik etkilerine karsi temel bir savunma olarak bilinir. Ornegin Musca
domestica’da organofosfat insektisitlere direngli mutantlarn  GST’nin  yiliksek

seviyelerine sahip oldugu bulunmustur (Kence 1992).

Gamma-cyhalothrin’e direngli  S. littoralis popiilasyonlarinda (Sel.12) hassas
populasyona gore 23,5 kat daha yiiksek GST aktivitesi 6l¢miistiir (Cizelge 4.17, Sekil
4.12).
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Cizelge 4.17 Gamma-cyhalothrin ilac ile selekte edilmis popiilasyonlarin GST enzim

aktiviteleri
Seleksivon ienerasvonlart GST enzimin aktivitesi
yon) Y (mOD/min/pg protein)
Sel. 0 0,0072
Sel. 1 0,0072
Sel. 2 0,0286
Sel. 3 0,0392
Sel. 4 0,0189
Sel. 5 0,0159
Sel. 6 0,0191
Sel. 7 0,0378
Sel. 8 01234
Sel. 9 01679
Sel. 10 0,1265
Sel. 11 0,1488
Sel. 12 0,1694

Cizelge 4.18 Gamma-cyhalothrin insektisiti ile selekte edilen GST enzimin farkli
dollerde verilerin istatistiksel analizleri

Source SD KT KO F P

f 12 1,1831 0,0986 1,09 0,417
Error 21 1,9022 0,0906
Total 33 3,0853

Bireysel giiven araligi = % 99,87
SD: Serbestlik derecesi

KT: Kareler Toplam1

KO: Kareler Ortalamasi

ANOVA analizin edle edilmis istatistiksel verilere gore (Cizelge 4.18), jenerasyonlar
ilerlenince, enzim degerleri arttisina ragmen, p<0,05 olasiliginda, anlamli bir fark
bulunmamaktadir. AChE enzim degerlerin giiven araliklari birbirine kapsayarak, ayn
grubu olusturmaktadir.
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Sekil 4.12 Gamma-cyhalothrin ile selekte edilen populasyonun GST enzim aktivitesi
grafigi

Cizelge 4.19°dan, direng arttikca GST aktivitesinin de arttig1, hassas popiilasyonun GST
aktivitesinin 0,0087 mOD/min/ug protein iken Sel.6 popiilasyonunun GST aktivitesinin
0,0127 mOD/min/ug protein oldugu (1,46 kat arttigi) gorilmiistiir (Cizelge 4.19, Sekil
4.13).

Cizelge 4.19 Imidakloprid ilact ile selekte edilen popiilasyonlarin GST enzim degerleri

Seleksiyon jenerasyonlari GST enzi.min aktiVit?Si
(mOD/min/pg protein)

Sel. 0 0,0087

Sel. 1 0,0076

Sel. 2 0,0074

Sel. 3 0,0101

Sel. 4 0,0131

Sel. 5 0,0126

Sel. 6 0,0127
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Cizelge 4.20 Imidakloprid insektisiti ile selekte edilen GST enzimin farkli déllerde
verilerin istatistiksel analizleri

Source SD KT KO F P

f 5 0,0001225 0,0000245 9,87 0,001
Error 10 0,0000248 0,0000025
Total 15 0,0001473

Bireysel giiven aralig1 = % 99,40
SD: Serbestlik derecesi

KT: Kareler Toplam1

KO: Kareler Ortalamasi

Cizelge 4.20 GST enzim aktivitesi, imidakloprid ile selekte edilmis jenerasyonlar

arasinda istatistik verileri, p<0,01 olasilikta, anlamli fark gériinmektedir.

Cizelge 4.21 Imidakloprid insektisidi ile selekte edilen gruplanmis AChE enzim

degreleri
el (Tek’:rriir) (mODgr:it:/ fg] ;rotein) Gruplar

f0 3 0,0087 AB

fl 3 0,0076 A

f2 3 0,0074

f3 3 0,0101 B

f4 3 0,0131 BC

5 3 0,0126 c

f6 3 0,0127 c

Cizelge 4.21 imidakloprid ile selekte edilmis jenerasyonlar arasinda, AChE enzim
miktarlar1 gruplanarak gostermektedir. Tiim jenerasyonlar toplam 3 grubu olusturarak,
seleksiyon sayilar1 arttikca enzim miktarlarinda ise anlamli bir farklilikla artis

gostermektedir.
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Sekil 4.13 imidakloprid ile selekte edilen populasyonlarm GST enzim aktivitesi grafigi

Cizelge 4.22 Gamma-cyhalothrin (VANTEX) ve imidakloprid (Confidor) ile selekte

edilmis en son jenerasyonlari ve hassas popiilasyonu karsilagtiriimasi

Karboksileste AChE GST

RR | RR | PBO | PEM | DEF raz (mOD/mi | (mOD/mi

SR SR SR .

LCsy | LCqy LC LC LC (mOD/min/pg n/pg n/pg

%0 50 %0 protein) protein) protein)

VAEIZEX@) 1685 [ 1882 | 21 | 36 | 31 0,0533 01477 | 0,694
Hassas 1 1 | 14 | 14 | 13 0,0087 00158 | 0,072
Conlziéjor(@ 9,76 8,68 1,25 2,07 1,7 0,0146 0,0598 0,0127
Hassas 1 1] 11 | 14 | 14 0,0096 0,0099 0,0087

Cizelge 4.22°de hassas popiilasyon ve gamma-cyhalothrin (VANTEX) ve imidakloprid
(Confidor) ile selekte edilmis popiilasyonlari bir ¢izelge karsilastirilmaktadir. RR LCsp.
9o direng orani olarak her iki seleksiyonun hassas popiilasyona gore gostermektedir.
Biyokimyasal karakterizasyonun dogrultusunda diren¢ orani (RR), diren¢ olusumun bir
faktorii olarak sayilabilir (Anonymous 2014i). VANTEX seleksiyonun LCsy ve LCy
direng oran1 (RR), sirasiyla 16,85, 18,82 gostermekte ve bu degerler imidakloprid ile

ilgili rakamlar 9,76 ve 8,68 bulunmaktadir.

65




Sinerjizim orani, PBO, DEM ve DEF, her {i¢ sinerjistin degerleri, her iki seleksiyonda,

enzim inhibe agisindan etkili olduklari elde edilmistir.

Olgiilmiis her ii¢ enzimin degerin artis bulunmaktadir. Bu artislar gamma-cyhalothrin
seleksiyonunda hassas popiilasyonun oraninda, en fazla GST’ye ayittir. Sonug olarak
gamma-cyhalothrin seleksiyonunda, direngli popiilasyonun olusmasi ve bu direncin

biyokimyasal karakterizasyonunda, arastirilmis enzimlerin her ti¢ii de etkili olabilirler.

Imidakloprid seleksiyonunda ise, en diisiik sinerjizim oram1 PBO sinerjisti igin
bulunmustur. Enzimlerin deger artislar1 da ayni ifadeyi belirterek en diisiik miktar1t GST
enzimini gosteriyor. GST enzimi PBO sinerjisti ile inhibe edilmesinden dolay1 (Pasay

vd. 2009), veriler mantikl1 olarak sayilabilir.

4.4 Oneriler

Gliniimiizde direng izleme ve kontrolii, entomoloji dalinda, en 6nemli ve hassas bilgi
alanlarin biridir ve her tarim alaninda, hedef bdceklere gore, uygun pestisitler ve
ozellikle insektisitler seg¢ilmektedir. Son yillarda, aym1 gruptan veya ayni etki
mekanizmaya sahip olan insektisitleri devamli kullanildiginda, farkli bdceklerde,
penetrasyon, biyokimyasal veya molekiiler diizeyde nedenlerle ortaya ¢ikan direng

olaylarina rastlanmaktadir.

Diren¢ olusmamasi igin en Onemli strateji, ilacin dogru yontemle dogru zamanda
uygulanmasidir. Genelde diren¢ gelisiminin tahmini zor oldugu ig¢in, 6nemli bazi
prensiplerin dikkate alinmasi gerekmektedir.

Bir pestisidin faydali 6mriinii arttirilmasi ve bir zararliya kars1 duyarsiz hale gelmemesi
icin bir ilacin uygulamasinda, zaman aralifinin arttirilmasi, tavsiye edilen en onemli

stratejilerden biri olmaktadir.

Direncin 6nlemesi veya ertelenmesi i¢in diger 6nemli prensipleri:
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e Zararli biyolojisini iyi tanimak ve ona gore uygun pestisitler segilmesi

e Diren¢ dinamikleri

e Pesitisitleri ard arda kullanilmamasi

e Ekonomik zarar esiklerine uyumlu olarak ilaglarin kullanilmasi

e Her zaman uygun uygulama aletleri ve 6nerilen miktarda ila¢ kullanmasi

e Insektisitlerin uygun miinavebe ile kullanmasi

e Spesifik olmayan ilaglarin 6rnegin, yaglar ve sabunlarin kullaniminin arttirilmasi

e Tarimmsal ve kimyasal uygulamalar ile birlikte fiziksel ve biyolojik yontemlerin
de kullanmasi

e Direngli olmayan zararlilara karsi, farkli etki mekanizmalara sahip olan

insektisitleri karigim halinde kullanilmasi (Kunz ve Kemp 1994)

Direncin iyi tanimlanmasi i¢in biyokimyasal yontemlerin yaninda, diren¢ genetiginin
anlasilmasi1 gerekmektedir. Bu hedefe ulagsmasi i¢in, uygulama ve tasarlama yetenegi de
artamktadir. Insektisit diren¢ kalitim bilgilerinin ortaya cikmasi ile izlemesi, risk

degerlendirme ve diren¢ yonetimini modelleri gelistirilmektedir (Wang vd. 2009).

Sinerjistler, yaklasik 50 yildir insektisitlerin etkinligini arttirmak igin, 6zellikle direng
problemlerin ortaya ¢iktigt durumlarda, ticari olarak iretilip Onemli Olglide
kullanilmaktadir. Diren¢ yonetiminde, sinerjistlerin rolii, bir enzim inhibtorii olarak
kabul edilip insektisitler ile beraber kullaniminda, direngli bir zararliya karsi,
insektisidi daha diisiik dozlarla uygulama imkani yaratmaktadir. Aksi takdirde,
diren¢ olusumunda, insektisit daha yiiksek diizeylerde kullanilmaktadir. Bu nedenle
sinerjistler, metabolik direncinde basit bir ara¢ olarak kabul edilimekte ve ayn1 zamanda
diren¢ olusumu geciktirebilmektedir (Bernard ve Philogéene 1993). Direncin
yonetiminde, her seyden evvel, mevciit olan yontemler ile direncin gelisiminde, etken
metabolik faktdrleri bulmaktir. Ornegin, S. littoralis zararlinin methoxyfenozide ilaci ile
13 kere selekte edilip ve direngli popiilasyon elde edilmis bir arastirmada, enzimlerin
Olglim sonocunda, monooksigenaz aktivitesi yiiksek ¢iktigi i¢in, PBO sinerjisti ile

direncin yenilmesi, rapor edilmistir (Mosallanejad ve Smagghe 2009).
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EKLER

EK 1 Yapay Besin Hazirlama Prosediirii

EK 2 Ergin Besini Hazirlama Prosediirii
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EK 1 Yapay Besin Hazirlama Prosediirii

Biiyiik bir beher i¢inde 14 gr agar 400 mL distile suya karistirilarak mikrodalga firinda
kaynayana kadar 15 dkisitilmistir. Ayn1 zamanda asagidaki bulunan malzemeleri (agar
hari¢), karigtirict makinesi ile kanstirilmistir. Kaynatilmig agar, 60°C sicakliga
diistiikten sonra, karimin tlizerinde, karistirict vasitasi ile 1-2 dk karistirilarak, temiz bir
kabin i¢inde bosaltilir. Karigim, sertlesmesine bekledikten sonra kapagini kapatilarak,

kullanim zamanina kadar (1-2 ay) +4°C’de saklanabilir.

Asitaskorbik 4 gr
Asitsorbik 1,25 gr
Methyl-4 hydroxybenzoate 2,59r
Yeast 35¢9r
Agar 14 gr
Fasulye 266,5 gr
Kolestrol 0,1gr
Vitamin B12 0,5mL
Su 800 ml
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EK 2 Ergin Besini Hazirlama Prosediirii

20 gr bal 200 mL distile suda karistirilir. Icinde bir tablet B vitamini kompleksi ve bir
ampiil B12 vitamini eklenir. Bu s1viy1, petri kabinda pamuga emdirilerek ergin kutulara

konulur. Her giin pamuklarin degistirmesi gerekmektedir.
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