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Bu calisma 2017-2019 yillarinda, Giineydogu Anadolu Bolgesi pamuk ekilis alanlarindan
toplanan pamuk yaprakbiti [Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae)]
popiilasyonlarinin Neonikotinoid grubu insektisitlerden Acetamiprid, Imidacloprid ve
Thiamethoxam’a kars1i diren¢ durumlarinin belirlenmesi amaciyla yiirtitilmistiir.
Calismada aktif maddelere kars1 zararli popiilasyonlarinin tepkilerini belirlemek amaciyla
bioassayler uygulanmig, Esteraz ve Glutatyon-S-Transferaz enzim aktiviteleri
biyokimyasal metotlar ile incelenmis ve Neonikotinoid grubu insektisitlere karsi direng
durumu molekiiler yontemlerle arastirilmistir. Calisma sonucunda Acetamiprid aktif
maddesi igin 0.261-21.550 ppm arasinda degisen LCso degerleri ile 22.64-82.57,
Imidacloprid aktif maddesi i¢in 0.482-32.449 ppm arasinda degisen LCso degerleri ile
23.52-67.32; Thiamethoxam aktif maddesi i¢in 4.187-87.251 ppm arasinda degisen LCsp
degerleri ile 1.08-20.84 kat arasinda degisen direng oranlari tespit edilmistir. Esteraz
enzim aktivitesinin tiim popiilasyonlar i¢in 4.5695-17.7881 pmol naphtol/min/mg protein
arasinda degistigi belirlenmis olup, en yiiksek esteraz aktivitesi Catalhurma
popiilasyonunda  belirlenmistir.  Glutatyon-S-Transferaz  enzim  aktivitesi tim
popiilasyonlar i¢in 1.7952-5.5052 pmol konjuge glutatyon/min/mg protein olarak
belirlenmis olup en yiiksek Glutatyon-S-Transferaz aktivitesi Develi popiilasyonunda
tespit edilmistir. Yapilan dizi analizinde nikotinik asetilkolin reseptorlerinin £ alt
tinitesinde ve neonikotionoid grubu insektisitlere kars1 dirence neden olan R81T ve V621
mutasyonlarina rastlanilmamistir.Calisma sonucunda A. gossypii popiilasyonlariyla
miicadele kapsaminda entegre miicadele enstriimanlarinin kullanilarak zararl
miicadelesinin daha etkili sekilde yapilmas1 ve yeni miicadele stratejilerinin gelistirilmesi
gerektigi kanaatine varilmistir.
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DETERMINATION OF NEONICOTINOID RESISTANCE IN THE COTTON APHID
[Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae)] POPULATIONS IN COTTON
PLANTATION AREAS OF SOUTHERN EAST ANATOLIAN REGION
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The study was carried out between 2017-2019 for purpose of determining the resistance
status of Cotton aphid [Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae)] populations
obtained from cotton plantations in Southeastern Anatolian Region to Neonicotinoid class
insecticides Acetamiprid, Imidacloprid and Thiamethoxam. Bioassays were applied to
determine reactions of pest populations to actives, biochemical methods were used to
determine Esterase and Glutathione-S-Transferase enzyme activities and gene regions
which are responsible for resistance to neonicotinoid class insecticides were investigated.
Different LCso values ranging 0.261-21.550 ppm with resistance ratios ranging 22.64-
82.57 folds were observed for Acetamiprid. Different LCso values ranging 0.482-32.449
ppm with resistance ratios ranging 23.52-67.32 folds were achieved for Imidacloprid. For
Thiamethoxam LCso values were ranged 4.187-87.251 ppm with resistance ratios ranged
1,08-20,84 folds. The esterase activity was ranged between 4.5695-17.7881 umol
naphtol/min/mg protein for all the populations and the highest EST activity was recorded
in Catalhurma population. The highest Glutathione-S-Transferase activity was recorded
for Develi population and Glutathione-S-Transferase activity was ranged between
1.7952-5.5052 pmol conjugated glutathione/min/mg protein within the populations.
Sequnce analyses were carried out to search possible mutations located on B sub-unit of
nicotinic acetylcholine receptors. The R81T and V621 mutations were searched in tested
populations. The R81T and V621 mutations were not observed in tested populations. As a
result of the study, it has been concluded that for successfully control of A. gossypii more
effective pest control methods based on new control technologies should be applied
according to IPM principles.
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Keywords: Aphis gossypii, Insecticide Resistance, Cotton, Southern-East Anatolia
Region, Neonicotinoid, Molecular



TESEKKUR

Pamuk tiretim alanlarinda 6nemli bir zararli olan Aphis gossypii’nin Neonikotinoid grubu
insektisitlere direncinin Bioassay, Biyokimyasal ve Molekiiler metotlar ile incelenmesi
amactyla yiiriittiigiim ¢alismalar boyunca bana her tiirlii imkan1 sunan, her asamada beni
yonlendiren degerli danismanim Saym Dog. Dr. Nurper GUZ’e sonsuz tesekkiir ve
minnetlerimi sunarim. Tez izleme komitesinde gorev alan ve beni yonlendirerek
caligmalarima katki saglayan degerli hocalarim Sayin Prof. Dr. Serife BAYRAM ve
Sayimn Dog. Dr. Cengiz IKTEN’e tesekkiirlerimi sunarim. Calismalarin yiiriitiilmesinde
katki, oneri ve yardimlarim esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. M. Oktay GURKAN,
Ziraat miihendisi Naciye Sena Cagatay, Ziraat mithendisi Fatma Dikmen, Dr. Muhammad
Arshad, Prof. Dr. Fariba Merkhou’ya sonsuz tesekkiir ederim. Doktora ¢alismalarimin
finansmanin1 saglayan T.C. Tarim ve Orman Bakanligi - Tarimsal Arastirmalar ve
Politikalar Genel Miidirligi’ne, Diyarbakir Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigii’'nden basta Sedat EREN, Muhlis SEZGIN, Murat GULMEZ ve Ayhan
OGRETEN olmak iizere tiim idari ve teknik personele tesekkiirlerimi sunarim. Doktora
calismalarim ve hayatim boyunca bana gosterdikleri sevgi anlayis sabir ve destek igin

esim, oglum, annem, babam ve kardeslerime sonsuz tesekkiir ederim.

Bu tez ¢alismasi, Tiirkiye Cumhuriyeti Tarim ve Orman Bakanlig1 Tarimsal Arastirmalar

ve Politikalar Genel Midiirliigi (TAGEM/BSAD/16/2/03-03) tarafindan desteklenmistir.
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1. GIRIS

Pamuk (Gossypium spp.) (Malvales: Malvaceae) bitkisi farkli kullanim alanlari ve
sekilleriyle tim diinyada hem endiistri hem de ticaret sektorlerinde onemli bir tarim
triintidiir. Lif bitkileri ve pamuk bitkisinin yogun olarak kullanildig: tekstil sektorii
tilkemiz acisindan stratejik dneme sahip olmakla beraber ihracat gelirleri yoniiyle de
Oonem arz etmektedir. Pamuk pek ¢ok endiistriyel is kolunun hammaddesi pozisyonundaki
bir bitkidir. Pamuk bitkisinin kullanildig1 endiistri kollarinin basinda yag endiistrisi ve
ozellikle son yillarda biyodizel iiretim endiistrisi yer almaktadir. Pamuk bitkisinin yan
triini olan kiispe, hayvan beslenmesinde Onemli bir {riindiir. Endistriyel iiretim
acisindan Oneminin yanisira pamuk tiretimi sagladigi istthdam ile iilke ve bolge

ekonomisine dnemli katki saglamaktadir.

Pamuk yetistiriciligi; pamugun tekstil, barut iiretimi, film malzemesi gibi elliden fazla
sanayi ve is kolunda ham madde olarak kullanimi sebebiyle lilkemizin en degerli tarimsal
faaliyetlerinin basini ¢ekmektedir. Bu nedenle pamuk yetistiriciligi, ekonomik ve sosyal

acidan gerek diinya gerekse de Tiirkiye i¢in dnemli ve degerli bir iiretim faaliyetidir.

Hindistan diinyada pamuk tiretiminde ekim alani bakimindan ilk sirada yer almakta olup
bunu sirastyla Cin Halk Cumhuriyeti, Amerika Birlesik Devletleri, Pakistan, Ozbekistan
ve Brezilya takip etmektedir. Uretim miktar yoniiyle Hindistan ilk sirada yer alirken
bunu Amerika Birlesik Devletleri, Cin Halk Cumhuriyeti, Brezilya, Pakistan, Tiirkiye,
Ozbekistan ve Avustralya takip etmektedir. Tiiketim miktar1 incelendiginde sirasiyla Cin,
Hindistan, Pakistan, Tiirkiye, Brezilya ve Amerika Birlesik Devletleri’nin basi ¢eken

iilkeler oldugu goriilmektedir (Shahbandeh 2019).

Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gore {ilkemiz 2019 yili pamuk iiretim alan1 yaklasik
olarak 4.778.681 dekar oldugu, Giineydogu Anadolu Bolgesi’'nin bu alanda 2.889.140
(%60.5) da’lik bir paya sahiptir. Ayrica iikemizde yaklasik olarak 2.200.000 tonluk
tiretim miktari oldugu, Glineydogu Anadolu Bolgesi’nin bu iiretimde 1.212.703 (% 55.1)
tonluk bir pay1 oldugu bildirilmektedir (Anonim 2020).



Pamuk {iiretiminde; verim ve kalite kaybina neden olan pek ¢ok faktdr olmakla beraber
bunlarin basinda, bitki koruma sorunlari ve 6zellikle zararlilardan kaynaklanan ekonomik
kayiplar gelmektedir. Pamuk iiretiminde 6nemli sorunlardan biri pamuk yaprakbiti [Aphis
gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae)]’dir. Zararli diinyada iliman ve tropik iklim
kusaginin genelinde bulunmaktadir (Tabacian vd. 2011).

Tanim, yasayisi ve zarar sekli

Aphis gossypii 1-2 mm viicut iriligine sahip ve ¢iplak gozle goriilebilir bir zararhidir
(Anonim 2017). Zararh kiigiik yumusak viicutlu olup, renk, boyut, kanatli ve kanatsiz
olmak gibi cesitli varyasyonlar gosteren bir bocektir (Blackman ve Eastop 2000). A.
gossypii bireylerinde olduk¢a genis bir morfolojik varyasyona rastlanmakta olup,
morfolojik olarak renk acik yesil kanatsiz, koyu yesil kanatsiz; ciice kanatsiz sar1 ve
kanatl olabilir (Paddock 1919, Wall 1933, Wilhoit ve Rosenheim 1993, Watt ve Hales
1996). Ciice kanatsiz form normal kanatsiz formun 1/3 boyutunda olup renk yesil yerine
saridir (Watt ve Hales 1996). Karakteristik 6zellikleri ise viicudun dorsalinde abdomenin
sonuna dogru konumlanmis olan ve her iki yanda bulunan bir ¢ift mum borucugunun
(corniculi) olmasidir. Zararliya halk arasinda “Piiseron, Ballik, Zenk™ gibi yoresel adlar
da verilmektedir (Anonim 2017).

Ciice kanatsiz form fenotipi yiiksek sicaklik kosullarinda goriilmekle beraber diisik
tireme potansiyeline sahiptir (Willhoit ve Rosenheim 1993, Watt ve Hales 1996). Bunun
aksine koyu renkli fenotipler daha serin iklim kosullarinda gozlemlenip yiiksek lireme
giicline sahiptir (Blackman ve Eastop 2000). Kanath form olusturacak nifmler yesilimsi

mavi, amber veya mavi renkli olur (Blackman ve Eastop 2000).
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Sekil 1.1 Aphis gossypii’ nin kanatli ve kanatsiz formu (Anonymous 2020a)

Sekil 1.2 Ciice sar1 Aphis gossypii ergini (Anonymous 2020b)

Zararl ortalama 7 giinde ergin doneme geger ve ergin doneme ulasan bireylerin hemen
yavru dogurma Ozelligi bulunmaktadir. Bir disi gilinliik olarak 8-22 adet yavru
dogurabilmektedir. A. gossypii’nin iireme giiciiniin ¢ok yiiksek olmasi ve kisa gelisme
stireleri nedeniyle c¢ok kisa siire igerisinde yiiksek birey sayisina sahip koloniler
olusturabilme potansiyeline sahiptir. Temel gelisme donemindeki ilk bulagsmalarda tepe
stirglinlerinde goriilse de sonraki donemlerde yaprak altlarinda ve tepe siirgiinlerinde

koloni halinde yasarlar (Anonim 2017).

Yiiksek iireme giiciine sahip olan zararlimin kolonilerinde bulunan birey sayisi
yiikseldiginde veya besin azligi, 151k kalitesindeki degisimler gibi faktorlerin etkisiyle
kanatl forma geger ve kanatl bireyler yeni beslenme ve {ireme alanlar1 bulmak amaciyla

go¢ eder. Zararlinin kanatli formu genellikle gé¢ zamani goriliir ve kanatli bireylerin



varli§i, zararlinin mevcut alandan ayrilarak yeni koloni/koloniler olusturacaginin

gostergesidir (Anonim 2017).

Yaprakbitlerinde genel olarak iki tip yasam dongiisii bulunur. Bunlardan ilki Autaecius
dongiisii olup zararli yasam déngiisiinii tek bitki tiiriinde tamamlar. ikinci yasam déngiisii
ise Heteroecious olup zararli kisi tizerinde gegirdigi odunsu bitkiler (birincil konukgu) ve
yazi lizerinde gegirdikleri otsu bitkiler (ikinci konukg¢u)’dir (Kundu 1994). Pek ¢ok afit
tirti periyodik partenogenesisle ¢cogalirlar Ki burada zararli pek ¢ok generasyon boyunca
aseksiiel liremeden sonra sexiiel tireme ile gogalirlar. Seksiiel iireme tipik olarak ge¢ son
baharda primer konukgu iizerinde olur ve yumurtalar buraya birakilir (Moran 1992,
Blackman ve Eastop 2000). ilkbaharda her yumurtadan kanatsiz vivipar ve
partenogenetik ¢ogalan disiler ¢ikar ve bu lireme sekli ilkbahar ve yaz boyunca devam
eder (Blackman 1987, Blackman ve Eastop 2000). Bu disiler kanatli veya kanatsiz
olabilirler ve sonbaharda seksiiel iireme i¢in erkek ve disi bireyler tiretirler (Wellings vd.
1980, Kundu ve Dixon 1995, Blackman ve Eastop 2000). Afitlerde seksiiel fazin
baslamasi fotoperiod veya sicaklik azalisi ile baslar (Blackman ve Eastop 2000, Williams
ve Dixon 2007). Bu nedenle yil boyu aseksiiel tireme kis kosullarinin 1liman gegtigi

bolgelerde daha yaygindir.
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Sekil 1.3 Yaprakbitlerinin yasam dongiisii (Anonymous 2020c)



Yaprakbitlerinde partenogenetik ¢ogalma teleskopik generasyonlar fenomeni olarak
adlandirilir (Moran 1992). Bu durum tek bir afitten bir sezon i¢inde milyarlarca bireyin
olusmasi ile sonuglanabilir (Dixon 1989, Kersting vd. 1999). Teleskopik generasyonlarda
gelisme siiresi kisalirken normal bireylere gore artan {ireme potansiyeli saglar (Leather
ve Dixon 1984, Dixon 1989). Bu durum diren¢ yonetimine imkan saglar ¢iinkii kisa
gelisme siiresine sahip bireyler uzun gelisme siiresine sahip bireylere gore daha ¢ok
generasyon iretip daha fazla insektisite maruz kalirlar (Roush ve Mckenzie 1987). Dahasi
direngli popiilasyonlarin partenogenetik olarak ¢ogalmasi popiilasyonda bulunan direng

allellerin hassas alleller ile ¢iftlesme olasiligini ortadan kaldirir (Wool ve Hales 1997).

Partenogenesis’in bir diger sonucu konukcuya 6zellesen ayr1 klonal popiilasyonlardir
(Carletto vd. 2010). Araceae, Astraceae (Krizantem), Cucurbitaceae (hiyar) ve Malvaceae
(pamuk)’ye 6zellesmis klonal popiilasyonlar ilgili kayitlar bulunmaktadir (Guldemond
vd. 1994, Margaritopoulos vd. 2006, Carletto vd. 2010, Agarwala ve Choudhury 2013,
Chen vd. 2013). Bu durum zararlmin insektisitlere direnci tizerine etkiler
saglayabilmektedir. A. gossypii Ingiltere’de hiyar ve krizantem de iki farkli ik
olusturmakta ve krizantemde goriilen irk hiyarda, hiyarda goriilen irk krizantemde
goriilmemektedir. Krizantemde bulunan irk Organik Fosforlu ve Karbamatl insektisitlere

kars1 direngli iken hiyardaki irkta boyle bir durum saptanmamistir (Guldemond vd. 1994).

Aphis gossypii diinyanin pek ¢ok bolgesine yayilmis polifag bir zararlidir. A. gossypii;
pamuk, fasulye, tiitiin, bamya, ¢eltik, kabak, hububat, kavun, patlican, patates biber,
hiyar, karpuz gibi kiiltiir bitkilerinin yani1 sira yabanci otlardan akkazayagi, dari,
horozibigi, kopek {liziimii, ve kamista hayatini siirdiirebilmektedir. Zararlinin 92
familyaya bagli oldukca genis bir konuk¢u dizisinde yasamini stirdiirebildigi
bilinmektedir (Elbert ve Cartwright 1997). A. gossypii’nin Israil’de 32 familyaya ait 66
bitki tiiriinde, Hindistan’da 162 bitki tiiriinde ve diinya genelinde 92 familyaya ait farkli
bitki tiirlerinde zarar yaptigi ve yasamim siirdiirebildigi bildirilmistir (Eastop 1966,
Avidov ve Harpaz 1969, Roy ve Behura 1983, Elbert ve Cartwright 1997).

Aphis gossypii sicak ve tropikal bolgelerde gelisme potansiyeli olan 6nemli bir tiir olup,

tilkemiz pamuk yetistiriciligi yapilan bdlgelerde yaygin bir zararlidir. A. gossypii tim



pamuk alanlarinda goriilmekte olup, gen¢ pamuk fidelerinin tepe tomurcuk ve
yapraklarinda emgi yapmak suretiyle zarar vermektedir. Emilen bitki kisimlarinda bitki
gelisiminde yavaglama, renk degisimi ve kivrilmalar goriiliir. Beslenme artiklarinin
barindirdig1 yiiksek seker fumajin adi verilen zarara neden olmaktadir. Olusan fumajin
fotosentezi yavaslattig1 i¢in bitkide verim ve kalite kayiplarina neden olur (Tabacian vd.
2011). Ayrica zararl bitki virlis hastaliklarinin da vektorliigiinii yapmaktadir (Anonim
2011). Bu kapsamda zararlinin 70’den fazla hastaligi tasiyabildigi bildirilmektedir
(Kennedy vd. 1978). A. gossypii’nin pamukta; pamuk anthocyanosis viriisii, pamuk
kivirciklik virlisti, pamuk mavi hastaligi, pamuk kabarik tepe (CBT), pamuk yaprak
kivircikligi (CLR) ve mor solgunluk hastaliklarinin etkili bir vektoriidiir (Kennedy vd.
1978, Brown 1992, Reddall vd. 2004).

Aphis gossypii’nin hem erginleri hem de nimfleri emgi yaparak kiiltiir bitkilerinde zarara
neden olmaktadir. Zararli genellikle bitkilerin taze yapraklarinda bulunmasina karsin,
govde ve dallarda da goriilebilir. Bitkilerde 6zsu emilimi nedeniyle zarar gdren
yapaklarda kivrilma ve deformasyonlar meydana gelir. Zarar goren yapraklarin
fotosentez kabiliyetinin azalmasina paralel olarak verim ve kalite kayiplar1 ortaya
cikmaktadir. Popiilasyon yogunluguna bagli olarak bitki gelisiminin yavaslamasi veya

durmasi gézlemlenebilir (Anonim 2017).

Pamuk yaprakbitleri bitki 6zsuyunda besin maddelerinin azlig1 sebebiyle yogun olarak
beslenmektedir. Yogun beslenme sirasinda zararlinin ihtiyacindan fazla alinan sekerli
maddeler corniculus araciligiyla disar1 atilir. Vuciit digina atilan sekerli maddeler yaprak
ve ¢esitli bitki dokular lizerine yapismakta ve havada bulunan saprofit funguslar ve diger
sporlar sekerli madde ilizerinde geliserek siyah bir renk alir. Olusan siyah katmana fumajin
denir. Fumajin bitkilerin fotosentez kabiliyeti iizerine olumsuz etkide bulunmaktadir
(Anonim 2017, Isley 1946). Balli maddenin pamuk liflerine bulagmasi hasat ve liflerin
islenme siireclerinde olumsuzluklar olarak karsimiza ¢ikabilmektedir (Miller vd. 1994,
Slosser vd. 2002). Liflerin balli madde ile bulagmalar1 kaliteyi olumsuz etkileyerek
tilkemiz pamuk ihracatini olumsuz etkileyebilecek bir faktordiir. A. gossypii diinya
genelinde pamuk bitkisinde beslenen ve burada en énemli ekonomik 6neme sahip afit

tirtidiir (Leclant ve Deguine 1994).



A. gossypii pamuk ekilis alanlarinda ilk olarak 1800°1i yillarda Giiney Kaliforniya’da
pamugun goreceli olarak mindr bir zararlis1 olarak kaydedilmistir. Zararlinin yayginlik
ve zarar durumu bu tarihten sonra stirekli artis géstermistir (Slosser vd. 1989). A. gossypii
1980’11 yillardan sonra Amerika Birlesik Devletleri, Asya ve Afrika basta olmak iizere

pamuk tiretim alanlarinin tamaminda bulunan 6nemli bir zararli olarak kabul edilmistir.

Kiiltiirel ve Biyolojik Miicadele

Aphis gossypii’nin polifag dogas1 nedeniyle yetistirilen kiiltiir bitkisi disindaki diger
konukgu olabilecek bitkilerin iiretim alanindan uzaklastirilmasi oldukc¢a Onemlidir.
Kislayan bireylerin bulundugu konukgu bitkilerin imha edilmesi veya konukgu bitkilerin
arazide bulunmasina izin verilmemesi zararli ile miicadele ¢alismalarinin ilk asamasini
olugturmaktadir (Smith vd. 2006). Seleksiyon yolu ile direngli hale gelen bireylerin
bulundugu popiilasyonlar, pamuk alanlarinda hasat sonrasi yabanci otlar iizerinde kis1
gegirirler ise alanda sonraki yil iginde direngli bireylerin bulundugu bir rezervuar

olusturmaktadir (Schulze ve Tomkins 2002).

Son yillarda faydalilara diisiik olumsuz etkilere sahip insektisitlerin se¢imi faydalilarin
diisiik yogunluktaki zararlilar1 baskilamasina yardimci olduguna iliskin ¢aligmalar
mevcuttur (Wilson vd. 1999). Faydalilara yan etkisi olmayan insektisitlerin se¢imi ise
faydalilarin hem hedef zararlilar hem de ikincil (sekonder) zararlilar1 baskilamasina
yardimci olup, sonraki ilaglama sayilarinin azaltilmasina katki sagladigr tespit edilmistir
(Wilson vd. 1999). insektisit seciminde fenoloji olduk¢a dnemlidir. Zira erken dénem A.
gossypii bulasmalarinda diisiik faydali yogunlugunu korumak i¢in yan etkisi olmayan
ilaglarin tercihi pamuk tiretim sezonunun geri kalan periyodu igin oldukea yararlidir (Gao
1987, Mansfield vd. 2006).

Genel olarak erken donemde pamuk iizerinde bulunan diisiik yogunlukla A. gossypii
yogunlugu sorun olmamaktadir (Maas 2014). %90’dan daha yogun ancak kisa siireli (10
giinden kisa) bulasmalar ekonomik olarak énem tasimazlar ancak 2-3 haftalik bulasma

stiresi onemli {irtin kayiplarina neden olur (Anonymous 2008).



Kimyasal Miicadele

Tarihsel olarak A. gossypii’nin miicadelesinde insektisit kullanimin ¢ok yaygin oldugu
bilinmektedir. Diinyada A. gossypii’ye karsi ruhsat almis pekgok bitki koruma tirtinii
bulunmakla beraber tarihsel siire¢ i¢erisinde bu aktif maddelerin bir kisminin kullanimi
ozellikle cevresel nedenlerle tercih edilmemektedir. Ulkemizde de benzer bir durum s6z
konusudur. Farkli gruplardan pek ¢ok insektisit A. gossypii’ye karsi ruhsat almistir.
Bununla birlikte insektisitlerin etkinligi ve beklenen yararin azalmasi ile direng nedeniyle
kimyasal miicadelenin sinirlamalari oldugu goriilmiistiir (Whalon vd. 2008). Giiniimiizde

entegre zararli yonetimi miicadele stratejilerinin temeli halindedir (Wilson vd. 2004, Fitt
vd. 2009).

Boceklerde insektisit Direnci

Pestisitler uygulama kolaylig1, hizl etki gibi avantajlarinin yanisira neden oldugu kalinti
problemi, hedef dis1 canlilar ve cevre sagligi iizerine olumsuz etkileri ve direng

problemleri gibi baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Boceklerde goriilen insektisit direncinin farkli tanmimlar1 vardir. Bir insektisitin veya
insektisit grubunun uzun siire art arda kullanilmas1 sonucu zararl bocek/boceklerde ilaca

kars1 beklenen tepkinin goriilememesi “direng” olarak tanimlanir.

Direng, zararli organizmalarin popiilasyonlarinda hatali uygulamalar sonucu, ilaglara
kars1 hassasiyetlerinde azalmaya neden olan kalitsal degisimlerdir. Uluslararast bir
kurulus olan IRAC (Insecticide Resistance Action Committee), zararlilarin insektisitlere
direncini, bir insektisitin herhangi bir zararliya kars1 kullanim talimatlar1 dogrultusunda
kullanimi1 sonrasinda ortaya ¢ikan ve tekrar eden basarili olamama durumu ve zararlida
ortaya c¢ikan bu 6zelligin sonraki nesillere aktarilmasi olarak tanimlamaktadir (Cakir

2005).



Bagka bir tanima gore; “Normal bir zararl popiilasyonunda bulunan bireylerin biiyiik bir
kismini 61diirdiigi bilinen bir kimyasal maddenin belirlenmis olan bir dozuna popiilasyon
igerisindeki bireylerin bir kisminin tolerans kazanmasi diren¢ olarak kabul edilir’’
(Hemingway 1998). Unal ve Giirkan (2001), direnci; yanlis uygulamalar ve uygun
olmayan cevre kosullar1 gibi faktorler disinda uygulama sonrasinda hedefledigi zararlida

beklenen etkinin goriilmemesi veya diisiik etkinlik goriilmesi (hassasiyet azaligi) olarak

tanimlamislardir.
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Sekil 1.4 Boceklerde insektisit seleksiyonu ile artan direng (Anonymous 2013d)

Benzer etki mekanizmasina sahip insektisitlerin birden ¢ok kullanimi, zararli boceklerde
seleksiyon yoluyla direngli popiilasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Kisa
gelisme siiresine, yiiksek dol sayisina sahip boceklerde direncin ortaya ¢ikmasi ve direng
gelisim olasilig1 yiiksektir. Direngli bocek tiirlerinin kontrolii i¢in iireticiler genel olarak,
ilaclama sayisini, ilag dozunu veya her ikisini beraber arttirmak suretiyle miicadele
calismalarin1 yiiriitmektedirler. Bu sekilde yiiriitiilen miicadele ¢alismalari; gevresel
kirlilige yol agmakta, faydalilara zarar vererek dogal denge durumunun bozulmasina ve
zararlilarda diren¢ probleminin ortaya cikmasina neden olarak ekonomik iiriin

kayiplarinin artmasina ortam hazirlamaktadir (Yildiz vd. 2005).

IRAC, boceklere karsi kullanilan insektisitlere karsi direnci, zararlinin popiilasyonundaki
hassasiyetinin genetik olarak degisimi olarak tanimlamaktadir. Direng ve direng tipleri ile

ilgili ilk kayit Melander (1914)’in Quadraspidiotus perniciosus Comst. (Hemiptera:



Diaspidae)’un kiikiirt-kire¢ karst duyarliliginin azaldigini bildirdigi ¢alisma olarak kabul
edilir. Sentetik insektisitlere karsi direng ile ilgili ilk kayit Musca domestica (Diptera:
Muscidae) L.’nin DDT’ye kars1 direnci ile ortaya konmustur (Ware 1980).

Ozellikle 1970 ve 1980°li yillardan sonra pek ¢ok toksikolog, entomolog ve biyologun
diren¢ konusuna odaklanmasiyla birlikte dayaniklilik mekanizmalar1 ve bunlara sebep
olan genler incelenmeye baslanmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda 553 bocek tiiriiniin

insektisitlere kars1 direngli oldugu bildirilmistir (Whalon vd. 2008).

Olusum sekillerine gore direng tipleri; davranigsal direng, fizyolojik direng, morfolojik
direng, cok yonlii direng ve capraz diren¢ olarak smiflandirilmaktadir (Onciier ve

Durmusoglu 2008).

Morfolojik direng; zararli boceklerin viicut yapisindan kaynaklanan direng tipi olarak
tammlanir. Ornegin bdcegin kiitikula tabakasmin kalinlasmas1 veya gegirgenliginin
azalmasi1 veya viicut iizerinde tliriin normal bireylerinden daha fazla kil bulumasi gibi
morfolojik degisimler sonucu insektisitin penetrasyonunun azalmasi ya da hi¢ olmamasi

sonucu olusan direng tipidir (Onciier ve Durmusoglu 2008).

Davranigsal direng, zararlinin davranislart nedeniyle ortaya c¢ikan direng tipidir. Bazi
bocek popiilasyonlarinin, kullanilan toksik maddelerin farkina vararak onlardan
kaginmasit durumu olarak da ifade edilebilir. Baz1 elma igkurdu popiilasyonlarinda
larvalarin ilagh meyve dis kabugunu yutmamasi ve disar1 atmasi veya bazi depo zararlisi
boceklerin  fumigantlardan korunmak igin stigmalarini kapatmasi, gibi davranigsal
degisiklikler bu konuya 6rnek olarak gosterilebilir (Onciier ve Durmusoglu 2008).
Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) erginleri insektisit uygulanan
bitkilerin sap ve yapraklar1 yerine bitkinin kok bogazina yakin yerlerine yumurta

birakmasi karsilasilan davranissal dirence baska bir 6rnektir (Sarfraz vd. 2005).

En sik karsilasilan ve en tehlikeli direng tipi olarak kabul edilen direng tipi fizyolojik

direnctir. Fizyolojik diren¢ zararlinin fizyolojik faaliyetlerinde genellikle mutasyonlar
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neticesinde ortaya g¢ikan, zararlinin biyokimyasal faaliyetlerinde degisikliklere neden
olan ve genellikle kalitsal olan direng tipidir. Bu tip direncte dayanikli/tolerant/direngli
bireylerin sahip olduklar1 enzimler bocek viicuduna farkli yollarla penetre olan kimyasali
parcalar ve etkisiz hale getirirler. Bazi bdceklerde DDT’ye direng gosteren
poplilasyonlarin viicutlarinda enzim miktarlarindaki artis nedeniyle DDT’nin zehirli
olmayan DDE (dichloro diphenyl dichloro ethylene)’ye doniistiiriilmesi fizyolojik direng
i¢in bir 6rnektir (Onciier ve Durmusoglu 2008). Baz1 durumlarda ise bdcegin hedef yeri
bolgesinde ortaya ¢ikan bir degisim ile insektisit hedef yerine niifuz edememektedir. Bu

durum hedef yeri duyarsizlasmasi olarak ifade edilmektedir.

Capraz direng, herhangi bir insektisite kars1 direng gelistiren bir zararli popiilasyonunun
ayni gruptan bir baska insektisite veya ayn1 bolgeyi hedefleyen bir insektisite karsi es
zamanli olarak diren¢ kazanmasi sonucu olusan direng tipidir (Onciier ve Durmusoglu
2008). Nauen ve Denholm (2005), neonikotinoid grubu insektisitlerin monooksigenaz
enzimi ile oksidatif detoksifikasyona ugradigini bildirmektedirler. Neonikotinoid grubu
insektisitlerden hehangi bir tanesine karsi direngli bir zararli popiilasyonunun dolayl
olarak diger neonikotinoid grubu insektisitlere karsi da direngli hale gelebilecegi
bildirmislerdir. Bu tip direncte baz1 durumlarda hedef yerinde genetik degisiklik olmasi
olduk¢a yaygindir. Bunun sonucunda ise aktif maddenin (ayn1 hedef yerini etkileyen

maddelerin) etkinligi azalmakta veya ortadan kalkmaktadir.

Bir zararlinin birden fazla yolla bir¢ok insektisite kars1 direncli olmast durumu ¢ok yonlii

direng olarak tanimlanir (Onciier ve Durmusoglu 2008).

Bir diger diren¢ mekanizmasi tipi detoksifikasyon mekanizmalar ile ortaya ¢ikan
direngtir. Bu tip diren¢ mekanizmasinda bir insektisiti par¢alama yetenegindeki bir
enzimin; aktivitesinin veya miktarinin artmasi yiiksek diren¢ olusmasina neden

olabilecek sonuglar dogurur (Hemingway ve Ranson 2000).

Organik Klorlu, Organik Fosforlu, Karbamatli ve Sentetik Pyrethriodli insektisitlere karsi

gelisen metabolik diren¢ yaygin olarak ii¢ temel enzim grubunun etkisi ile ortaya
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cikmaktadir (Clark ve Shamaan 1984). Diren¢ olusumunda etkili ve en yaygin enzim
gruplar;; Monooksigenaz’lar (Sitokrom P450), Glutatyon-S-Transferaz’lar (GST),
Hidrolaz’lar (Esteraz’lar) olarak belirlenmistir (Whalon vd. 2008).

Monooksigenaz’lar pekgok canli organizmada bulunan karmasik bir enzim grubudur. Bu
enzim grubu xenobiyotiklerin parcalanmasinda ve metabolize edilmesinde gorevler
alirlar. P450 monooksigenaz boceklerin konukeu bitkilerdeki toksik bilesikler ile basa
¢ikmasini saglamakta da gorevli onemli bir enzimdir. Teorik olarak monookoksigenazlar
biitiin insektisitlerin detoksifikasyonunda kismen veya tamamen gorev almaktadirlar. Bu
enzim grubu aktif olup, molekiiler oksijene baglanir ve Nikotinamid adenin diniikleotit
fosfat (NADPH)’dan elektron alarak oksijen molekiiliinii hedef bilesige baglar ve bilesigi
etkisiz hale getirir (Whalon vd. 2008).

Feyereisen (1999), Sitokrom P450’yi ¢esitli yollarla bdceklerin viicuduna giris yapan
pestisit, asit ya da hormon gibi maddelerin metabolize edilmesini (anabolizma,
katabolizma) diizenleyen 6nemli enzim olarak tanimlar. Whalon ve Hollingworth (2008),
Sitokrom P450 enziminin Organik Fosforlu insektisitlerin detoksifikasyonunda etkili

oldugunu bildirmektedirler.

Direngli bireylerden elde edilen homojenatlar ile yapilan pek¢ok metabolik calisma
sonucunda; GST’lerin seviyelerinde artis oldugu belirlenmis olup, GST’lerin direng
olusuna neden oldugu belirlenmistir (Grant vd. 1991). GST’ler pek¢ok xenobiyotik
maddenin detoksifikasyonunda gorev alan ¢ok fonksiyonlu dimerik enzimlerdir
(Prapanthadara vd. 1996). Bu enzim grubunun pek ¢ok farkli tipi vardir. GST’ler lipofilik
bilesiklerin, elektrofilik merkezlerine baglanarak etkili olurlar (Clark vd. 1986, Toung vd.
1990). Son yillarda yapilan ¢aligmalar GST’lerin hiicre duvarini oksidatif yikimlara kars1
korudugunu gostermistir (Yu 2008, Li 2011). Yorulmaz ve Ay (2010), boceklerde
Organik Fosforlu ve Klorlandirilmis Hidrokarbonlu insektisitlere karsi direng ile GST

seviyesinin iligkili oldugunu bildirmislerdir.

12



Esteraz temelli direng ile ilgili olarak en yogun ¢alisilan zararlilar Myzus persicae (Sulzer)
(Hemiptera: Aphididae) ve Culex (Diptera: Culicidae) tiirleridir (Nauen ve Elbert 2003).
Genis spektrumlu Organik Fosforlu insektisitlere karsi direng olusumunun esteraz enzim
aktivitesinden kaynakladigina dair pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Esteraz’lar insektisitlere
hizla baglanarak, insektisitin hizla par¢calanmasina ve viicutta daha az toksik bilesiklere

donistiiriilmesine olanak saglar (Kadous vd. 1983).

Esteraz grubu enzimler bocek viicudunda lireme, sinir, sindirim sistemleri ile feromon ve
hormon iiretimi gibi pekgok biyolojik siirecte gérev alirlar. Bu gruptaki enzimler Organik
Fosforlu insektisitlerin detoksifikasyonunda da gorev almaktadirlar. Whalon vd. (2008),
Karbamatli ve Organik Fosforlu insektisitlere karsi olusan direncin karboksilesteraz

(CarE) enzimi ile iliskili oldugunu bildirmektedirler.

Tiim canlilar gibi boceklerde cevrelerinde bulunan ve yasamlarini olumsuz etkileyen
faktorlere karsi bazi savunma mekanizmalart gelistirmektedir. Organik Klorlu, Organik
Fosforlu, Karbamatli ve Sentetik Pyrethroidli insektisitler boceklerin sinir sistemini
hedefleyen bilesiklere sahip insektisit gruplaridir. Bocekler insektisit gruplarinin
hedefledigi bolgelere gore; sodyum kanallarinda, GABA reseptorlerinde veya asetil kolin
esteraz (AChE) dongiilerinde degisimler yapmak suretiyle hedef bolge duyarsizlagmasi
yoluyla diren¢ olusturabilmektedirler. Bu tip diren¢ hedef bolge duyarsizlasmasi olarak

tanimlanir (Hemingway ve Ranson 2000).

Watson ve Brown (1977), direncin diinyada ilk kez 1908 yilinda San Jose Kabuklubiti
(Q. perniciosus)’ne uygulanan kiikiirt-kire¢ karigimina kars1 belirlendigini, Hough isimli
arastiricinin 1928°de elma i¢ kurdu [Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae)]’nun
kursun arsenat’a karsi direng gelistirdigini bildirdigini belirtmislerdir. Sentetik
insektisitlere kars1 direng ilk olarak 1946’da karasineklerin DDT’ye hassasiyetlerinin
azalmast sonucu giindeme gelmistir. Diren¢ sorunu sonraki yillarda artma egilimi

gostermis ve zararlilarin kontroliinde artan sorunlar goriilmeye baslanmistir (Cakir 2005).
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Ozellikle son 30 yildan itibaren tiim diinyada insektisitlere diren¢ konusunda hem
biyokimyasal hem de molekiiler teknikler kullanilarak olduk¢a detayli ¢alismalar
yapilmaktadir. IRAC kayitlarina goére 600°den fazla farkli bécek ve akar tiirinde ¢esitli
insektisit ve akarisitte degisen seviyelerde direng gelisimi bildirilmektedir (IRAC 2015a).

Gilinitimiizde kullanilan pek c¢ok insektisit bocek sinir sisteminde; iyon kanallari,
reseptorler veya enzimlere etki ederek gorevlerini yerine getirirler (Greenwood vd. 2007)
Bu hedef bolgeler siklikla dogal olarak bulunan bilesikleri taklit eden, sentetik analoglari
ile hedeflenerek zararlilar ile miicadele edilir (Isman 2006). Nikotin dogal bir insektisit
olup, Post Sinaptik Asetilkolin (ACh) Reseptorleri lizerine etki etmektedir. Nikotin
memeliler iizerine yiiksek toksisite gosteren dogal bir bilesik olup, ancak arazi
kosullarinda diisiik kaliciliga sahip bir bilesiktir. Bununla birlikte nikotinin bocek
ACh’leri tstiine gosterdigi umut vadeden durum sentetik tiirevleri olan neonikotinod
grubu insektisitlerin gelistirmesi ile ger¢ek bir hal almistir. Bu nedenle Neonikotinoid

grubu insektisitlerin kesfi ve sentezlenmesi nikotin’e atfedilebilir (Yamamoto 1999).

Neonikotinoid grubu insektisitlerin sentezlenmesine iliskin ilk ¢alismalar 1970°1i yillarda
baglamigtir. Sentezlenen ilk 6rnek M. domestica ve Acyrthosiphon pisum (Hemiptera:
Aphididae) Tizerine diisiik toksisiteli 2-(dibromo-nitromethyl)-3-methyl pyridine
olmustur (Soloway vd. 1978). Daha sonraki g¢alismalarda memelilere diisiik doz
toksisitesi ve hizli bir ‘‘knockdown’’ etkiye sahip olan nithiazine sentezlenmistir
(Soloway vd. 1978, Soloway vd. 1979, Kollmeyer vd. 1999). Ancak bu aktifin kimyasal
yapisindan kaynaklanan ve 1sikta kimyasal stabilitesini bozan durumlar nedeniyle
ticarilesme imkani bulamamistir (Kleier vd. 1985). Nithiazine’in foto-stabilitesini
arttirmak i¢in yapilan ¢alismalar sonucu giiniimiizde Imidacloprid olarak bilinen ve Bayer
firmas tarafindan ticarilestirilen ilk Neonikotinoid ortaya ¢ikmustir (Elbert vd. 1991,
Moriya vd. 1993, Kagabu ve Medej 1995, Kagabu 2011). Aktifin kesfi ile yeni bir grup
olan Grup 4 (Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri (nNAChRS) modiilatérleri) grubu
olusturulmus ve Sentetik Pyrethroid grubu insektisitlerden daha popiiler hale gelecek olan
Neonikotinoid grubu ortaya ¢ikmistir (Jeschke ve Nauen 2008). Gilinlimiizde 4A grubuna
(Neonikotinoid grubu insekisitler) tiye aktif maddeler; Imidacloprid (1991), Acetamiprid
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(1995), Nitenpyram (1995), Thiamethoxam (1998), Thiacloprid (2000), Clothianidine
(2001) ve Dinotefuran (2002) seklinde siralanmaktadir.

Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri {izerine etkili bir bagka aktif madde olan Sulfoxaflor
Grup 4’te yer almaktadir. IRAC Sulfoxaflor aktif maddesini yapisal farkliliklardan dolay1
Neonikotinoid grubunun nAChRs’a ile etkilesime girme seklinden farkli bir sekilde
baglanmasi ve bu grup ile ¢apraz dirence neden olmamasi nedeniyle Grup 4C olarak

siiflandirilmaktadir (Sparks vd. 2012).

Neonikotinoid grubu 1991 yilinda ticarilesmesinden kisa siire sonra yaygin kullanilan bir
grup haline gelmistir. Diinya genelinde yillik olarak 3.7 milyar dolara varan bir ticari
hacime ulasmistir (Gerwick ve Sparks 2014). Giiniimiize kadar basta pamuk, hububatlar,
misir ve kanola olmak tizere pekgok farkli bitki tiirlinde ve 120’den fazla iilkede

ruhsatlandirilmistir (Jeschke vd. 2011).

NAChRs Cys-loop ligand kapili iyon kanallart stiper familyasinin bir tiyesi olup bocekler
ve omurgalilarin sinir sistemindeki birincil gorevleri kolinerjik sinaptik iletimi aracilik
etmektir (Brejc vd. 2001, Karlin 2002, Lester vd. 2004). Bocek nAChRs’leri sadece
merkezi sinir sisteminde smirlandirilmis olmasina karsin memelilerde nAChRSs’ler
periferal sinir sisteminde de bulunmaktadir (Gepner vd. 1978, Breer ve Satelle 1987).
Memeliler ve bocekler arasi arasindaki bu temel fizyolojik farklilik Neonikotinoid grubu
insektisitlerin boceklerde yiiksek memelilerde ise diisiik toksistesiye neden olmasi
dolayistyla degerli bir insektisit grubu olmasini saglamaktadir (Tomizawa ve Casida
2003, Matsuda vd. 2009). Boceklerde sinirsel iletim agonistin (6rnegin ACh)
baglanmasina cevap olarak sinir hiicresinin iyon kanallarinin agilmasi ve hiicreye iyon
gegisi ile saglanir (Breer ve Sateller 1987). Normal olarak bu reaksiyon gegici olup AChE
tarafindan sonlandirilir (Toutant 1989). Neonikotinoid grubu insektisitler ACh’yi taklit
eder, ancak AChE tarafindan parcalanamadigi ic¢in reseptor baglanma siiresinin
uzamasina ve siirekli bir sinirsel uyariya neden olurlar (Tomizawa ve Casida 2005,

Tomizawa ve Casida 2009).
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Aphis gossypii ile ilgili direng vakalarina dair ilk kayitlarin 1960’11 yillara dayandig
bilinmektedir. A. gossypii’nin ilk olarak Organik Fosforlu grubu insektisitlerden
Dementon’a direng gelistirdigi bildirilmistir (Hoskins 1960, Ghong vd. 1964). Daha sonra
zararlinin Karbamatli insektisitlerden Pirimicarb aktif maddesine (Furk vd. 1980) ve
Sentetik Pyrethroid grubu insektisitlere karsi direng gelistirdigi bildirilmektedir
(Zil’bermints ve Zhuravela 1984). Baska bir ¢alismada Chen vd. (2013), Avustralya’da
yaptiklar1 ¢alismada konukgu bitki ve diren¢ arasindaki iliskiyi incelemis olup iki
yaprakbiti popiilasyonunda pirimicarb direnci ve konukg¢u arasinda interaksiyon

oldugunu microsatellite markerlar ile belirlemislerdir.

Bu tez ¢alismasi, Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde 6zellikle son yillarda Neonikotinoid
grubu insektisitlerin uygulanmasi sonrasinda A. gossypii’nin etkili bir sekilde kontrol
altina alinmadig1 yoniinde artan sikdyet ve gozlemler sonucu ele alinmistir. Calisma
2017-2019 yillarinda yiiriitilmis olup, Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nin farkli
lokalitelerine ait A. gossypii popiilasyonlariin Neonikotinoid grubu insektisitlere karsi
diren¢ durumlarimi ortaya konmasi amaglanmigtir. Calismada Neonikotinoid grubu
insektisitlerden Acetamiprid, Imidacloprid ve Thiamethoxam aktif maddeleri
kullanilmistir. S6z konusu Neonikotinoid grubu insektisitlerin hedef popiilasyonlarda
yarattig1 etki, zararli popiilasyonlarinin bu etkilere tepkisi ve bunun nedenlerinin

belirlenmesi hedeflenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Furk vd. (1980), tarafindan Ingiltere’de yapilan ¢aligmada, seralardan toplanan A.
gossypii bireylerinin Primicarb’a kars1 hassas popiilasyona gore daha direngli oldugu

tespit edilmistir. Calismada tespit edilen direng biyokimyasal metotlar ile desteklenmistir.

Furk ve Vedjhi (1990), tarafindan A. gossypii’nin siis bitkilerinden toplanan
popiilasyonlarinin Organik Fosforlu insektisitler grubundan Heptenophos ve Diazinon’a
diren¢ durumlari incelenmistir. Caligmada toplanan popiilasyonlarin Diazinon’a kars1 538
kata kadar direng gelistirdigi tespit edilmistir. Calismada kullanilan Heptenophos’un
1981 yilinda toplanan popiilasyonlarin 1984 yilinda toplanan popiilasyondan daha hassas
oldugu ve 1984 yilinda toplanan popiilasyonlarda Heptenophos’a direncin 34 kata kadar
ciktig1 tespit edilmistir.

Grafton-Cardwell (1991), Kaliforniya’da yaptigi calismalarda toplanan A. gossypii
popiilasyonlarindan bazilarinin Organik Fosforlu insektisitler grubundan Oxydemeton-
methyl, Chlorpyrifos ve Dicrotophos’a yiliksek seviyede direng gosterdiklerini
bildirmistir. Calismada bazi popiilasyonlarin ise Klorlandirilmis Hidrokarbonlulardan

Endosulfan’a kars1 diisiikte olsa direng gelistigi tespit edilmistir.

Kerns ve Gaylor (1992), Alabama ve Teksas’ta {i¢ y1l boyunca yliriittiikleri calismada A.
gossypii popiilasyonlarinin insektisit duyarliginin, hassas laboratuvar irkina gore yil
bazinda degiskenlik gosterdigini belirlemistir. Calismada zararlinin 4 Sentetik Pyrethroid
ve 8 Organik Fosforlu insektisite karsi direng durumlarini incelenmistir. Caligmanin ilk
yilinda bazi1 popiilasyonlarin Sentetik Pyrethroidli insektisitlerden Bifenthrin ve
Cypermethrin’e kars1 50 kata varan direng oranlar1 sahip olduklar1, Organik Fosforlulara
kars1 direncin ise 80 kata kadar ¢iktig1 ve insektisit uygulamalari sonucu direng oraninda
artis oldugu tespit edilmistir. Calismanin ikinci yilinda direng oranlarinin oldukea diisiik
oldugu ve calismanin ii¢iincii yilinda ise direncin diisiik oranlarda seyrettigi ancak daha

yaygin oldugu belirlenmistir.
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O’brien vd. (1992), yiirittiikleri ¢alismada, Karbamatli (Aldicarb), Organik Klorlu
(Endosulfan), Organik Fosforlu (Chlorpyrifos), ve Sentetik Pyrethroidli (Bifenthrin)’e
direng oranlar1 ve direng ile CarE aktivitesi arasindaki iligskiyi spektrofotometrik ve
poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) metodlar1 ile incelemistir. Direngli

popiilasyonlarda CarE enzim aktivitesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

McKenzie ve Cartwright (1994), A. gossypii ile yaptiklar1 calismada konukgu bitki olarak,
pamuk ve karpuz bitkilerini kullanarak 7 farkli insektisite kars1 diren¢ durumlarini test
etmistir. Calismada elde ettikleri en yiiksek toksisitenin sirasiyla Bifentrin, Oxydemeton-
methyl, Methomyl, Dicrotophos, Dimethoate, Chlorpyrifos ve Endosiilfan seklinde
oldugu belirlenmistir. Arastiricilar ¢alisma sonucunda pamuk bitkisi iizerinde yetistirilen
bireylerin karpuz tizerinde yetistirilen bireylere oranla insektisitlere karsi toleransin da

yiiksek oldugunu tespit etmistir.

Hollinngsworth vd. (1994), farkli Havai adalarindan elde ettikleri 16 A. gossypii
popiilasyonu ile yiiriittiikleri galisma sonucunda endosiilfan, esfenvalerate, methomyl ve
oxydemeton methyl’e kars1 degisen LCso degerleri oldugunu belirlenmistir. Farkli
hassasiyet seviyelerinin pestisit kullanim siklig1 ve lokasyonlar arasindaki mesafe ile

iligkili oldugu (insektisit kullanim ve se¢im davranisi) sonucu ortaya ¢ikmaistir.

Rosenheim vd. (1995), tarafindan Kaliforniya’da yiiriitiilen bir ¢alismada Endosiilfan ve
Sentetik Pyrethroid’li Bifenthrin’e karsi genis alanlara yayilan bir direng olustugu

belirlenmistir.

Moores vd. (1996), yaptiklar1 ¢alismada farkli A. gossypii popiilasyonlarinda insektisitler
tarafindan engellenen AChE enzim duyarliliklarii ve esteraz enzim aktivitelerini
inceleyerek insektisit direng diizeylerini belirlemistir. Esteraz aktivitesi ile AChE
duyarliliklar1 bakimindan karsilastirilan popiilasyonlarda Organik Fosforlu ve Karbamath
insektisitlere kars1 goriilen direncin ana mekanizmasinin modifiye AChE oldugunu ortaya

konmustur.

18



Delorme vd. (1997), yaptiklari ¢aligmada Fransa’dan toplanan bir A. gossypii
poplilasyonunun ve hassas popiilasyonun karsilastirildigini ve Primicarb basta olmak
lizere bazi insektisitlere diren¢ kazandigini tespit etmistir. Calismada 16 insektisit
denemeye alinmig ve hassas popiilasyonun tiim insektisitlerin en diisiik dozunda bile
oldigi, direngli popiilasyonun ise Pirimicarb’a karsi yiiksek oranda (direng faktorii:
1350) direngli oldugu, Methomyl’e ise diisiik oranda (direng faktorii: 2,93) direngli
oldugu belirlenmistir. Calisma kapsaminda direng faktérii Organik Fosforlu
insektisitlerden Nevinphos i¢in 2.57; Dimethoate i¢in ise 78.9 olarak hesaplanmis olup,
Triazamate’e  karst  orta derecede direng gozlemlendigi, Klorlandirilmig
Hidrokarbonlular, Sentetik Pyrethroid’li ve Imidacloprid igin herhangi bir direng tespit

edilmemistir.

Martin ve Workman (1997), Yeni Zelanda’da yapilan galismada, secilmis 11 pestisit i¢in
iki farkli uygulama yapilarak zararlilardaki diren¢ durumlarini aragtirmustir. ik uygulama
olarak zararli ile bulasik bitki yapraklari {izerine ilag uygulamasi yapilmis, ikinci
uygulama olarak ise lizerinde ilag¢ kalintis1 olan yapraklara zararli salimi yapilmigtir. Her
iki uygulama i¢in degerlendirmelerin 48 saat sonra yapildigi ve Pirimicarb’in yaprak
lizeri uygulamalart igin tespit edilen LCso degerinin tavsiye edilen uygulama dozundan

10 kat daha yiiksek oldugu ortaya konmustur.

Herron vd. (2001), A. gossypii’ne ruhsatli 21 insektisite karsi zararlinin direng durumunu
tespit etmek icin biossayler yiiriitmiistiir. Calismada Avustralya’nin farkli pamuk ekilis
alanlarindan zararli popiilasyonlar1 toplanmistir. Calismada hi¢ ilaglama yapilmayan
alanlardan iki adet hassas popiilasyon denemelere alinmistir. Calisma sonucu pamuk
ekilis alanlarinda toplanan 3 popiilasyonda Endosiilfan ve Sentetik Pyrethroidli
insektisitlere direng tespit etmiglerdir. Direng tespit ¢aligmalarinda bazi popiilasyonlarin
pirimicarb, Organik Fosforlular, Endosiilfan ve Sentetik Pyrethroidli’lere direng
kazanmis oldugunun tespit edildigi bildirmistir. New South Wales pamuk iiretim
alanlarindan toplanan popiilasyonlarin Organik Fosforlular ve Pirimicarb’a karsi
hassasiyet gosterirken, benzer bolgeler olan bat1 Avustralya, Queensland ve kuzey bolgesi
popiilasyonlarinin miicadele hatalar1 sebebiyle yiliksek oranda direng gelistirdikleri

belirlenmistir. Calisma sonucunda direngli A. gossypii popiilasyonlarinin Avustralya
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pamuk endiistrisini olumsuz yonde etkilemesinden dolay1 zararl {ilkesel direng yonetim

stratejileri sistemine dahil edilmistir.

Godfrey ve Fuson (2001), A. gossypii’nin 6énemli ekonomik iiriin kayiplarina neden
oldugunu ve zararlinin Amerika Birlesik Devletleri’'nde 1997 yilinda, yaklasik 34 milyon
dolarlik {iriin kaybi ile 38 milyon dolarlik miicadele masrafina sebep oldugunu

belirlemistir.

Nauen ve Elbert (2003), Avrupa’nin degisik bolgelerinden elde edilen, M. persicae’nin
16 farkli ki ile A. gossypii Glover’in 8 farkli irki {izerinde yaptiklar1 ¢alismada
popiilasyonlarin biiylik ¢ogunlugunun Primicarb, Oxydemeton-methyl ve Cyfluthrine
kars1 direngli oldugunu tespit etmistir. Calismada Neonikotinoid grubu insektisitlerden

Imidacloprid’e kars1 higbir direng durumu tespit edilmemistir.

Whalon vd. (2004-2012), yaptiklar1 derlemede 28 yayinlanmis ¢alismadan elde ettigi
verilere dayanarak, A. gossypii’nin pamuk ve sebzelerde, 20 farkli {ilkede, farkli
gruplardan 41 pestisite direng gelistirdigini belirtmistir. Aragtirmacilar bu ¢aligmalarin
biiyiikk ¢ogunlugunda, A. gossypii’nin testlenen insektisitlerin 6nemli bir kismina ¢ok
yiiksek diizeyde direncli oldugu ve bu insektisitlerin zararliy1 kontrol edemedikleri ve s6z
konusu zararliya karsi direng yonetimi programinin yapilmas: gerektigi sonucuna

varmigtir.

Gubran vd. (1992), 1988, 1989 ve 1990 yillarinda, Sudan’in Gezira Scheme bolgesinde
bulunan pamuk tarlalarindan topladig: 3 farkli irk ve Fransa’dan getirtilen 2 hassas 1rk ile
laboratuvarda direng g¢alismalari yiirlitmiigtiir. Arastirmacilar ¢alisma sonucunda A.
gossypii’nin arazi popiilasyonlarinin hassas 1rklarla kiyaslandiginda, denemeye alinan 8

insektisite karsi direng olugturdugunu belirlemistir.

Wang vd. (2007), yaptiklar1 ¢alismada pamuk bitkisi iizerinde yetistirilen A. gossypii
Imidacloprid, Acetamiprid, Omethoate Fenvalerate, Endosulfan ve Carbosulfan’a direng

durumlarini incelemistir. Arastirmacilar zararlinin Fenvalerate’a kars: 2150 kata varan
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direng gelistirdigini ve zararlinin Neonikotinoid grubu insektisitlerden Imidacloprid va

Acetamiprid’e 97 kata varan RR karakterli homozigot direng gelistirdigini tespit etmistir.

Carletto vd. (2010), Kamerun’da kabakgiller (C4 ve C9), pamuk (Burk ve Ivo), patlican
(Auber) ve biber (PsP4) konukgular1 tizerinden toplanan 6 A. gossypii irkina farkli
gruplara ait 7 farkli insektisiti uygulayarak yaptiklar1 bioassay caligmalarinda, toplanan
poplilasyonlarda farkli seviyelerde direng tespit etmistir. Calismada toplanan 6
popiilasyonun tamaminin 6zellikle PsP4, Burk, Auber popiilasyonlarinin Dimethoate
etkili maddeli insektisitlere 6nemli dl¢lide direng gelistirdigi belirlemistir. Ayrica bu 3
irkin Profenofos ve Monocrotophos aktif maddeli insektisitlere de diren¢ kazanmis
oldugu vurgulanmistir. Auber ve Burk popiilasyonlarinin Cypermethrin’e yiiksek oranda
diren¢ gelistirdigi ve Burk popiilasyonunun DDT’ye karsi c¢apraz dayaniklilik
olusturdugunun tespit edilmistir. Toplanan diger popiilasyonlarin (C4, C9 ve Ivo)
Profenofos, Monocrotophos ve Cypertmethrin etkili maddeli insektisitlere hassas
olduklari, Acetamiprid ve Carbosiilfan aktif maddesine sahip insektisitlere higbir

poplilasyonda direng gelisimi gézlemlenmemistir.

Bass vd. (2011), yaptiklart ¢aligmada araziden toplanan M. persicae popiilasyonunun
klonlarinin Neonikotinoid grubu insektisitlere karst oldukca yiiksek seviye direng
kazandigim1 ve bu grubun etkinligini oldukca azalttigin1 belirlemistir. Calismalar
bioassay, metabolizma ve gen ifadesi ¢alismalari ile gelistirilmis sitokrom P 450 mono
oksigenaz ve detoksifikasyon enzimlerini engelleyen sinerjistlerin kullanimi seklinde
yuritilmistir. Arastirmacilar radyoaktif isaretli Imidacloprid’in hassas popiilasyonlarda
hedef aldig1 ve baglanma noktasi olan bolgelere kolaylikla baglandigini1 ancak, direngli
popiilasyonlarda bu durumun gézlemlenmedigini belirtmistir. Bu durum Neonikotinoid
grubu insektisitlerin baglanma yeri olan NAChRs bolgelerinde affinetenin azalmasi olarak
aciklanmistir. Direncli ve hassas popiilasyonlarin 6 nAChR alt iinitelerinin (Mpal-5 ve
Mpp1) sekanslart ile direngli popiilasyonlarin nAChR f1 alt iinitesinin D-loop bélgesinde
tek nokta mutasyonu tespit edilmistir. Calisma ile Imidacloprid igin nAChR hedef
bolgesinde direng gelistigi ve bu durumun Neonikotinoid grubu insektisitler i¢in arazi

kosullarinda temin edilen bir popiilasyonda ilk defa gozlemlendigi vurgulanmistir.

21



Herron ve Wilson (2011), yaptiklar1 ¢aligmada Avustralya pamuk alanlarindan toplanan
A. gossypii’nin Neonikotinoid grubu insektisitlerden Acetamiprid, Clothianidin ve
Thiamethoxam’a kars1 diren¢ durumlart incelemistir. Arastirmacilar zararlinin
Acetamiprid’e kars1 6.4 kat, clothianidine kars1 10 kat ve Thiamethoxam’a 22 kat direng

kazandigini tespit etmistir.

Shi vd. (2011), son yillarda Imidacloprid’e artan direng vakalar1 ve Neonikotinoid grubu
insektisitlerde goriilen c¢apraz dayaniklilia dayanarak yiiriittiikleri calismada,
Imidacloprid’e direngli ve Acetamiprid, Nitenpyram ve Thiacloprid’e kars1 3.68-5.79
kata varan ¢apraz dayaniklilik gosteren bir A. gossypii popiilasyonuna karsi
Neonikotinoid grubu insektisitlerin etkinligini ve sublethal dozlarin gelisme, lireme ve
hayatta kalma tizerine etkilerini incelemistir. Imidacloprid’in LC20 dozunda zararlinin
viicut agirhiginda ve ballt madde iiretiminde azalma oldugu ancak iireme ve yagam siiresi
tizerine 6nemli bir etki olmadig: tespit edilmistir. Ancak diger Neonikotinoid grubu
insektisitlerin biyolojik karakterler (iireme, yasam siiresi, viicut agirlig1 ve balli madde
salgis1) lizerine Onemli olumsuz etkileri oldugu vurgulanmistir. Arastirmacilar
Imidacloprid’e kars1 direng tespit edilmesi durumunda sirasiyla Nitenpyram, Acetamiprid

ve Thiacloprid kullanimindan kaginilmasi gerektigi sonucuna varmustir.

Gore vd. (2013), yaptiklart ¢aligmada 2008-2011 yillar1 arasinda A. gossypii’nin
Thiamethoxam, Flonicamid ve Sulfoxaflor’a duyarliliklarin1 gézlemlemistir. Bioassay
caligmalar1 sonucunda Thiamethoxam’a 48 saat sonunda 562.6 kata 72 saat sonunda 29.1
kata varan direng tespit edilmistir. Arastirmacilar kullanilan zararli popiilasyonlarinin
Flonicamid ve Sulfoxaflor’a duyarli oldugu sonucuna varmistir. Flonicamid’in LCso
degerlerinin 1.43-6.60 ppm arasinda degistigi Sulfoxaflor’un LCsg degerlerinin ise 48 saat
sonunda 1.01-5.85 ppm 72 saat sonunda ise 0.92-4.13 ppm arasinda degistigi

belirlenmistir. Arastirmacilar ¢alisma sonucunda Thiamethoxam’a direng gozlemlenen

alanlarda Sulfoxaflor ve Flonicanid’in giivenle kullanilabilecegini vurgulamistir.

Gong vd. (2014), RNAI teknolojisini kullanarak A. gossypii’nin Organik Fosforlu

insektisitlere karsi dirence neden olan CarE genini susturmaya yonelik calismalar

22



yirtitmistiir. Calismada CarE gen bolgesi hedeflenmis olup, dSRNA-CarE ile beslenen
boceklerde 72 saatlik beslenme sonucunda knock down 6liim oraninda %33 oraninda bir
artis oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar CarE aktivitesinde belirgin bir azalma

oldugunu biyokimyasal metotlarla kanitlamistir.

Matsuura ve Nakamura (2014), yaptiklari ¢alismada A. gossypii’nin 5 farkli arazi
popiilasyonunun 7 farkli Neonikotinoid grubu insektisite duyarliligini incelemistir. En
yiiksek direng oraninin 687 kat ile Clothianidin’de en diisiik diren¢ orani ise 17 kat ile
Thiacloprid’de tespit edilmistir. Diger insektisitlerde ise 43 kat ve 253 kat arasinda

degisen oranlarda direng tespit edilmistir.

Koo vd. (2014), yaptiklart calismada A. gossypii’nin arazi popiilasyonlarinin 12
insektisite (6 Neonikotinoid grubu, 3 Sentetik Pyrethroid grubu ve 3 diger) duyarliligini
diren¢ oranlar1 ile degerlendirmistir. Calisma sonucunda o6zellikle Acetamiprid,
Clothianidin, Thiacloprid ve Imidacloprid gibi Neonikotinoid grubu insektisitler basta
olmak iizere oldukea yiiksek direng oranlari elde edilmistir. Aragtiricilar insektisit direng
mekanizmasini Imidacloprid’e direngli oldugu bilinen bir 1rk1, model 1rk olarak almis ve
bu wrkin diger Neonikotinoid grubu insektisitlere oldukg¢a yiliksek ¢apraz dayaniklilik
gosterdigi belirlemistir. Aragtiricilar ayrica hedef popiilasyonlarin sitokrom P450, esteraz
ve GST enzim aktiviteleri ve sinerjizm testleri yiiriitmistir. Calisma sonucunda
Imidacloprid direngli popiilasyonun nAChRs f1 alt {initesinde yer alan D-loop
bolgesindeki R81T mutasyonu tespit edilmistir. S6z konusu mutasyon araziden toplanan
5 popiilasyonda tespit edilmistir. R81T nokta mutasyonunun A. gossypii’nin

Imidacloprid’e direng mekanizmasinda etkili oldugunu ortaya konmustur.

Seyedibrahimi vd. (2015), Giiney Iran’dan elde ettikleri A. gossypii popiilasyonlarmin
Imidacloprid’e duyarliliklarini incelemistir. Caligmada sinerjistlerden TPP (Triphenyl
phosphate), DEM (Diethyl meleate) ve PBO (Piperonyl butoxide) kullanilmistir. Ayni
calisgmada EST, GST, Sitokrom P450 monooksigenaz ve heme peroxidaz enzim
aktiviteleri incelenmistir. Calisma sonucu Imidacloprid’e 11.24 kata kadar artan direncin

birincil olarak sitokrom P450 enzim aktivitesinden kaynaklandig belirlenmistir.
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Suann vd. (2015), A. gossypii ile yiiriittiikkleri bir ¢alismada TagMan qPCR metodunu
kullanarak hizli bir direng profili belirleme metodu gelistirmistir. Calismada Sentetik
Pyrethroid grubu insektisitlere karsi goriilen dirence neden olan 1014F kdr mutasyonunun
belirlenmesi  hedeflenmistir. Arastirmacilar  gelistirilen metodun hem direncin
belirlenmesinde hemde direng allel frekanslarinin belirlenmesinde olduke¢a etkili ve

maliyet bakimindan diger metotlara gore istiinliik sagladigini ortaya koymustur.

Pan vd. (2015), yaptiklar1 ¢alismada A. gossypii’de Thiamethoxam’a direng ile ilgili
genleri incelemistir. Thiamethoxam direncli (ThR) bir arazi popiilasyonunun standart
hassas (SS) popiilasyona gore 19.35 kat daha direngli oldugunu belirlenmistir. Ayni
calismada ThR popiilasyonu ile SS popiilasyonu arasinda 620 unigen bolgesinde dnemli
farkliliklar oldugunu tespit edilmistir. Arastiricilar NAChR genleri ve upregiile ribozomal
proteinler, ecdysteroid UDP-glikoziltransferaz, sitokrom ¢ oxidaz, esteraz ve
peroksidaz’larin Thiamethoxam’a tolerans ve diren¢ konularinda etkili olduklarini ortaya

cikarmugtir.

Hirata vd. (2015), yaptiklari ¢alismada A. gossypii’nin Kushima Bolgesi’nden elde edilen
ve Neonikotinoid grubu insektisitlere yliksek diren¢ gdsteren bir popiilasyonunda oksidaz
inhibitérii olan Piperonyl Butoxide’in varligi ve yoklugunda nAChR genlerini
incelemistir. Arastirmacilar Kushima klonunun nitro-substituted Neonikotinoid grubuna
(Imidacloprid), cyano-substituted Neonikotinoid grubundan (Acetamiprid) daha direngli

oldugunu tespit etmistir.

Chaitanya vd. (2015), 6zellikle Organik Fosforlu ve Sentetik Pyrethroidli insektisitlere
direng olusumunda etkili olan sodyum kanali ve ultraspiracle genlerinin susturulmasina
yonelik yiiriitiilen ¢alismada RNAi teknigi kullanilarak A. gossypii’ye farkli dozlarda
dsRNA oral olarak verilmistir. Arastirmacilar ¢alisma sonucunda elde edilen 6lim
oranlart incelendiginde, 96 saatlik beslenmenin doz diisiik olsa bile 6liim oranini

arttirdigin1 ve teknigin ise yaradigini ortaya koymustur.
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Gong vd. (2017), A. gossypii’nin Sistemik Organik Fosforlu insektisit olan Omethoate’a
direncli bir popiilasyonu iizerinde yiiriittiikleri calismada direngli popiilasyonda CarE gen
bolgesinde 4 mutasyon belirlenmis olup, ayrica bu mutasyonlarin fonksiyonlari
arastirtlmistir. S6z konusu mutasyonlardan (H104R, A128V, T333P ve K484R) 6zellikle
H104R, A128V ve T333P mutasyonlarinin hem kombinasyon olarak hem de tek tek
bulunmasi durumunda A. gossypii’nin Organik Fosforlu hidrolaz aktivitesinde artisa

neden oldugu belirlenmistir.

Wei vd. (2017), yiriittiikleri ¢alismada Thiamethoxam’a kars1 laboratuvar seleksiyonu
yoluyla direngli hale getirilen A. gossypii popiilasyonunun Bifenthrin, Cyfluthrin,
Esfenvalerate, Clothianidin, Methidathion ve Alpha cyperthrin’e degisen diizeylerde
capraz dayaniklilik gosterdigini belirlemistir. PBO ve TPP’nin Bifenthrin’in toksisitesini
2.38 kat ve 4.55 kat arttirdig1 bildirmistir. Yiriitiilen molekiiler ¢alismalarda mRNA’nin
al, a4, a5 ve a7 alt iinitelerinde 6nemli azalma oldugu ancak a/, a2 ve f1 alt iinitelerinde
herhangi  bir mutasyon gozlenmemistir. Arastirmacilar g¢alisma  sonucunda
Thiamethoxam’a kars1 direng¢ ve buna bagli ¢apraz dayanikliligin yiiksek sitokrom P450

ve Esteraz aktivitesinden kaynaklandigi tespit etmistir.

Toda vd. (2017), yirittikleri ¢alismada A. gossypii nin Neonikotinoid grubu
insektisitlere kars1 direngli olmasindan sorumlu olan NAChR genlerinin £1 alt tinitesinin
D-Loop bdlgesindeki R81T mutasyonunun hizli tespitine yonelik bir protokol
gelistirmistir. Arastirmacilar protokoliin multiplex PCR metodu kullanilarak hizli teshise
olanak sagladigini ortaya koymustur.

Pan vd. (2018a), A. gossypii nin Spirotetramat’a karsi hassas ve direngli
popiilasyonlarinda yiirittiikkleri ¢alismada, Sitokrom P450 geninin fonksiyonunu
belirlemek i¢in bazi molekiiler ve sinerjizm c¢alismalari yiiriitmiistiir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda bazi gen bolgelerinin degistigi belirlenmistir. Daha sonra yiiriitiilen RNAi
calismalar1 sonucu CYP3806C gen bolgesinin testlenen popiilasyonda Spiroeramat’a

kars1 direngten sorumlu oldugu belirlenmistir.
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Pan vd. (2018Db), yiirittiikkleri ¢alismada Thiamethoxam’a karst direngli A. gossypii
popiilasyonunda Uridin difosfat (UDP) ve glikoziltransferazlarin (UGTS) direng ile ilgili
fonksiyonlarmi  incelemistir.  Calismada UGT enzim inhibitérlerinden olan
Sulfinpyrazone ve 5-Nitrouracil kullanilmistir.  Inhibitér uygulamasi  sonucu
Thiamethoxam’in toksisitesinde onemli artislar oldugunu tespit etmistir. Ydriitiilen
molekiiler ¢aligmalar sonucu 13 UGT gen bolgesinde mutasyonlar tespit edilmis ve gen
susturma yontemiyle bu mutasyonlarin Thiamethoxam direnci konusundaki fonksiyonlari
belirlenmeye  calisilmistir.  Arastirmacilar gen susturma teknigi  sonrasinda
Thaimethoxam’in toksisitesinin yaklagik olarak 2 kat arttigimi ve UGT’lerin

Thiamethoxam’a karsi direng ile iliskili olabilecegini belirtmistir.

Wang vd. (2019), yirittikleri g¢alismalarda Imidacloprid’e direngli ve R81T
mutasyonuna sahip bir A. gossypii popiilasyonunda beslenme davranisi ve yagam tablosu
parametrelerini incelemistir. Calismada direngli popiilasyonun hassas popiilasyona gore
uygun beslenme yeri arama konusunda daha aktif oldugu ve daha fazla stylet batirma
yoluyla beslenme denemesi yaptigi belirlenmistir. Imidacloprid aktif maddesinin
varligimin her iki popiilasyonun beslenmesi {iizerine olumsuz etki gosterdigi ortaya
konmustur. Arastirmacilar floem dokusunda beslenme siiresinin direngli popiilasyonda
onemli derecede daha uzun oldugunu ve dogurganligin da direncli popiilasyonda daha

yiiksek oldugunu tespit etmistir.

Chen vd. (2019), Imidacloprid’e direngli A. gossypii popiilasyonunda UDP- UGT ’lerin
direng ile iliskisini transkriptomik ve proteomik analizler ile belirlemeye calismistir.
Transkriptomik analizlerde 512 genden farklilik gosteren 12 tanesi proteomik analizlerde

ise 510 proteinden farklilik gdsteren 3 tanesi incelenmistir. Arastirmacilar RNAI
caligmalariyla UGT344N4 ve UGT344C7 kodlu iki gen bolgesinin duyarlilik azalist

tizerinde dnemli 6l¢iide etkisinin oldugunu tespit etmistir.
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Tiirkiye’de A. gossypii’nin insektisitlere direnci ile ilgili yapilan bes ¢alisma oldugu tespit

edilmistir.

Han vd. (1998), farkli iilkeler ve bolgelerden topladiklar: 21 A. gossypii popiilasyonunun
Organik Fosforlu ve Karbamatli insektisitlere hassassiyetleri ve esteraz ile AChE enzim
akvtiviteleri arasindaki iliskiyi incelemistir. Caligmada iilkemiz pamuk ekilis
alanlarindan toplanan bir popiilasyon bulundugu bildirilmistir. Arastirmacilar ¢alisma
soncunda pirimicarb’a dirence mutant bir ACAE tn neden oldugu, farkli mutant bir
AChE nin ise Demeton-S-methyl’e karsi dirence neden oldugunu belirlemistir.
Ulkemizden toplanan popiilasyon AChE fenotipi olarak duyarli, Esteraz fenotipi olarak

ise orta diizey direngli olarak belirlenmistir.

Velioglu vd. (2008), A. gossypii’nin Adana ve Antalya pamuk ekilis alanlarindan
toplanan popiilasyonlariin  diren¢ mekanizmalarinin  biyokimyasal yontemler
kullanilarak belirlenmesi amaciyla bir ¢alisma yiirlitmiistiir. Calisma sonucunda toplanan
tiim popiilasyonlarin Organik Fosforlu’lardan Demeton-S-methyl ve Karbamatli’lardan

Primicarb’a kars1 degisen oranlarda direng gelistirdigi tespit edilmistir.

Ozdemir ve Durmusoglu (2013), yaptiklar galismada Aydin ilinden toplanan farkli A.
gossypii  poptilasyonlarinin ~ Acetamiprid, Imidacloprid, Chlorpryphos-ethyl ve
Dimethoate diren¢ durumlarimi incelemistir. Calismada Neonikotinoid grubu
insektisitlerden Acetamiprid’e kars1 282 kat, Imidacloprid’e karsi1 ise 1353 kat varan
farkli seviyelerde direng tespit edilmistir. Calismada kullanilan Organik Fosforlu
insektisitlerden Dimethoate’ye kars1 365 kat ve Chlorpyrifos ethyl’e kars1 314 kata varan

bir direng tespit edilmistir.

Ulusoy vd. (2018), Cukurova Bolgesi’nde yiiriittiikkleri ¢alismada A. gossypii’nin
Neonikotinoid grubu insektisitlerden Imidacloprid ve Thiamethoxam’a diren¢ durumunu
bioassay ve biyokimyasal metotlar ile incelemistir. Caligma sonucunda Imidacloprid’e

karst 206 kat, Thiamethoxam’a kars1 ise 65 kata varan diren¢ oranlar1 elde edildigi
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bildirilmistir. Arastirmacilar ¢alisma sonucunda denemeye alinan bazi popiilasyonlarin

yiiksek CarkE, GST ve Sitokrom P450 enzim aktivitesi gosterdigini tespit etmistir.

Ulusoy vd. (2019), yiiriittiikleri ¢alismada baz1 bitki ekstraktlarinin A. gossypii tizerine
toksik etkileri ve anti-AChE ve anti-CarE enzim etkisini incelemistir. Calismada en
yiiksek toksik etkinin %20°lik konsantrasyonda sirasiyla Ficus carica (%75.6) Nerium
oleander (%71.6) ve Daphne odora (%62.1)’da goriildigi belirtilmistir. Bitki
ekstraktlarmin en yiiksek in vitro anti-AChE ve anti-CarE aktiviteleri %10’luk

konsantrasyonlarda saptanmis ve aktivitenin %40.2-82.5 arasinda degistigi belirlenmistir.

Yapilan literatiir arastirmasinda Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde A. gossypii’nin
popiilasyonlarin insektisitlere direnci {izerine daha Once yapilmig c¢alismaya
rastlanilmamis olup, ayrica Neonikotinoid grubu insektisitlere karsi bu zararlinin direng

gelistirip gelistirmediginin ortaya konmasi amaciyla bu tez ¢alismasi ele alinmistir.

Bu tez ¢aligmasinda A. gossypii’nin Neonikotinoid grubu Insektisitlere diren¢ durumu
bioassay, biyokimyasal ve molekiiler metodlar ile incelenmistir. Calismalar kapsaminda
bioassay ¢aligmalarinda Neonikotinoid grubu insektisitlerden Acetamiprid, Imidacloprid
ve Thiamethoxam aktif maddeleri ile calisilmistir. Calismanin biyokimyasal analiz
kisminda zararli popiilasyonlarinin esteraz ve GST enzim aktiviteleri incelenmistir.
Calismada ayrica Neonikotinoid grubu insektisitlere kars1 direng gelisiminde énemli rol
oynadig1 bilinen Nikotinoik asetilkolin reseptorlerinin f1 alt tinitesindeki V621 ve R81T

mutasyonu molekiiler metotlar ile incelenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Caligmanin ana materyalini Giineydogu Anadolu Bolgesi’nin 6nemli pamuk yetistirme
alanlart olan Sanlurfa, Diyarbakir ve Mardin illerinden toplanan A. gossypii
populasyonlar1 ve iklim odasinda yetistirilen pamuk bitkileri olusturmaktadir. Calismada
Neonikotinoid grubu insektisitlerden Acetamiprid, Imidacloprid ve Thiamethoxam

kullanilmastir.

Acetamiprid

Acetamiprid neonikotinoid grubu insektisitlerden bir tanesi olup, tiim diinyada yaygin
olarak kullanilan bir aktif maddedir. Acetamiprid, C10H11CIN4 kimyasal formiiliine sahip

organik bir bilesiktir (Sekil 3.1).

HgC\CZN/CN
cl / \ CHN.
N
N=— CHg

Sekil 3.1 Acetamiprid’in kimyasal yapis1 (Anonymous 2020e)

Genel ismi: Acetamiprid

Cas No: 135410-20-7

Kimyasal ismi: E)-N-[(6-chloro-3-pyridinyl) methyl]-N-cyano-N-
methylethanimidamide

Biyokimyasi: Bocek merkezi sinir sisteminde sinapslari etkileyen Nicotinik Asetilkolin
reseptOrlerinin agonistidir.

Etki sekli: Translaminar aktivitesiyle sistemik, kontakt ve mide etkisi vardr.

Kullanimi: Hemipterlerden 6zellikle yaprakbitlerinin ve Thysanoptera takiminin
miicadelesinde kullanilir. Toprak ve yaprak uygulamalari vardir, 6zellikle sebze, meyve
ve ¢ay bitkisini de i¢ine alan genis lirlin yelpazesinde uygulanir.

Formulasyon tipleri: FU, GR, EC, WP
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Imidacloprid

Imidacloprid, bir bdcek norotoksini olarak islev goren ve bodceklerin merkezi sinir
sistemini etkileyen Neonikotinoid’ler ad1 verilen kimyasal sinifina ait olan sistemik bir
bocek oldiirtictidiir. Kimyasal, bocek sinir sistemindeki uyaranlarin iletimini engelleyerek
caligir. Imidacloprid C9H10CINsO2 kimyasal formiiliine sahip organik bir bilesiktir (Sekil

3.2).
N_N02

X \
- H

Sekil 3.2 Imidacloprid’in kimyasal yapis1 (Anonymous 2020f)

Genel ismi: Imidacloprid, Imidaclopride

Cas No: 138261-41-3

Kimyasal ismi: 1-(6-Chloro-3-pyridinylmethyl)-N-nitro-2-imidazolidinimine
Biyokimyasi: Bocek merkezi sinir sisteminde postsinaptik nikotinik reseptorlere
baglanarak bir antogonist olarak hareket eder.

Etki sekli: Translaminar aktiviteyle sistemik insektisittir, kontakt ve mide yollu etkilidir.
Hazir bir sekilde bitki tarafindan alinir ve 1yi kok sistemik etkisi ile asagidan yukariya
dogru dagilir.

Kullanimi: Sokucu emici agiz yapisina sahip boceklerde (Cicadellidler, afitler, tripsler ve
beyazsinekler) etkilidir. Ayrica toprak boceklerine, termitlere ve bazi 1sirici-gigneyici
agiz yapisina sahip boceklere karsi da etkilidir. Nematodlar ve akarlara kars1 etkinligi
yoktur. Farkli iiriinlerde (pamuk, piring, misir, seker pancari, patates, sebze, turunggil,
yumusak ve sert ¢ekirdekliler) tohum ilaglamasi, toprak uygulamasi ve yesil aksam

ilaglamasi seklinde uygulanir.
Formulasyon tipleri: DP, FS, GR, SC, SL, WG, WP, WS

Thiametoxam

Thiamethoxam Neonikotinoidler sinifinda sistemik bir insektisittir. Bir¢ok bocek tiiriine
kars1 genis bir aktivite spektrumuna sahiptir. Thiamethoxam CgH10CINsO3S formiiliine

sahip organik bir bilesiktir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Thiamethoxam’mn kimyasal yapist (Anonymous 2020g)

Genel ismi: Thiamethoxam

Cas No: 153719-23-4

Kimyasal ismi: 3-[(2-chloro-5-thiazolyl)methyl]tetrahydro- 5-methyl-N-nitro-4H-1,3,5-
oxadiazin-4-imine (Sekil 3.3)

Biyokimyasi: Bocek merkezi sinir sisteminde sinapslari etkileyen Nikotinik

Asetilkolin reseptdrlerine baglanirlar.

Etki sekli: Kontakt, mide ve sistemik yollu etkiye sahiptir. Bitkide hizli bir sekilde alinir
ve ksilemde asagidan yukariya dogru iletilir.

Kullanimi: Sokucu emici agiz yapisina sahip bocek tiirleri (Cicadellidler, yaprakbitleri,
tripsler, unlubitler, beyazsineklere ve bazi Lepidopterler) iizerine etkilidir. Yesil aksam
ve toprak uygulamalar: lahanagiller, yaprakli ve meyveli sebzeler, patates, misir, pamuk,
yaprak doken meyveler, turuncgil, tiitiin ve soya; tohum uygulamasi, misir, sorgum,
bugday, pamuk, aycicegi, bezelye, piring, patates, seker pancarinda kullanilabilir. Ayrica,
halk ve hayvan sagliginda da kullanilabilir.

Formulasyon tipleri: FS, GR, SC, WG, WS

Calismada kullanilan aktif maddelerin 50 litre/dekar ilaglama normunda
konsantrasyonlari; Acetamiprid i¢in 200 ppm, Imidacloprid ig¢in 700 ppm ve

Thiamethoxam i¢in 400 ppm olarak hesaplanmuigtir.

Bioassay ¢alismalarinda ¢alisma materyali olarak Acetamiprid, Imidacloprid ve
Thiamethoxam aktif maddelerini igeren bitki koruma iriinleri, Triton X-100, agar,
pisetler, farkli dlciilerde mikro pipetler, hassas terazi, elektromanyetik karistirici, plastik
deneme kaplari, parafilm, taze pamuk yapraklari, yaprak kesme diski, 6l¢ii silindirleri,

farkli olgiilerde samur fir¢a ve beherler kullanilmistir.
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Biyokimyasal calismalarda, 6rnek ezme cubuklari, tek ve ¢ok kanalli mikropipetler,
sogutmal1 santrifiij, elektromanyetik karigtirici, 96 kuyulu ve diiz tabanli mikroplakalar,
vortex, -80°C ve -20°C’lik derin dondurucular, mikroplaka okuyucu, hassas terazi
kullanilmistir. Kimyasal malzeme olarak; Sodyum dihidrojen fosfat dodecahidrat
(Na2HPO4+12H70), sodyum fosfat dibasic dihidrat (Na2HPO4+2H,0), tris base, tris
hidroximetil, sodyum hidroksit (NaOH), a-naphtil asetat, fast blue RR, hidroklorik asit
(HCI), indirgenmis Glutatyon (GSH), 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), etilendiamin
tetraasetikasit (EDTA), triton X-100, n-butanol ve Bradford reagent gibi kimyasallar

kullanilmastir.

Molekiiler galigsmalarda ise, mikrosantrifiij tiipleri, ornek ezme ¢ubuklari, GeneJET RNA
izolasyon kiti (Thermo Fisher Scientific, USA), tek kanalli mikropipetler, CDNA sentez
icin SuperScript™ III Reverse Transcriptase kiti (Thermo Fisher Scientific, USA), PCR
cihaz1 (BioRad), sogutmali santrifiijler, IXTBE tampon soliisyonu, Borik asit, EDTA,
yiikleme boyasi, primerler, etanol, agarose, NanoDrop2000 spektrofotometer (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE), vortex, -80°C’lik derin dondurucu, elektromanyetik
karigtirici, PCR reaksiyonu i¢in Invitrogen Taq DNA Polymerase PCR kiti (Thermo
Fisher Scientific, USA), Pronosafe (Conda Lab), jel goriintiilme cihazi (DNR Bio-
Imaging Systems, Jerusalem, Israel) kullanilmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Arazi calismalar:

Arazi caligmalarina yaprak disklerin alindig1 ve stok popiilasyonun yetistirildigi pamuk
ekim alaninin siirimii ve tesfiyesi calismalar1 ile baslanmistir. Stirlimii yapilan tarla da
100 m?’lik bir agik alan parseli ve 5 m?’lik 9 kafes parseli olusturulmustur (Sekil 3.4).
100 m?lik bir parselde bulunan bitkiler bioassay ¢alismalarinda gerekli yapraklari
kullanilmak iizere, 5 m?lik parseller ise stok popiilasyonlarin yetistirilmesi icin
kullanilmigtir. Olusturulan parsellere toprak tavina gelince pamuk tohumlar ekilerek
cimlenme ve cikislan takip edilmistir. Cimlenmeyen yerlerde ikileme yapilarak yeni

tohumlar ekilmistir. Pamuk tohumlarinin ¢imlenmesinden sonra 5 m?lik parseller igin
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damlama sulama hortumlar1 ¢ekilerek kafesler kurulmustur. Kafesler zararli ve faydali
bocek tiirlerinin gecisini engelleyen ¢ift kat tiil ile izole edilmistir. Tiil olarak 90 mesh

(0,10 mm) araliginda hava sirkiilasyonuna miisaade eden tiiller kullanilmistir.

el

Sekil 3.4 Arazi kosullarinda hazirlanan pamuk alan1 ve kafesler

Pamuk bitkilerinin 4-5 gergek yaprakli oldugu Mayis ayinin son haftasindan itibaren arazi
stirvey ¢aligsmalarina baglanmis ve bulunan 6rnekler etiket bilgileri kaydedilerek buz kab1
icerisinde laboratuvara getirilmistir (Sekil 3.5). Arazi ¢ikislar1 (haftalik ¢ikis sayisi, ¢ikis
yapilan alanlar) is yogunlugu ve ilgili il ilge miidiirliikleri ile yapilan goriismelere ve
sikdyetlere gore yapilmistir. Ornekleme yapilan alanlar ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1,
Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’te verilmistir.

Sekil 3.5 Ornekleme yapilan alanlar ve yaprakbiti bulasik yapraklar
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Cizelge 3.1 Diyarbakir iline ait 6rnekleme yapilan alanlar ve koordinatlari

il flce Lokasyon Koordinatlar
37°49'29.1"N

Aralik 40°4128.1"E

. 37°51'49.3"N

- Babahaki 40°45'16.7"E

Tirkmenhact 37°4728.2"N

urkmenhac 40°37'49.2"E

fsall 37°50'45.5"N

40°49'09.4"E

37°41'31.6"N

—_— Seyhgoban 40°14'49.6"E
ya Cinar Celikalt 37°46'33.0"N
40°09'35.4"E

Sekerdren 37°44'21.4"N

ekerore 40°26'05.4"E

B} 38°08"27.2"N

y Agaglidere 40°18'43.6"E

37°56'28.9"N

Yukarikiligtagi 40°1520.7"E

— 3 38°05'57.2"N

Yenisehir Hantepe 40°09'13.3"E

Cizelge 3.2 Mardin iline ait 6rnekleme yapilan alanlar ve koordinatlari

il iice Lokasyon Koordinatlar
Ball 37°22'52.4"N

40°09'55.1"E

Basaran 37°07'20.7"N

Derik 40°14"21.6"E

Doganli 37°15'21.4"N

40°05'25.7"E

Develi 37°15'03.8"N

40°03'11.9"E

. 37°06'05.3"N
Mardin Altintoprak 40°35'31.7"E
.. . 37°11'42.7"N

Kiziltepe Stirekli 40°22'50 1"E

Camlica 37°10'02.9"N

40°4220.6"E

Duruca 37°05'14.9"N

Nusaybin 41°18'17.3"E

Tepealt: 37°05'29.2"N

41°22'30.8"E
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Cizelge 3.3 Sanlwrfa iline ait 6rnekleme yapilan alanlar ve koordinatlari

il iice Lokasyon Koordinatlar

36°46'12.2"N

Akgakale Bolatlar 38°56'45 §"E

36°50'59.6"N

arran Catalhurma 38°56'02.5"E

Ovabevli 37°00'25.1"N

y 38°5329.2"E

. . 37°33'31.8"N

Hilvan Ugiizler 38°56'02.5"E

37°04'14.4"N

Yazilikavak 39°04'30 7"E

37°08'30.5"N

Sanliurfa Merkez Yarimsu 39°04"20.6"E

. 36°57'14.9"N

Kegikiran 38°59'35.0"E

Alasiin 37°24'53.5"N

i & 39°26'29.6"E

. 37°38'13.0"N

Bagdegirmen 39°12'06.2"E

incirli 37°11'06.2"N

. 4 39°46'34.0"E
Viransehir

. 37°19'08.0"N

e 39°45'49.1"E

3.2.2 Laboratuvar ¢alismalari

3.2.2.1 Konukcu bitkilerin yetistirilmesi

Calisma donemi igerisinde 20.02.2017 tarihinden itibaren A. gossypii popiilasyonlarinin
tizerinde yetistirilmesi ve gogaltilmasi i¢in iklim odalarinda bitki yetistiriciligi yapilmaya
baglanmistir (Sekil 3.6). Saksilarda kullanilmak {izere yanmis hayvan giibresi, torf, kum
ve topraktan (1: 1: 1: 1) olusan karisim hazirlanarak sterilize edilmistir. Konukgu bitki
olarak pamuk (Progen BA 119) yetistirilmistir (Yesil vd. 2017). Biitiin popiilasyonlar

i¢in; birbirlerine karismamalar1 ve dogal diisman ile ¢evresel faktorlerden izole olmalari

acisindan 60x60x80 ebatlarinda pleksi-glass kabinler hazirlanmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.6 Bitki yetistirme ortami

3.2.2.2 Aphis gossypii popiilasyonlariin elde edilmesi ve yetistirilmesi

Bioassay ¢alismalarinda kullanilan A. gossypii popiilasyonlari Giineydogu Anadolu
Bolgesi’nin Sanliurfa, Diyarbakir ve Mardin illerinin, pamuk ekim alanlarindan
toplanmigtir. Caligmanin yuritiildigi illerde her il icin en az 3 farkli A. gossypii
popiilasyonu alinmis ve denemelere tabi tutulmustur. Uretim sezonu boyunca arazi
cikislart yapilmig, yaprakbiti ile bulagik pamuk bitkileri alinarak, tarih, yer bilgileri igeren
etiket bilgileri ile buz kutusu i¢inde laboratuvara getirilmistir. Getirilen 6rnekler stereo
binokiiler mikroskop (Leica SE 8) altinda incelenerek, bulunan erginler, i¢inde %70'lik
alkol bulunan mikrosantrifiij tiiplerine alinmig diger bocek tiirleri ise ortamdan
uzaklastirllmistir. Nimfler ergin olana kadar 26+1°C sicaklik ve %65+5 orantili neme
ayarli uzun giin aydinlatma (16 saat aydinlik: 8 saat karanlik) laboratuvar kosullarinda
kiiltiire alinarak gelisimleri takip edilmistir. A. gossypii olarak tanimlanan popiilasyonlar
hem laboratuvar ve iklim odalarinda 23+1°C sicaklik, %65+5 orantili nem ve 16: 8 (A.:
K.) fotoperiyot saglanan kosullarda hem de arazi kosullarinda hazirlanan tiil kafeslerde
kiiltiire alimmigtir. Hassas A. gossypii popiilasyonu BAYER Crop Science’dan temin
edilmistir. Hassas A. gossypii popiilasyonu 20 yildan daha uzun bir siire once kiiltiire
alinmis olup, laboratuvara alinmasindan itibaren ilag ile temas etmemis bir

popiilasyondur. Her popiilasyon ayr1 ayri pleksi-glass kabinler ve tiil kafesler icerisinde
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saksida ve arazi kosullarinda her tiirlii faydali ve zararlidan ari, temiz olarak yetistirilen

pamuk bitkileri iizerinde yetistirilmistir.

Sekil 3.7 Bocek popiilasyonlarinin yetistirldigi pleksi-glas kabinler

3.2.2.3 Bioassay ¢alismalar:

Her popiilasyon i¢in yapilacak denemeler oncesinde laboratuvar ortaminda yetistirilen
temiz bitkiler lizerine her yapraga en az 50 adet ergin birey olacak sekilde bulagtirmalar
yapilmistir. Bulagtirmadan 48 saat sonra erginler uzaklastirilarak esit yasl bireyler elde
edilmis ve bu bireyler erginler uzaklastirildiktan 96-120 saat sonra bioassay ¢alismalarda
kullanilmistir. Bioassay c¢aligmalarinda kullanilan popiilasyonlara ait bilgiler Cizelge

3.4’te verilmistir.
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Cizelge 3.4 Bioassay ¢alismalarinda kullanilan popiilasyonlar

il ilge Lokasyon Koordinatlar
Bismil Babahaki 37°51'49.3"N
40°45'16.7"E
Diyarbakir Cinar Sekerdren 37°4421.4"N
40°26'05.4"E
Sur Yukarikiligtast 37°56'28.9"N
40°1520.7"E
Derik Develi 37°15'03.8"N
40°03'11.9"E
Mardin Altmtoprak 37°06'05.3"N
Kiziltepe 40°35'31.7"E
Camlica 37°10'02.9"N
40°42'20.6"E
Harran Catalhurma 36°50'59.6"N
38°56'02.5"E
Sanliurfa Yazilikavak 37°04'14.4"N
Merkez 39°04'30.7"E
Yarimsu 37°08'30.5"N
39°04'20.6"E

3.2.2.4 Daldirma metodu

Aphis gossypii’nin insektisitlere direng durumunun belirlenmesinde bioassay metodu
olarak IRAC’m 019 nolu metodu modifiye edilerek kullanilmistir (IRAC 2015b).
Yetistirilen temiz pamuk bitkilerinin yapraklarindan 4 cm capinda yaprak diskleri yaprak
kesici ile ¢ikarilmistir. Hazirlanan yaprak diskleri her aktif madde igin hazirlanan en az 8
farkli doz ve 1 adet kontrol sivisinin bulundugu beherlere bir pens yardimiyla daldirilmig
ve 5 saniye sallanip tiim ylizeyinin homojen bir sekilde ilacl su ile temasi saglanmistir.
Kontrol olarak % 0,2’1ik Triton X-100 iceren saf su kullanilmistir. [lagla muamele edilen
yapraklar oda kosullarinda, tel i1zgaralar iizerine konularak 30 dakika kurumaya
birakilmistir. Kuruyan yaprak diskleri, taban1 %1°lik agar kaph kapak kismi vidali ve
hava alacak sekilde hazirlanmis bioassay kaplarina (70x40mm) yaprak alt yiizeyi yukari
bakacak seklide yerlestirilmistir. Iklim odalarinda yetistirilen yaprakbitleri, samur fir¢alar
ile ilagl ve ilags1z yaprak bulunan her bir bioassay kabina 20 adet ergin disi birey gelecek
sekilde aktarilmistir. Zararli inokiilasyonu yapilan bioassay kaplar1 agiz kisimlari iyice
kapatilarak 20°C sicaklik, %60+5 orantili nem ve floresan lambalarla 16: 8 saatlik
fotoperiyot kosullarina sahip iklim kabinine (Binder KBWF 720-Climate Chamber)

birakilmistir (Sekil 3.8). Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gére her ilacin
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farkli dozu i¢in 4 tekerriirlii olarak kurulmustur. Uygulamalardan 72 saat sonra yumusak
uclu bir fir¢a yardimiyla ters ¢evrilerek bireylerin 10 saniyede kendilerini diizeltme veya
diizeltmeme durumlar1 kontrol edilerek kaydedilmistir. Kendilerini diizeltemeyen

bireyler 6lii olarak kabul edilmistir.

= \\Wz

Sekil 3.8 Denemelerin yiirlitiildigii iklim kabini ve bioassay kaplari

3.3 istatistiki Degerlendirme

Bioassay calismalarindan elde edilen veriler, POLO-PC (LeOra Software) programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Yapilan probit analizi ile ¢alisilan tiim popiilasyonlar i¢in
LCso ve LCgo degerleri belirlenmistir (Finney 1979). Her aktif madde bazinda denenen
tiim arazi popiilasyonlar i¢in belirlenen LCso degerleri, Standart Hassas popiilasyonun
LCso degerine oranlanmasi ile her bir insektisit i¢in popiilasyonlarin direng oranlari elde
edilmistir. GST ve EST enzim aktivitelerinden elde edilen verilere tek yonlii SPSS paket
programi ile Tek Yonlii Anova uygulanmis olup, elde edilen veriler Tukey’s HSD testi
uygulanmistir. Bioassay ve detoksifikasyon enzimlerine ait bulgulara SPSS paket

programu ile korelasyon analizi uygulanmistir.
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3.4 Biyokimyasal Calismalar

Diren¢ olusumunda etkili ve en yaygin enzim gruplarinin Monooksigenaz’lar (Sitokrom
P450), Glutatyon-S-Transferaz’lar, Hidrolaz’lar (Esteraz’lar) oldugu tespit edilmistir
(Whalon vd. 2008). Tiim popiilasyonlar i¢in yapilan bioassay g¢alismalari esnasinda
kullanilan yaprakbitlerinden biyokimyasal testlerde kullanilmak {izere her popiilasyondan
EST enzim aktivitesi i¢in her tiipte 10’ar adet kanatsiz ergin disi (25 tiip), GST enzim
aktivitesi i¢in her tiipte 30’ar adet kanatsiz ergin disi (25 tlip) mikrosantrifiij tiipleri i¢inde
kuru 6rnek olarak -80°C’de muhafaza edilmistir. Biyokimyasal testlerde kullanilacak A.
gossypii bireylerinin sahip olduklar1 enzimlerin sicakta bozulmamasi i¢in galigsmalar 16-

18°C oda sicakliginda ve 6rnekler daima buz iizerinde olacak sekilde calisilmistir.

3.4.1 Esteraz (EST) aktivitesinin belirlenmesi

Esteraz aktivitesini belirlemek amaciyla A. gossypii’nin her popiilasyonundan 10 adet
kanatsiz ergin disi 100 pl % 0,1 Triton X-100 igeren 0.1 M pH: 7.5 Sodyum Fosfat Buffer
icerisinde homojenize edilmistir. Ezilerek tamamen homojenize edilen 6rnekler +4°C
10.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Mikrosantrifiij tlipliniin altina g¢okertilen pelete
dokunulmadan tiim silipernatant uzaklastirilarak farkli bir mikrosantrifiij tiipline
aktarilmistir. Elde edilen siipernatant enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Kinetik okuma
i¢in kullanilan plate’in veri alinacak her kuyucuguna 25 ul 0.2 M pH: 6.0 sodyum fosfat
buffer eklenmistir. Daha sonra seyreltilen enzim kaynaginda her popiilasyon i¢in 25 pl
alinarak kuyucuklara yiiklenmistir. Son olarak her kuyucuk i¢in 200 pl substrat soliisyonu
eklenerek, plate 23°C’de 450 nm dalga boyunda 10 dakika siireyle her 20 saniyede bir
okuma yapmak iizere ayarlanmis mikroplaka okuyucuya yiliklenmistir. Denemeler 3 defa
tekrarlanmis olup, igerisinde enzim kaynagi yerine 25 ul % 0,1 Triton X-100 igeren 0.1
M pH: 7.5 Sodyum Fosfat Buffer bulunan kuyucuklar kontrol olarak kullanilmistir (Wang
vd. 2007).

Substrat soliisyonu hazirlanirken dncelikle iki farkli ¢ozelti hazirlanmstir. Tk ¢ozelti
olarak, Fast Blue RR tuzu igeren ¢dzelti hazirlanmistir. Ikinci ¢dzelti olarak 0.1 M Alfa
naftil asetat ¢ozeltisi hazirlanmistir. Substrat soliisyonu 50 ml Fast Blue RR ¢ozeltisinden

ve 500 ul 0.1 M alfa naftil asetat ¢ozeltisinin karistirilmasiyla elde edilmistir.
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3.4.2 Alfa Naftol standart egrisinin ¢izilmesi

Esteraz aktivitesinin dogru olarak hesaplanabilmesi i¢in alfa naftol standart egrisinin
belirlenmesi gerekmektedir. Alfa naftol standart egrisinin belirlenmesinde; % 1 aseton
iceren Fast Blue RR (245 pl, 240 ul, 235 ul, 230 pl, 225 ul, 220 ul, 215 pl, 210 ul, 205
ul) soliisyonu ve alfa naftil asetat soliisyonunun (5 pl, 10 pl, 15 pl, 20 pl, 25 pl, 30 pl, 35
ul, 40 ul, 45 ul) farkli miktarlar1 kullanilmistir. Kontrol (Kor) olarak alfa naftil soliisyonu
yerine sodyum fosfat buffer kullanilmistir. Karistirilan soliisyonlar oda sicakliginda 20
dakika inkiibasyona birakilmis ve daha sonra spektrofotometre ile absorbans degerleri

belirlenerek standart egri olugturulmustur (He 2003).

3.4.3 Glutatyon-S-Transferaz (GST) aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitesinin belirlenmesinde Nauen ve Stumpf (2002)’in
gelistirdikleri yontem kullanilmistir. Testlenen her popiilasyon i¢in 30 adet kanatsiz ergin
disi 300 pL Tris-HCL buffer igerisinde (0.05 M, pH: 7.5) homojenize edilmistir.
Supernatant 10000 rpm, +4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Plate kuyucuklarina son
hacim 300 pl olacak sekilde; 100 pl Stpernatant, 100 ul 0.4 mM 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) ve 100 pul 4 mM indirgenmis glutathion (GSH)’dan olusan karisim
konulmustur. Absorbanstaki degisim 340 nm, 25°C’de ve 5 dakika (20 saniyede bir
okuma) siireyle Olciilmiistiir. Denemeler 3 defa tekrarlanmis ve CDNB ve GSH’nin

enzimatik olmayan reaksiyonu kontrol olarak homojenat olmaksizin 6l¢iilmiistiir.

3.4.4 Toplam protein miktarlarimin belirlenmesi

Toplam protein miktarmin belirlenmesi i¢in Bradford (1976) metodu kullanilmistir.

Calismada bovine serum albiimin (BSA) standart olarak kullanilmistir. Buna gore;

1. 0.05 M pH: 7.5 Tris HCL ¢o6zeltisinde homojenize edilen A. gossypii’ye ait
homojenattan her popiilasyon i¢in 10 pl supernatant alinarak plate kuyucuklarina
aktarilmistir. Kontrol (Kor) olarak homojenat icermeyen10 pl 0.05 M pH: 7.5 Tris HCI

¢ozeltisi kullanilmistir.
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2. Her popiilassyon i¢in plate kuyucuklarina degisen miktarda (2 pl, 4 pl, 6 pl, 8 ul, 10
pl, 12 pl, 14 ul, ) BSA eklenmistir.

3. Son olarak kullanilan tiim plate kuyucuklarina 250 ul Bradford reagent eklenmis ve
oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda 6rnekler ait absorbans degerleri spektrofotometre de 595
nm dalga boyunda belirlenmis ve elde edilen degerler kullanilarak her popiilasyon i¢in
protein konsantrasyonlariin hesaplanmasi islemleri yapilmistir. Calismalar 3 tekerrtirli

ve 3 tekrarl olarak yiiriitilmiistiir.

3.5 Molekiiler Yontemler

Yapilan ¢alismada kullanilan A. gossypii popiilasyonlarinda direng profillerinin tespit
edilmesi amaciyla molekiiler yontemler uygulanmistir. Bu amagla daha 6nce yapilmis
calismalarda belirlenmis gen bolgesi ve primerler kullanilmistir (Hirata vd. 2015, Bass
vd. 2011, Chen vd. 2017). Calismada RNA izolasyonlariin ardindan Neonikotinoid
grubu insektisitlere kars1 dayanikliliga sebep olan nikotinik asetilkolin reseptdrlerinin S/
alt iinitesinde yer alan D-loop bolgesindeki V621 ve R81T mutasyonu taranmistir. Boylece
araziden toplanan yaprakbiti popiilasyonlarindaki Neonikotinoid grubu insektisitlere

gelisen direng profilleri belirlenmistir.

3.5.1 RNA izolasyonu

Aphis gossypii popiilasyonlarindan RNA elde etmek i¢in GeneJET RNA izolasyon Kiti
(Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilmistir. izolasyona baslamadan 6nce Lysis buffer

ve proteinase K soliisyonlar1 6rnek sayisina gore hazirlanmistir. Buna gore;

Her 980 pl Lysis buffer i¢in 20 pl f-mercaptanol kullanilmistir.

Proteinase K soliisyonu i¢in ise her 590 pl TE buffer igin 10 ul Proteinase K
kullanilmistir.

Soliisyonlarin hazirlanmasi agamalarindan sonra protokolde belirtilen adimlar izlenmistir

Buna gore;
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1. 30 mg doku tartilmig ve {izerine 50 pl Lysis buffer eklenerek ornekler homojenize
edilmistir. Daha sonra tizerine 250 pl Lysis buffer eklenmis ve ezme islemi tamamlanarak
ornekler vortekslenmistir.

2. Homojenat iizerine 600 pl proteinase K soliisyonu eklenmis ve vortekslenerek 20°C’de
10 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir.

3. Homojenatlar +4°C ve 12.000 rpm’e ayarlanmis ve 10 dakika siireyle santrifiij
edilmistir. Siipernatant RNAse free mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.

4. Supernatant iizerine 450 pl %96’lik etanol eklenmis ve Ornekler karistirilmasi
saglanmustir.

5. Ttim ornekler kolona aktarilmis ve +4°C ve 12.000 rpm’e ayarlanarak 1 dakika stireyle
santrifiij edilmistir. Bu islem tiim supernatant bitene kadar tekrarlanmistir.

6. Kolon tiiplerinin tizerine 700 pl yikama soliisyonu 1 eklenmis ve +4°C ve 12.000 rpm’e
ayarli santrifiij cihazinda 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

7. Kolon tiiplerine 600 ul yikama soliisyonu 2 eklenmis ve +4°C ve 12.000 rpm’e ayarl
santrifiij cihazinda 1 dakika siireyle santrifiij edilmistir.

8. Kolon tiiplerine 250 pl yikama soliisyonu 2 eklenmis ve +4°C ve 14.000 rpm’e ayarl
santrifiij cihazinda 2 dakika silireyle santrifiij edilmistir. Daha sonrada kolonlar yeni
RNAse free mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. Mikrosantrifiij tlipleri 6rnek isimleri
yazilmstir.

9. Ornekler iizerine 75 ul nuclease free su eklenmis ve +4°C ve 12.000 rpm’ye ayarl
santrifiij cihazinda 1 dakika siireyle santrifiij edilmistir.

10. Ornekler sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere -80°C’de muhafazaya alinmustir.
RNA izolasyonun safligint ve miktari1 kontrol etmek ig¢in NanoDrop 2000
spektrofotometer yardimiyla konsantrasyonlari dl¢iilmiistiir ve RNAlarin jel goriintiileri

kontrol edilmistir.

3.5.2 cDNA sentezi

Orneklere ait RNA izolasyonu tamamlandiktan sonra konsantrasyonlar1 dl¢iilmiis ve

gerekli hesaplamalar yapilmigtir.
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RNA orneklerinden yapilan cDNA sentezinin ilk asamasinda 1 pg RNA iizerine 1 pl
oligo-dT primer (50 mM) ve 10 nM dNTP mix eklenip, hacim ddH20 ile 10 ul’ye
tamamlanmistir. Reaksiyon karisimi 65°C’de 5 dakika bekletilerek denatiire edilmistir.
Denatiire 6rnekler iizerine eklenecek reaktifler asagida sunulan miktarlarda hazirlanmigtir

(Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5 Denatiirasyonda kullanilan reaktifler ve 6rnek basina kullanilan hacimler

Reaktif Hacim (1x)
10x RT Buffer 2 ul
25 mM MgCl; 4 ul
0.1MDTT 2 ul
RNAse out (40 u/ul) 1 ul
Superscript Il RT 1 ul
Toplam Hacim 10 pl

Reaksiyonlarin iyice karistirilmast saglanmistir. Hazirlanan reaksiyonlar 50°C’de 50
dakika ve 85°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. 1 dk buz igerisinde bekletildikten sonra
tiim reaksiyonlar santrifiij edilmistir. Orneklerin {izerine 1 pl RNAse H eklenerek
vortekslenmis ve 37°C’de 20 dakika bekletilmistir. Sentezlenen CDNA -80°C’de

saklanmustir.

3.5.3 Nikotinik Asetilkolin reseptorlerinin D-loop bélgesindeki £1 alt iinitesinin PCR

yontemiyle cogaltilmasi

Sentezlenen cDNA’dan Nikotinik asetilkolin reseptorlerinin D-loop bolgesindeki f1 alt
tinitesi (NAChRS) ¢ogaltilmasi igin A. gossypii Nikotinik Asetilkolin reseptorii genine
spesifik primerler kullanilmistir (Hirata vd. 2015, Bass vd. 2011).

nAChR BI-F (5'-CAA CAA ACT AAT CAG ACC TGT CC-3"),
nAChR BI-R (5'-GGC AAG TAG AAC ACT AGC ACG C-3")

Nikotinik asetilkolin reseptorlerinin D-loop bolgesindeki £/ alt tinitesi (NAChR) PCR

(Polymerase Chain Reaction) yontemiyle ¢ogaltilmasi i¢in Invitrogen Dream Taq DNA
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Polymerase PCR kiti (Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilmistir (Cizelge 3.6).
Uygun pH ve iyon kosularini saglayan karisim mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis ve
tiipler PCR cihazina (Biorad) yerlestirilmistir. CONA’nin ¢ogaltilmasinda kullanilan
karisim asagidaki gibi hazirlanmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6 cDNA’nin ¢ogaltilmasinda kullanilan reaktifler ve 6rnek basina kullanilan hacimler

Reaktif Hacim (1x/50 pl)
10x PCR Buffer 5ul
50 mM MgCl; 1.5ul
10 mM dNTP Mix 1l
10 mM Forward Primer 2.5 ul
10 mM Reverse Primer 2.5 ul
cDNA 1l
Tag DNA Polimeraz 0.2 ul
ddH.0 36.3
Toplam Hacim 50 pl

Calismada kullanilan primerler i¢in uygun PCR kosullar1 asagida verilmistir.

PCR asamalari Sicalik (°C) Siire Dongii
sayisl
Denatiirasyon 95°C 3 dakika 1
95°C 1 dakika
Baglanma Sicaklig1 50°C 1 dakika 35 Dongii
Uzama Sicaklig 72°C 2 dakika
Son Uzama Sicakligi 72°C 10 dakika 1
Bekleme Sicakligi 10°C 0

3.5.4 PCR iiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi

PCR ile gogaltilarak elde edilen nAChR bolgesi PCR firlinleri %1’lik agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edilmistir. %1°lik agaroz jel i¢in 100 ml 1x TAE tampon, 1 gr
agaroz tartilmis ve karisim iyice karistirildiktan sonra isitilmistir. Daha sonra 5 pl
Pronosafe (Conda Lab) eklenmistir ve yerlestirilmis taraklarin bulundugu jel kasetine
karisim aktarilmistir. Jelin iyice polimerize oldugundan emin olduktan sonra ilk
kuyucuga marker (100 bp DNA Ladder, Fermentas), diger kuyucuklara PCR iirlinleri 5’er
pl olarak yiiklenmis ve 100 V’da yaklasik 30 dakika yiiriitiilmiistiir. Elde edilen PCR
tirlinlerine ait bantlar jel goriintiilme cihazt (DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem,
Israel) yardimiyla gorintiilenmistir. Geriye kalan PCR firiinlerinden ¢ift tarafli

dizilemeye gonderilmek iizere -20°C saklanmustir.
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3.5.5 Dizi analizi

Dizilemeden gelen sekans verileri Bioedit.7.2.5.dizi analiz programlar1 ile analiz

edilmistir (Hall 1999). MegaX programu ile protein dizilerine doniistiiriilmistiir (Kumar
vd. 2018).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Bioassay Calismalari

Araziden toplanan ve testlenen popiilasyonlarin Acetamiprid aktif maddesi i¢in yapilan
bioassay ¢alismalar1 sonucu toplanan verilere uygulanan analiz sonucu elde edilen LCsg
ve LCgo degerleri ve giiven araliklari, heterojenlik katsayilar1 ve direng oranlar1 Cizelge

4.1°de verilmistir.

Acetamiprid aktif maddesi i¢in elde edilen LCsp degerleri incelendigindiginde
popiilasyonlar arasinda en yiiksek degerin 21.550 ppm ile Sekerdren popiilasyonuna ait
oldugu goriilmektedir. Yarmmsu (17.945 ppm) ve Yazilikavak (17.376 ppm)
poplilasyonlarimin Sekerdren popiilasyonuna yakin LCso degerlerine sahip olduklari
goriilmektedir. Bunlari sirasiyla Babahaki (15.692 ppm), Develi ( 14.406 ppm), Camlica
(7.849 ppm), Catalhurma (7.461 ppm), Altintoprak (7.342) ve Yukarikiligtas: (5.910

ppm) popiilasyonlar1 izlemistir.

Acetamiprid’e kars1 testlenen biitlin popiilasyonlarda farkli oranlarda olmakla beraber
direng s6z konusudur. Standart Hassas popiilasyunun direng diizeyi ile hesaplanan direg
oranlari; Sekeréren (82.57), Yarimsu (68.76), Yazilikavak (66.58), Babahaki (60.12),
Develi (55.20), Camlica (30.07), Catalhurma (28.59), Altintoprak (28.13) ve
Yukarikilictas: (22.64) seklinde hesaplanmustir.
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Cizelge 4.1 Acetamiprid aktif maddesi ile yapilan bioassay ¢aligmalarindan elde edilen
LCso ve LCgo degerleri, Heterojenlik katsayilar1 ve Direng Oranlari

L%Q.(F:Slm) LCg (ppm) Direng
Popiilasyon All‘la‘ilgl Giiven Slope X2 Heterojenlik Oranlari
(0.95) Arahig (0.95) (LCs0)
15.692 131.566 1.358
Babahaki (12.686- (98.005- + 15.090 0.520 60.12
19.213) 189.590) 0.097
21.550 206.567 1.306
Sekeroren (17.311- (144.013- + 1.959 0.078 82.57
25.853) 330.530) 0.103
5910 75.255 1.160
Yukarikiligtas @ 37'7_7 674) (50.786- + 4.673 0.223 22.64
' ' 128.662) 0.103
7342 70.383 1.305
Altintoprak (5.914-8.930) S)é;gz) 0:03 11.257 0.450 28.13
7 849 65.057 1.395
Camlica 6 15'3_9 768) (48.684-93- = 12.082 0.483 30.07
' ' 624) 0.108
14.406 105.249 1.484
Develi (11.581- (77.155- + 26.803 1.031 55.20
17.765) 155.379) 0.107
7 461 62.012 1.393
Catalhurma © 11.2-8 985) (44.780- + 13.938 0.664 28.59
' ' 94.910) 0.118
17.945 102.399 1.694
Yarimsu (14.869- (75.437- + 11.155 0.531 68.76
21.715) 153.271) 0.141
17.376 96.476 1.721
Yazihkavak (14.439- (74.546- + 7.143 0.286 66.58
20.757) 133.440) 0.117
Standart 0.261 4.220 1'160 9.758 0.290 i
Hassas (0.200-0.335) | (2.993-6.382) 0.067 ' '

Acetamiprid aktif maddesi ile testlenen popiilasyonlar i¢in elde edilen LCso degerleri ve
LCso degerleri ile hesaplanan direng oranlart arasindaki iligski daha iyi goriilebilmesi ve

yorumlanabilmesi i¢in Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1 Acetamiprid aktif maddesi i¢in elde edilen LCso degerleri ve direng oranlari

Acetamiprid aktif maddesi igin dekara 50 litre ilaglama normuna gore, arazi dozu 200
ppm olarak bulunmustur. Arazi dozunun zararliy1 basarili sekilde kontrol altina almasi
gerekmektedir. Arazi popiilasyonlarinin sahip oldugu LCgo degerleri ve hesaplanan arazi
dozu karsilastirildiginda, Sekeréren popiilasyonu disindaki popiilasyonlarin Acetamiprid
aktif maddesine karsi hassas oldugu ve zararlinin bu aktif madde ile basarili sekilde
kontrol edilebilecegi goriilmektedir. Arazi dozu temelli degerlendirmeye gore testlenen
A. gossypii popiilasyonlarinin Acetemiprid aktif maddesine karsi genel olarak hassas

oldugu sonucuna varilabilir.

Imidacloprid aktif maddesi igin yapilan bioassay g¢alismalar1 sonucu toplanan verilere
uygulanan analiz sonucu elde edilen LCso ve LCgo degerleri ve giiven araliklari,

heterojenlik katsayilar1 ve direng oranlar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Imidacloprid aktif maddesi i¢in elde edilen LCso incelendigindiginde popiilasyonlar
arasinda en yiiksek degerin 32.449 ppm ile Yarimsu popiilasyonuna ait oldugu

goriilmektedir. Develi ve Yazilikavak popililasyonlarinin birbirlerine yakin LCsg
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degerlerine sahip olduklart goriilmektedir. Testlenen A. gossypii popiilasyonlarinin LCsg
degerleri sirasiyla; Develi (26.171 ppm), Yazilikavak (25.661 ppm), Yukarikiligtasi
(22.680 ppm), Babahaki (14.776 ppm), Camlica (14.555), Catalhurma (13.920 ppm),
Altintoprak (12.259 ppm) ve Sekeroren (11.336) olarak belirlenmistir.

Imidacloprid’e kars testlenen biitiin popiilasyonlarda farkli oranlarda direng gelisimi s6z
konusudur. Standart Hassas popiilasyunun direng diizeyi ile hesaplanan dire¢ oranlar,
Yarimsu (67.32), Develi (54.30), Yazilikavak (53.24), Yukarikiligtas1 (47.05), Babahaki
(30.66), Camlica (30.20) ve Catalhurma (28.88), Altintoprak (25.43) ve Sekeroren
(23.52) seklinde hesaplanmustir.

Cizelge 4.2 Imidacloprid aktif maddesi ile yapilan bioassay ¢aligmalarindan elde edilen LCso ve

LCqo degerleri, Heterojenlik katsayilari ve Direng Oranlari

50

Lng.(ppm) LCoo (ppm) Direng
. Giiven . ) A

Popiilasyon Araliéy Giiven Slope X Heterojenlik Oranlar

;0.95g; Arahg (0.95) (LCs0)
14.776 191.308 1.152

Babahaki (11.495- (129.021- + 7.159 0.286 30.66
18.754) 321.694) 0.095
11.336 105.579 1.322

Sekeroren (8.983- (76.507- + 11.594 0.464 23.52
14.093) 159.090) 0.101
22.680 179.341 1.427

Yukarikilictas (17.234- (109.242- + 30.707 1.462 47.05
30.725) 376.566) 0.127
12.259 119.515 1.296

Altintoprak (9.709- (88.201- + 12.068 0.416 25.43
15.227) 174.105) | 0.091
14.555 173.116 1.192

Camlica (11.390- (118.815- + 5.288 0.212 30.20
18.362) 283.490) 0.097
26.171 171.126 1572

Develi (21.686- (131.561- + 17.019 0.567 54.30
31.425) 235.967) 0.103
13.920 113.997 1.403

Catalhurma (10.955- (82.860- + 9.026 0.361 28.88
17.342) 172.516) 0.117
32.449 435.962 1.136

Yarimsu (25.718- (294.435- + 9.405 0.324 67.32
40.946) 720.704) 0.083
25.661 195.163 1.454

Yazihikavak (21.014- (146.718- + 18.243 0.629 53.24
31.132) 277.802) 0.099
7.483 1.076

Standart o 33;;22613) (5.215- . |25262| 0770 :
' ' 11.617) 0.068




Imidacloprid aktif maddesi ile testlenen popiilasyonlar i¢in elde edilen LCso degerleri ve
LCso degerleri ile hesaplanan direng oranlart arasindaki iligski daha iyi goriilebilmesi ve

yorumlanabilmesi i¢in Sekil 4.2°de verilmistir.

Imidacloprid

100
90
80
70
60
5
40
3

o

=N
o O o o
]
%, W

—

E—
R
-

—

.

E—

.
T
—

—
R
R
—
——

@ &\ &\ \@ <b
Qb N (}’\ 43 &&)\x A

m | C50 (ppm)  ® Direng Oranlar1 (LC50)

Sekil 4.2 Imidacloprid aktif maddesi i¢in elde edilen LCso degerleri ve direng oranlari

Imidacloprid aktif maddesi i¢in dekara 50 litre ilaglama normuna gore, arazi dozu 700
ppm olarak hesaplanmistir. Arazi dozunun zararliy1 basarili sekilde kontrol altina almasi
gerekmektedir. Arazi popiilasyonlarinin sahip oldugu LCgo degerleri ve hesaplanan arazi
dozu karsilastirildiginda, biitiin popiilasyonlarin Imidacloprid aktif maddesine karsi
hassas olduklar1 ve bu aktif maddeye karsi basarili bir sekilde kontrol edilebilecegi
goriilmektedir. Arazi dozu temelli degerlendirmeye gore testlenen popiilasyonlarin

Imidacloprid aktif maddesine kars1 hassas oldugu sonucuna varilabilir.

Thiamethoxam aktif maddesi i¢in yapilan bioassay caligmalar1 sonucu toplanan verilere
uygulanan analiz sonucu elde edilen LCso ve LCgo degerleri ve giiven araliklari,

heterojenlik katsayilar1 ve direng oranlar1 Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Thiamethoxam aktif maddesi i¢in elde edilen LCsp incelendigindiginde popiilasyonlar
arasinda en yiiksek degerin 87.251 ppm ile Yarimsu popiilasyonuna ait oldugu
goriilmektedir. Bunlar1 sirasiyla; Babahaki (61.516), Yazilikavak (47.132 ppm),
Catalhurma (32.094 ppm), Develi (32.056 ppm), Camlica (31.848), Altintoprak (30.940
ppm), Sekerdren (25.370 ppm) ve Yukarikiligtasi (4.522 ppm) popiilasyonlari izlemistir.

Thiamethoxam’a kars1 testlenen biitlin popiilasyonlarda farkli oranlarda olmakla beraber
direng s6z konusudur. Standart Hassas popiilasyunun direng diizeyi ile hesaplanan direg
oranlar1; Yarimsu (20.84), Babahaki (14.69), Yazilikavak (11.26), Catalhurma (7.67),
Develi (7.66), Camlica (7.61), Altintoprak (7.39), Sekeroren (6.06) ve Yukarikiligtasi
(1.08) seklinde hesaplanmustir.

Cizelge 4.3 Thiamethoxam aktif maddesi ile yapilan bioassay ¢alismalarindan elde edilen LCso
ve LCq degerleri, Heterojenlik katsayilari ve Direng Oranlari

52

LC(;Oﬁ(vpeFr)lm) LCoo (ppm) o Direng
Popiilasyon Arali Giiven Slope X2 Heterojenlik Oranlari
(0.95) Araligx (0.95) (LCso)
61.516 924.557 1.089
Babahaki (48.303- (580.573- + 19.074 0.658 14.69
79.813) 1700.871) 0.084
25.370 573.367 0.946
Sekeroren (19.293- (356.637- + 3.770 0.130 6.06
33.122) 1072.025) 0.076
4522 155.375 0834
Yukarikiligtasi @ 90é-6 461) (99.119- + 5.679 0.196 1.08
) ' 282.725) 0.076
30.940 388.188 1.167
Altintoprak (24.633- (265.688- + 15.298 0.528 7.39
38.859) 629.216) 0.084
31.848 339.813 1.246
Camlica (24.434- (223.965- + 19.472 0.779 7.61
40.398) 591.241) 0.102
32.056 365.130 1.213
Develi (25.022- (233.111- + 28.331 1.090 7.66
41.598) 669.710) 0.096
32.094 313.822 1.294
Catalhurma (25.796- (210.580- + | 19.192 0.768 7.67
40.408) 531.846) 0.104
87.251 756.388 1.366
Yarimsu (69.687- (501.725- + 30.889 1.065 20.84
11.693) 1302.512) 0.102
47.132 824.104 1.031
Yazilikavak (36.736- (512.447- + 15.124 0.522 11.26
61.248) 1537.816) 0.080
40.428 1.030
Standart @ 43'1127103) (29.573- = |21795| 0660 .
' ' 59.445) 0.084




Thiamethoxam aktif maddesi ile testlenen popiilasyonlar i¢in elde edilen LCso degerleri
ve LCso degerleri ile hesaplanan direng oranlar1 arasindaki iligski daha iyi goriilebilmesi

ve yorumlanabilmesi i¢in Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3 Thiamethoxam aktif maddesi icin elde edilen LCsp degerleri ve direng oranlari

Thiamethoxam aktif maddesi i¢in dekara 50 litre ilaglama normuna gore, arazi dozu 400
ppm olarak tespit edilmistir. Arazi dozunun zararliy1 basarili sekilde kontrol altina almasi
gerekmektedir. Arazi popiilasyonlarinin sahip oldugu LCgo degerleri ve hesaplanan arazi
dozu karsilastirildiginda; Babahaki, Sekeroren, Yarimsu ve Yazilikavak popiilasyonlari
disindaki popiilasyonlarin Thiamethoxam aktif maddesine hassas olduklart ve
Thiamethoxam aktif maddesi ile basarili sekilde kontrol edilebilecegi goriilmektedir.
Babahaki, Sekeroren, Yarimsu ve Yazilikavak popiilasyonlar: ise oldukca diisiik diizey

hassassiyet kaybina ugramis popiilasyonlar olarak tanimlanabilir.

Testlenen popiilasyonlarin Acetamiprid, Imidacloprid ve Thiamethoxam’a tepkilerinden

elde edilen LCso degerleri ve direng oranlar1 popiilasyon i¢inde degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.4’te aktif maddelerin kendi aralarinda bir iligkilerinin olup olmadigi ile ilgili

sonuclarin degerlendirimesi bakimindan hazirlanmistir.

Cizelge 4.4 Popiilasyonlarin aktif maddeler i¢cin LCso degerleri ve direng oranlari

Acetamiprid Imidacloprid Thiamethoxam’a
LCso Direng LCso Direng LCso Direng
Popiilasyon (ppm) Oranlari Oranlan (ppm) Oranlari
(LCs0) (ppm) (LCs0) (LCs0)
Babahaki 15.692 60.12 14.776 30.66 61.516 14.69
Sekeroren 21.550 82.57 11.336 23.52 25.370 6.06
Yukarikilictasi 5.910 22.64 22.680 47.05 4.522 1.08
Altintoprak 7.342 28.13 12.259 25.43 30.940 7.39
Camlica 7.849 30.07 14.555 30.20 31.848 7.61
Develi 14.406 55.20 26.171 54.30 32.056 7.66
Catalhurma 7.461 28.59 13.920 28.88 32.094 7.67
Yarimsu 17.945 68.76 32.449 67.32 87.251 20.84
Yazihkavak 17.376 66.58 25.661 53.24 47.132 11.26
b 0.261 : 0.482 : 4.187 :
Hassas

Her aktif madde i¢in elde edilen direng oranlar1 Sekil 4.4°te ayn1 grafik lizerinde verilmis
olup her popiilasyonun aktif maddelere karsi sahip olduklar1 direng oranlar1 ve bunlarin

birbiri ile olan iligkisi daha net bir sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4.4 Popiisyanlarin aktif maddeler igin direng oranlari
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4.2 Biyokimyasal Calisma Bulgular

Biyokimyasal c¢alismalar baghgr altinda bdceklerin insktisitlere karst  direng
gelistirmelerinde etkili enzim gruplarindan olan, Esteraz (EST) ve Glutatyon-S-
Transferaz (GST) enzim gruplarinin seviyeleri denemeye alinan popiilasyonlar igin
belirlenmistir. Biitiin popiilasyonlarin protein miktarlarnin tayini bovine serum albumin

(BSA) kullanilarak Bradford (1976) metodu ile hesaplanmustir.

4.2.1 Alfa Naftol standart egrisinin c¢izilmesi

Calismada elde edilen veriler ile elde edilen Alfa Naftol Standart Egrisi asagida
verilmistir. EST hesaplamalarinin yapilabilmesi icin Oncelikle alfa naftol standart
egrisinden elde edilen veriler kullanilarak ekstinsiyon katsayisi (0.0361) hesaplanmistir

(Sekil 4.5).

y =0,0361x + 0,992

2,5 R?=0,9616
2
1,5
1
0,5
0
0 10 20 30 40 50 60

Sekil 4.5 Alfa naftol standart egrisi

4.2.2 Esteraz (EST) aktivitesinin belirlenmesi

Esteraz (EST) enzim aktivitesinin belirlenmesi igin, Wang vd. (2009) tarafindan

kullanilan yontem modifiye edilerek kullanilmigtir.
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Cizelge 4.5 Testlenen Aphis gossypii popiilasyonlarina ait Esteraz enzim aktiviteleri

EST Miktan EST Oram
Popiilasyon Protein Miktar1 (mg/ml) (pmol naphtol/min/mg
Eroteinz

Babahaki 0.31800=0.029687 bc 8.5602+1.92345 cd 1.873
Sekeroren 0.3133+0.034353 bc 8.6048+1.07639 cd 1.883
Yukarikilictasi 0.33600+0.015620 bc 9.1604+0.69933 cd 2.004
Altintoprak 0.25967+0.020210 cd 9.5527+0.49755 cd 2.090
Camlica 0.32367+0.038168 bc 17.0531+2.26362 ab 3.731
Develi 0.19500+0.020421 d 10.6161+0.74563 ¢ 2.323
Catalhurma 0.26633+0.005925 cd 17.7881+1.52099 a 3.892
Yarimsu 0.29333+0.026034 bcd 11.1548+0.76964 bc 2.441
Yazihkavak 0.39833+0.010269 b 9.0681+1.42639 cd 1.984

Standart Hassas 0.56867+0.006741 a 4.5695+0.34899 d 1

Esteraz (EST) enzim aktivitesinin incelenmesi amaciyla yiiriitiilen ¢alismada elde edilen
veriler arasinda P<0,05 seviyesinde fark oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5). EST
hesaplamalarinin yapilabilmesi i¢in 6ncelikle Alfa Naftol Standart Egrisinden elde edilen
veriler kullanilarak absorpsiyon katsayist hesaplanmigtir. Test edilen arazi
poplilasyonlarinda en diisik EST enzim aktivitesi Standart Hassas popiilasyonunda
(4.5695 pmol naphtol/min/mg protein) goriiliirken en yiiksek EST enzim aktivitesi ise
Catalhurma popiilassyonunda (17.7881 pmol naphtol/min/mg protein) tespit edilmistir.
Bunu sirasyla Camlica (17.0531 pmol naphtol/min/mg protein), Yarimsu (11.1548 pmol
naphtol/min/mg protein), Develi (10.6161 umol naphtol/min/mg protein), Altintoprak
(9.5527 pumol naphtol/min/mg protein), Yukarikiligtasi (9.1604 pumol naphtol/min/mg
protein), Yazilikavak (9.0681 umol naphtol/min/mg protein), Babahaki (8.5602 pumol
naphtol/min/mg protein) ve Sekeréren (8.6048 pmol naphtol/min/mg protein)

popiilasyonlar1 takip etmistir.
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Esteraz Aktivitesi

Protein Miktar1 (mg/ml) EST Miktar1 (wmol naphtol/min/mg protein) EST Orani

Sekil 4.6 Testlenen Aphis gossypii popiilasyonlarina ait Esteraz enzim aktiviteleri

Esteraz enzim aktivitelerinin daha kolay degerlendirilebilmesi i¢in elde edilen EST

aktivitesi ve protein miktarlar1 Sekil 4.6’da grafik iizerinde verilmistir.

4.2.3 Glutatyon-S-Transferaz (GST) aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon-S-Transferaz (GST) aktivitesinin belirlenmesi i¢in, Nauen ve Stumpf (2002)
tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Elde edilen veriler agagida

verilmistir.

Cizelge 4.6 Testlenen Aphis gossypii popiilasyonlarina ait Glutatyon-S-Transferaz
enzim aktiviteleri

Popiilasyon Protein Miktar1 (mg/ml) G?;{?E/Ilgrt:;:i g]l;nn:()l l;(())ilgiunge GST Oram
Babahaki 0.31800=0.029687 bc 3.5207+0.35626 b 1.961
Sekerdren 0.3133+0.034353 bc 3.4753+0.38410 b 1.935

Yukarikiligtasi 0.33600+0.015620 bc 2.6704+0.14027 bc 1.487
Altintoprak 0.25967+0.020210 cd 4.8126+0.38370 a 2.680
Camlica 0.32367+0.038168 bc 2.8302+0.16423 bc 1.576
Develi 0.19500+0.020421 d 5.5052+0.11057 a 3.066

Catalhurma 0.26633+0.005925 cd 5.01534+0.14165 a 2.793
Yarimsu 0.29333+0.026034 bcd 3.5721+0.31572 b 1.989

Yazilikavak 0.39833+0.010269 b 3.1587+0.10595 b 1.756

Standart Hassas 0.56867+0.006741 a 1.7952+0.02167 ¢ 1
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Glutatyon-S-Transferaz enzim aktivitesinin belirlendigi ¢alismada popiilasyonlar
arasinda P<0,05 seyisinde farkliliklar belirlenmistir (Cizelge 4.6). En diisitk GST enzim
aktivitesi Standart Hassas popiilasyonunda (1.7952 pmol konjuge glutatyon/min/mg
protein) goriiliirken en yiiksek GST aktivitesi Develi popiilasyonunda (5.5052 pmol
konjuge glutatyon/min/mg protein) tespit edilmistir. Testlenen diger popiilasyonlarda
degisen miktarlarda GST enzim aktivitesi oldugu belirlenmistir. GST aktivitesi
bakimindan popiilasyonlar sirasyla; Catalhurma (5.0153 pmol konjuge glutatyon/min/mg
protein), Altintoprak (4.8126 umol konjuge glutatyon/min/mg protein), Yarimsu (3.5721
umol konjuge glutatyon/min/mg protein), Babahaki (3.5207 pmol konjuge
glutatyon/min/mg protein), Sekerdren (3.4753 pmol konjuge glutatyon/min/mg protein),
Yazilikavak (3.1587 pumol konjuge glutatyon/min/mg protein), Camlica (2.8302 pmol
konjuge glutatyon/min/mg protein), Kiligtasi (2.6704 umol konjuge glutatyon/min/mg

protein) seklinde siralanmustir.

Glutatyon-S-Transferaz Aktivitesi
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® Protein Miktari (mg/ml) GST Miktart (umol konjuge glutatyon/min/mg protein) GST Oran

Sekil 4.7 Testlenen Aphis gossypii popiilasyonlarina ait Glutatyon-S-Transferaz enzim
aktiviteleri

Glutatyon-S-Transferaz enzim aktivitelerinin daha kolay degerlendirilebilmesi i¢in elde

edilen EST aktivitesi ve protein miktarlar1 Sekil 4.7°de grafik iizerinde verilmistir.
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4.2.4 Bradford metoduyla toplam protein miktarimin belirlenmesi

Toplam protein miktarinin tayini i¢in kullanilan Bradford (1976) yontemi ile elde edilen

veriler asagida sunulmustur (Sekil 4.8).

1,8
y =0,1246x - 0,0566

1,6 R? = 0,9822
°
1,4 :

1,2
0,8 o e
0,6

0,4

0,2 .'
Sekil 4.8 Bovine serum albiimin standart egrisi
4.3 Korelasyon Analizi
Calismada elde edilen bioassay ve biyokimyasal analiz sonuglarina korelasyon analizi

uygulanmgtir. Elde edilen korelasyon analizi sonuglar1 Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’de

verilmistir.
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Cizelge 4.7 Korelasyon analizi sonuglari

g . . . EST | GST
Acetamiprid | Imidacloprid | Thiamethoxam Oram | Oram
Pearson 1 0.266 0.526 -0.498 | -0.096
L Korelasyonu
Acetamiprid 5 2
nem 0.490 0.146 0.172 | 0.806
Kuyruklu)
Pearson 0.266 1 0.459 -0.203 | -0.072
. . Korelasyonu
Imidacloprid 3 2
nem 0.490 0.214 0.600 | 0.854
Kuyruklu)
Pearson 0.526 0.459 1 -0.063 | -0.003
. Korelasyonu
Thiamethoxam 3 2
nem ( 0.146 0.214 0.871 | 0.993
Kuyruklu)
Pearson -0.498 -0.203 -0.063 1 0.168
Korelasyonu
EST Oram 6} @
nem 0.172 0.600 0.871 0.665
Kuyruklu)
Ko'jif‘gognu -0.096 -0.072 -0.003 0.168 1
GST Oram 5 y(2
HE 0.806 0.854 0.993 0.665
Kuyruklu)

Cizelge 4.8 Korelasyon analizi 6zet tablosu

_ Imidacloprid | Thiamethoxam | EST Oram | GST Oram
1

Acetamiprid
Imidacloprid 0.266 1
Thiamethoxam 0.526 0.459 1
EST Oram -0.498 -0.203 -0.063 1
GST Oram -0.096 -0.072 -0.003 0.168 1

Acetamiprid, Imidacloprid ve Thiamethoxam aktif maddeleri arasinda pozitif yonde
korelasyon mevcuttur. Aktif maddeler i¢in bioassay sonuglari degerlendirildiginde;
Acetamiprid ile Imidacloprid arasinda 0.266, Acetamiprid ile Thiamethoxam arasinda
0.526 ve Imidacloprid ile Thiamethoxam arasinda 0.459°lik pozitif yonlii korelasyon
tespit edilmistir. Esteraz ve Glutatyon-S-Transferaz oranlari arasinda 0.168’lik pozitif
yonde korelasyon mevcuttur. Aktif maddeler (Acetamiprid, Imidacloprid ve
Thiamethoxam) ile detoksifikasyon enzimleri (Esteraz ve Glutatyon-S-Transferaz)
arasinda negatif yonde korelasyon mevcuttur. Ancak tiim faktorler arasindaki korelasyon

istatistiki olarak dnemsiz olarak belirlenmistir (P>0.05).
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4.4 Molekiiler Yontemler

Calismada A. gossypii’nin nikotinik asetilkolin reseptorii geninin amplifikasyonu ile ilgili
gen bolgesindeki mutasyonlart Sanger dizileme metodu ile belilenmistir. Nikotinik
asetilkolin reseptorii geninde daha Once saptanmis olan V621 ve R81T mutasyonu

taramasi gerceklestirilmigtir.

4.4.1 Total RNA izolasyonu

Aphis gossypii bireylerinde RNA izolasyonu, Thermo Scientific RNA Purification Kiti
kullanilarak yapilmistir. RNA izolasyonu calismalarinda elde edilen jel elektroforez

goriintiisii asagida verilmistir (Sekil 4.9).

—_—

Sekil 4.9 RNA izolasyonuna ait jel goriintiisiic M=Marker (100 bp), H= Standart
Hassas, D= Develi, A= Altintoprak, C= Camlica, K= Yukarikilictasi, S=
Sekeroren, B= Babahaki, CH=Catalhurma, Y= Yarimsu, YK=
Yazilikavak
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4.4.2 Nikotinik Asetilkolin reseptorlerinin D-loop Bélgesindeki 7 Alt iinitesi PCR

yontemiyle cogaltiimasi

Sentezlenen cDNA’nin nikotinik asetilkolin reseptorlerinin D-loop bolgesindeki 1 alt
tinitesi (NAChR) PCR yontemiyle g¢ogaltilmasi sonucu elde edilen sonuglara ait jel
goriintiisii asagida verilmistir (Sekil 4.10). Elde edilen PCR fiiriinii yaklasik olarak 650
bp’dir.

1000 bp

500 bp

100 bp

Sekil 4.10 Nikotinik Asetilkolin Reseptorlerinin D-loop Bolgesindeki 7 Alt
Unitesi PCR Yoéntemiyle Cogaltilmasi. M=Marker (100 bp),
H=Standart Hassas, D=Develi, A=Altintoprak, C=Camlica,
K=Yukarikiligtasi, S=Sekeréren, B=Babahaki, CH=Catalhurma,
Y=Yarimsu, YK=Yazilikavak
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4.4.3 Dizi analizi sonuclari

Hassas ve arazi popiilasyonlarindan elde edilen cDNA ve neonikotinoidli insektisitlerin
hedef bolgesi olan Nikotinik asetilkolin reseptorii S/ alt {initesinde elde edilmis sekans

verileri sonucunda V621 ve R81T mutasyonlari tespit edilememistir. Sekans sonuglari

Sekil 4.11°deki gibidir.

5 15 35 a5 55 62 g5 75

Aphis_gossypii_IM_H[AF527785.1] MNTPVGLLMA VFFVCSQFIR GCWCSEDEKR LVRDLFRGYT KLIRPVQNMT EKVNVQFGLA HVDLINVNEK SQIMKSNVWL |RlVWRDYQLQ
Aphis_gossypii_IM_D[JQ627836.1] MNTPVGLLMA VFFVCSQFIR GCWCSEDEER LVRDLFRGYN KLIRPVQNMT EKVNVQFGLA HVDLINVNEK SQIMKSNVWL [T} VWRDYQLQ
Aphis_glycines [IN681174.1] MNTPVGLLMA VFFVCSQFIR GCHCSEDEKR LVRDLFRGYT KLIRPVQNMT EKVNVQFGLA HVRLINVNEK SQIMKSNVML [R|VWRDYQLQ
Hassas Populasyonu MNTPVGLLMA VFFVCSQFIR GCHCSEDEKR LVRDLFRGYN KLIRPVQNMT EKVNVQFGLA RVRLINVNEK SQIMKSNVML [RfVWRDYQLQ
Develi Populasyonu MNTPVGLLMA VFFVCSQFIR GCWCSEDEKR LVRDLFRGYN KLIRPVQNMT EKVNVQFGLA HVRLINVNEK SQIMKSNVML [R|VWRDYQLQ
Altintoprak Populasyonu MNTPVGLLMA VFFVCSQFIR GCWCSEDEKR LVRDLFRGYN KLIRPVQNMT EKVNVQFGLA HVRLINVNEK SQIMKSNVML [RfVWRDYQLQ
Camlica_Populasyonu MNTPVGLLMA VFFVCSQFIR GCWCSEDEKR LVRDLFRGYN KLIRPVQNMT EKVNVQFGLA HVDLINVNEK SQIMKSNVWL |RLVWRDYQLQ
Kuligtag: Populasyonu MNTPVGLLMA VFFVCSQFIR GCWCSEDEKR LVRDLFRGYN KLIRPVQNMT EKVNVQFGLA HVRLINVNEK SQIMKSNVWL |RLVWRDYQLQ
Sekerdren_Populasyonu MNTPVGLLMA VFFVCSQFIR GCWCSEDEKR LVRDLFRGYN KLIRPVQNMT EKVNVQFGLA HVDLINVNEK SQIMKSNVWL |RLVWRDYQLQ
Babahaki_Populasyonu MNTPVGLLMA VFFVCSQFIR GCWCSEDEKR LVRDLFRGYN KLIRPVQNMT EKVNVQFGLA HVDLINVNEK SQIMKSNVWL |RLVWRDYQLQ
Catalhurma_Populasyonu MNTPVGLLMA VFFVCSQFIR GCWCSEDEKR LVRDLFRGYN KLIRPVQNMT EKVNVQFGLA HVDLINVNEK SQIMKSNVWL |REVWRDYQLQ
Yarimsu_Populasyonu MNTPVGLLMA VFFVCSQFIR GCHCSEDEKR LVRDLFRGYN KLIRPVQNMT EKVNVQFGLA HVDLINVNEK SQIMKSNVML [RiVWRDYQLQ
_ Yazilikavak Populasyonu MNTPVGLLMA VFFVCSQFIR GCWCSEDEKR LVRDLFRGYN KLIRPVQNMT EKVNVQFGLA HVIDLINVNEK SQIMKSNVWL |RLVWRDYQLQ

B B e I e B e B F T B L PR P PR EETRY BTy PPPN |
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Aphis_gossypii_IM_H[AF527785.1]  WDEADYGGIQ VLRLPPDKVW KPDIVLFNNA DGNYEVRYKS NVLIRPNGEL LWIPPAIYQS SCTIDVTYFP FDQQTCIMKF GSWTFNGDQV
Aphis_gossypii_IM_D[JQ627836.1]  WDEADYGGIQ VLRLPPDKVW KPDIVLFNNA DGNYEVRYKS NVLIRPNGEL LWIPPAIYQS SCTIDVTYFP FDQQTCIMKF GSWTFNGDQV
Aphis_glycines [IN681174.1] WDEADYGGIQ VLRLPPDKVW KPDIVLFNNA DGNYEVRYKS NVLIRPNGEL LWIPPAIYQS SCTIDVTYFP FDQQTCIMKF GSWTFNGDQV
Hassas Populasyonu WDEADYGGIQ VLRLPPDKVW KPDIVLFNNA DGNYEVRYKS NVLIRPNGEL LWIPPAIYQS SCTIDVTYFP FDQQTCIMKF GSWTFNGDQV
Develi Populasyonu WDEADYGGIQ VLRLPPDKVW KPDIVLFNNA DGNYEVRYKS NVLIRPNGEL LWIPPAIYQS SCTIDVTYFP FDQQTCIMKF GSWTFNGDQV
Altintoprak Populasyonu WDEADYGGIQ VLRLPPDKVW KPDIVLFNNA DGNYEVRYKS NVLIRPNGEL LWIPPAIYQS SCTIDVTYFP FDQQTCIMKF GSWTFNGDQV
Camlica_Populasyonu WDEADYGGIQ VLRLPPDKVW KPDIVLFNNA DGNYEVRYKS NVLIRPNGEL LWIPPAIYQS SCTIDVTYFP FDQQTCIMKF GSWTFNGDQV
Kiligtas: Populasyonu WDEADYGGIQ VLRLPPDKVW KPDIVLFNNA DGNYEVRYKS NVLIRPNGEL LWIPPAIYQS SCTIDVTYFP FDQQTCIMKF GSWTFNGDQV
Sekerdren_Populasyonu WDEADYGGIQ VLRLPPDKVW KPDIVLFNNA DGNYEVRYKS NVLIRPNGEL LWIPPAIYQS SCTIDVTYFP FDQQTCIMKF GSWTFNGDQV
Babahaki_Populasyonu WDEADYGGIQ VLRLPPDKVW KPDIVLFNNA DGNYEVRYKS NVLIRPNGEL LWIPPATYQS SCTIDVTYFP FDQQTCIMKF GSWTFNGDQV
Catalhurma_Populasyonu WDEADYG?IQ VLRLPPDKVW KPDIVLFNNA DGNYEVRYKS NVLIRPNGEL LWIPPAIYQS SCTIDVTYFP FDQQTCIMKF GSWTFNGDQV
Yarimsu_Populasyonu WDEADYG?IQ VLRLPPDKVW KPDIVLFNNA DGNYEVRYKS NVLIRPNGEL LWIPPAIYQS SCTIDVTYFP FDQQTCIMKF GSWTFNGDQV
Yazilikavak_Populasyonu WDEADYGGIQ VLRLPPDKVW KPDIVLFNNA DGNYEVRYKS NVLIRPNGEL LWIPPAIYQS SCTIDVTYFP FDQQTCIMKF 2SWTFNGDQV
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Aphis_gossypii_IM_H[AF527785.1] g z| yNDKQF VDLSDYWKSG TWDIIEVPAY LNVYQESPTQ TDITFYIVIR RKTLFYTVNL ILPTVLISFL CVLVFYL
Aphis_gossypii_IM_D[JQ627836.1] 5| ol YNDKQF VDLSDYWKSG TWOIIEVPAY LNVYQESPTQ TDITFYIVIR RKTLFYTVNL ILPTVLISFL CVLVFYL
Aphis_glycines [IN681174.1] SLALYNDKQF VDLSDYWKSG TWDIIEVPAY LNVYQESPTQ TDITFYIVIR RKTLEYTVNL TLPTVLISFL CVLVFYL
Hassas Populasyonu SLALYNDKQF VDLSDYWKSG TWDIIEVPAY LNVYLESPTQ TDITFYIVIR RKTLFYTVNL ILPTVLISFL CVLVFYL
Develi Populasyonu SLALYNDKQF VDLSDYWKSG TWDIIEVPAY LNVYQESPTQ TDITFYIVIR RKTLFYTVNL ILPTVLISFL CVLVFYL
Altintoprak Populasyonu SLALYNDKQF VDLSDYWKSG TWDIIEVPAY LNVYQESPTQ TDITFYIVIR RKTLFYTVNL ILPTVLISFL CVLVFYL
Camlica_Populasyonu SLALYNDKQF VDLSDYWKSG TWDIIEVPAY LNVYQESPTQ TDITFYIVIR RKTLFYTVNL ILPTVLISFL CVLVFYL
Kiligtag: Populasyonu SLALYNDKQF VDLSDYWKSG TWDIIEVPAY LNVYQESPTQ TDITFYIVIR RKTLFYTVNL ILPTVLISFL CVLVFYL
$ekerdren_Populasyonu SLALYNDKQF VDLSDYWKSG TWDIIEVPAY LNVYQESPTQ TOITFYIVIR RKTLFYTWNL ILPTVLISFL CVLVFYL
Babahaki_Populasyonu SLALYNDKQF VDLSDYWKSG TWDITEVPAY LNVYQESPTQ TDITFYIVIR RKTLFYTVNL ILPTVLISFL CVLVFYL
Gatalhurma_Populasyonu SLALYNDKQF VDLSDYWKSG TWDITEVPAY LNVYQESPTQ TDITFYIVIR RKTLFY?VNL ILPTVLISFL CVLVFYL
Yarimsu_Populasyonu SLALYNDKQF VDLSDYWKSG TWDIIEVPAY LNVYQESPTQ TDITFYIVIR RKTLFYTVNL ILPTVLISFL CVLVFYL
Yazilikavak_Populasyonu SLALYNDKQF VDLSDYWKSG TWDIIEVPAY LNVYQESPTQ TDITFYIVIR RKTLFYTVNL ILPPVLISFL CVLVFYL

Sekil 4.11 Nikotinik asetilkolin reseptorii B1 alt linitesine ait dizi analizinden elde edilen veriler

Dizi analizi sonucunda Nikotinik asetilkolin reseptorii S/ alt linitesinde V621 ve R81T

mutasyonart ile ilgili herhangi bir bulgu tespit edilmemistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada iilkemiz pamuk iiretim alanlarinin yaklasik olarak % 55’ini temsil eden
Sanliurfa Diyarbakir ve Mardin illeri pamuk ekilis alanlarinda bulunan A. gossypii’nin
Neonikotinoid grubu insektisitlere karsi direng durumu bioassay, biyokimyasal ve

molekiiler yontemlerle ortaya konmaya calisilmistir.

Acetamiprid aktif maddesi ile yiiriitiilen bioassay ¢alismalarindan elde edilen LCso
degerleri, LCoo degerleri ile giliven araliklari incelendiginde, popiilasyonlarin kendi
icerisinde homojen bir yapidan ziyade heterojen bir yapiya sahip olduklari kanaatine
varilmigtir. Bu durum popiilasyonlarin hem direngli hemde hassas bireyler igerdigi
seklinde yorumlanabilir. Genel olarak hedef popiilasyonlarda hassas bireylerin bulunmasi
diren¢ yonetimi bakimindan istenen ve diren¢ yOnetiminin basarist bakimindan iimit
vadeden bir durumu ifade eder. Ayrica Acetamiprid aktif maddesi igin dekara 50 litre
ilaglama normuna gore, arazi dozu 200 ppm olarak bulunmustur. Testlenen
poplilasyonlarin LCgo degerleri incelendiginde popiilasyonlarin Acetamiprid aktif

maddesinin uygulama dozuna kars1 genel olarak hassas oldugu sonucuna varilmigtir.

Acetamiprid aktif maddesi ile yliriitiillen ¢aligmalarda arazi popiilasyonlarinin 5.910-
21.550 ppm arasinda degisen LCsp degerleri ile 22.64-82.57 kat arasinda degisen direng
oranlart elde edilmistir. Ulusoy vd. (2018), Adana ili pamuk ekilis alanlarindaki A.
gossypii ile yiiriittiikleri benzer ¢alismada Acetamiprid’e direng durumu ile ilgili olarak
testlenen popiilasyonlarin 1.923-13.580 ppm arasinda degisen LCso degerleri oldugunu
tespit etmistir. Calismada testlenen popiilasyonlar i¢in 1.542-10.890 arasinda degisen
direng oranlar1 belirlenmistir. Ozdemir ve Durmusoglu (2013), Aydin (Soke) ilinde
yiiriitiilen bir ¢alismada 5 farkli popiilasyonun Acetamiprid aktif maddesine direng
durumu incelemistir. Caligmada 0.021-0.048 ppm arasinda degisen LCso degerleri tespit
edilmis ve direng oranlarmin 123.53-282.35 kat arasinda degistigi tespit edilmistir.
Matsuura ve Nakamura (2014), Japonya’da yiiriittiikleri ¢alismada hassas ve direncli
poplilasyonlarin acetamiprid aktif maddesi i¢in LCso degerlerini sirasiyla 0.026 ppm ve
26.93 ppm olarak belirlemis, direng oranini ise 104 kat olarak hesaplamistir. Daha 6nceki

caligmalar ile yapilan caligma arasinda hem LCso degerleri hemde direng¢ oranlari
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bakimindan farkliliklar bulunmakta olup s6z konusu farkliliklarin 6renklerin toplandigi
lokasyon, iireticilerin tercihleri ve wuygulama sekillerinden kaynaklanabilecegi

distintiilmektedir.

Imidacloprid aktif maddesi ile yiiriitiilen ¢alismalarda arazi popiilasyonlarinin 11.336-
32.449 ppm arasinda degisen LCso degerleri ile 23.52-67.32 kat arasinda degisen direng
oranlar1 elde edilmistir. Ulusoy vd. (2018), Adana ili pamuk ekilis alanlarindaki A.
gossypii ile yiiriitillen bir ¢alismada Imidacloprid’e diren¢ durumu ile ilgili olarak
testlenen popiilasyonlarin 4.698-17.764 ppm arasinda degisen LCso degerleri oldugunu
tespit etmistir. Yiritiilen ¢aligmada direng oranlarinin ise 54.627-206.558 kat arasinda
degistigi belirlenmistir. Caligmada popiilasyonlarin énemli bolimiiniin homojen yapida
oldugu ve yiiksek diren¢ oranmna sahip popiilasyonlarin miicadelesinde aktifin
kullaniminin devam ettirilmesi durumunda ileride Imidacloprid’ten etkilenmeyebilecegi
sonucuna varilmistir. Ozdemir ve Durmusoglu (2013), Aydin (Séke) ilinde yiiriitiilen bir
calisgmada 4 farkli popiilasyonun Imidacloprid aktif maddesine diren¢ durumu
incelemistir. Arastirmacilar ¢alisgmada 0.150-0.176 ppm arasinda degisen LCso degerleri
tespit edildigi ve direng oranlarmin 1153.85-1353.85 kat arasinda degistigini ortaya
cikarmigtir. Matsuura ve Nakamura (2014), Japonya’da yiiriittiikleri ¢aligmada hassas ve
direngli popiilasyonlarin Imidacloprid aktif maddesi i¢in LCsp degerlerini sirasiyla 0.31
ppm ve 78.35 ppm olarak belirlemistir. Direng oranini ise 253 kat olarak hesaplamistir.
Daha onceki calismalar ile yapilan ¢aligma arasinda hem LCsp degerleri hemde direng
oranlar1 bakimindan farkliliklar bulunmakta olup, s6z konusu farkliliklarin ¢alisma yillar
ve calisma alanlarinin farkli olmasi, iireticilerin tercihleri ve uygulama sekillerinden
kaynaklanabilen olagan farkliliklar olabilecegi degerlendirilmistir. Ayrica Imidacloprid
aktif maddesi igin dekara 50 litre ilaglama normuna gore, arazi dozu 700 ppm olarak
bulunmustur. Testlenen popiilasyonlarin LCoo degerleri incelendiginde popiilasyonlarin
Imidacloprid aktif maddesinin uygulama dozuna karsi hassas oldugu sonucuna

varilmistir.

Imidacloprid aktif maddesi ile yiiriitillen Bioassay ¢alismalarindan elde edilen LCso
degerleri, LCoo degerleri ile giliven araliklari incelendiginde, popiilasyonlarin kendi

icerisinde heterojen bir yapiya sahip olduklar1 kanaatine varilmistir. Bu durum
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poplilasyonlarin hem direncli hemde hassas bireyler icerdigi seklinde yorumlanabilir.
Genel olarak hedef popiilasyonlarda hassas bireylerin bulunmasi farkli direng yonetimi
stratejilerinin kullanilarak popiilasyonda direncin homozigot hale gelmesini onlemek

bakimindan 6nemlidir.

Thiamethoxam aktif maddesi ile yiiriitiilen ¢aligmalarda arazi popitilasyonlarinin 4.522-
87.251 ppm arasinda degisen LCso degerleri ile 1.08-20.84 kat arasinda degisen direng
oranlar1 elde edilmistir. Ulusoy vd. (2018), Adana ili pamuk ekilis alanlarindaki A.
gossypii ile yiiriitiilen bir ¢alismada Thiamethoxam’a diren¢ durumu ile ilgili olarak
testlenen popiilasyonlarin 5.465-85.11 ppm arasinda degisen LCso degerleri oldugunu
belirlemistir. Arastirmacilar direng oranlarinin ise 4.22-65.723 kat arasinda degistigini
tespit etmistir. Calismada incelenen popiilasyonlarin direnglilik bakimindan genel olarak
homojen olma egiliminde oldugu sonucuna varilmistir (Ulusoy vd. 2018). S6z konusu
calismada elde edilen sonuglar ile bu calismada elde edilen sonuglar arasinda LCsg
degerleri ve diren¢ oranlart bakimindan benzerlikler bulunmaktadir. Matsuura ve
Nakamura (2014), Japonya’da yiiriittiikleri ¢calismada hassas ve direngli popiilasyonlarin
thiamethoxam aktif maddesi i¢in LCso degerlerini sirastyla 0.37 ppm ve 91.00 ppm olarak

belirlemis, direng oranini ise 246 kat olarak hesaplanmustir.

Thiamethoxam aktif maddesi ile yiiriitiilen bioassay ¢alismalarindan elde edilen LCso
degerleri, LCoo degerleri ile giiven araliklari incelendiginde, popiilasyonlarin kendi
icerisinde homojen bir yapidan ziyade heterojen bir yapiya sahip olduklar1 kanaatine
vartlmistir. Bu durum popiilasyonlarin hem dayanikli hem de hassas bireyler igerdigi
seklinde yorumlanabilir. Genel olarak hedef popiilasyonlarda hassas bireylerin bulunmasi
direng yonetimi bakimindan istenen ve diren¢ yonetiminin basarisi bakimindan iimit
vadeden bir durumu ifade etmektedir. Ayrica Thiamethoxam aktif maddesi i¢in dekara
50 litre ilaglama normuna gore, arazi dozu 400 ppm olarak tespit edilmistir. Arazi
popiilasyonlarinin ~ sahip oldugu LCgo degerleri ve hesaplanan arazi dozu
karsilastirildiginda; Babahaki, Sekerdéren, Yarimsu ve Yazilikavak popiilasyonlari
disindaki popiilasyonlarin  Thiamethoxam aktif maddesine hassas olduklart ve

Thiamethoxam aktif maddesi ile basarili sekilde kontrol edilebilecegi goriilmektedir.
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Babahaki, Sekeroren, Yarimsu ve Yazilikavak popiilasyonlar: ise oldukc¢a diisiik diizey

hassassiyet kaybina ugramis popiilasyonlar olarak siniflandirilabilir.

Thiamethoxam aktif maddesi i¢in yapilan bioassay calismasindan elde edilen LCsp
degerleri treticilerden alinan bilgiler karsilastirildiginda onceki donemlerde yapilan
miicadele ¢aligmalarinda kullanilan aktif maddelerin direng diizeyleri {izerinde oldukga
etkili olduklar1 goriilmektedir. Ozellikle Yukarikiligtas: popiilasyonu érnekleme alaninda
iireticilerin daha 6nce hi¢ Thiamethoxam aktif maddesini kullanmamis olmalar1 ve elde
edilen LCso degerleri bu goriisiin temel dayanak noktalarindandir. Zira s6z konusu

popiilasyon hassasiyet bakimindan neredeyse Standart Hassas popiilasyon diizeyindedir.

Bioassay calismalarindan elde edilen veriler incelendiginde popiilasyonlarin aktif
maddelere farkli reaksiyonlar gosterdigi ve degisen diren¢ oranlarina sahip olduklari
belirlenmistir. Ozellikle Yarimsu, Yazilikavak, Develi ve Babahaki popiilasyonlarinin
testlenen her ii¢ aktif maddeye karsi direngte iist siralarda yer aldigi belirlenmistir.
Altintoprak, Camlica, Develi, Catalhurma, Yarimsu ve Yazilikavak popiilasyonlar1 her
ne kadar Acetamiprid ve Imidacloprid aktif maddelerine karsi farkli LCso degerlerine
sahip olsalar da her iki aktife karsi paralellik gosteren direng oranlarina sahip olarak
belirlenmistir. Yapilan korelasyon analizi sonucunda testlenen her ii¢ aktif madde
arasinda pozitif yonlii korelasyon tespit edilmistir. Ancak s6z konusu korelasyonlar hem
rakamsal olarak kii¢iik hem de istatistiki agidan 6nemsiz bulunmustur. Bu durum
aktiflerin caligma alaninda yogun olarak kullanimlarindan kaynaklandigi seklinde
yorumlanabilecegi gibi aktif maddeler arasinda baslangic seviyesinde ¢apraz
dayanikliligin isareti olarak degerlendirilebilir. Bu nedenle c¢alisma alaninda A.
gossypii’nin direng durumunun diizenli olarak kontrol edilmesinin faydali olacagi

diistiniilmektedir.

Elde edilen LCso degerleri ve direng oranlar1 arasindaki farkliliklar degerlendirildiginde
calisma alanimizdaki f{ireticilerin iiretim model ve aliskanliklarinin etkisi agikc¢a
goriilmektedir. Genel olarak pamuk iireticileri bulunduklar1 bolge kosullarina gore

degisen miicadele yollar1 kullanmaktadir. Calisma alanimiz olan Sanliurfa, Mardin ve
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Diyarbakir illerinde Acetamiprid ve Imidacloprid aktif maddeleri yogun olarak
kullanilmaktadir. A. gossypii’nin popiilasyonlarinin 6érneklendigi alanlar uzun yillardan
beri yogun ve c¢ogunlukla arka arkaya pamuk iiretiminin yapildigi alanlar oldugu,
ornekleme sirasinda iireticiler ile birebir yapilan goriismeler sonucu tespit edilmistir.
Pestisit kullanim aligkanliklarina dair notlar incelendiginde iireticilerin Acetamiprid aktif
maddesini yogun olarak kullanmakta oldugu anlasilmaktadir. Burada istisnai olan
popiilasyon Altintoprak popiilasyonu olup 6rnekleme alaninda uzun yillardan beri pamuk
tarimi yapilmasina karsin LCso degerlerinin orta diizeyde oldugu goriilmektedir. Bu
durumun s6z konusu alanda iiretim yapan iireticinin, bilingli bir iiretici olmas1 ve entegre
miicadele kurallarmna azami O6zen gostererek iiretim yapmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Ornekleme zamanlarinda alinan iiretici notlar1 her ii¢ aktif maddeye kars1 direncte istisnai
durum gosteren Sekeréren ve Yukarikiligtast popiilasyonlarinin - durumunu
aciklamaktadir. Her iki popiilasyonun orneklemeden yaklasik olarak 20 giin once
ilaclandigim1 (Sekerdren Yesilkurt ilaglamasi yapilirken Acetamiprid aktif maddesi
ilaglama tankina uygulama dozunun oldukg¢a tizerinde bir dozda eklenmis, Yukarikiligtasi
popiilasyonunda ise tiitiin tripsine karsi Imidacloprid+Beta-cyfluthrin karigimiyla
ilaglandig1 belirlenmistir. Direng oranlar1 bakimindan farklilik oldugu belirlenmis olup,
bu farkliligin aktif maddenin tiretim alanlarinda kullanim siklig1 ve aligkanligr ile ilgili
oldugu kanaatine varilmistir. Zira Thiamethoxam aktif maddesi maliyet bakimindan
Acetamiprid ve Imidacloprid’e kargi dezavantaja sahip olmasi sebebiyle daha az
kullanilmis olmasi direng oranlarindaki durumu agiklamaktadir. Matsuura ve Nakamura
(2014), yirittikleri ¢alismada yiiksek LCso ve direng oranina sahip popiilasyonlarin
ornekleme tarihinden kisa bir siire ilaglanan alanlardan elde edilen popiilasyonlar

oldugunu tespit etmistir.

Biyokimyasal ¢alismalar kapsaminda Toplam Esteraz (EST) ve Glutatyon-S-Transferaz
enzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak incelenmistir. Biyokimyasal analizlerde
Standart Hassas popiilasyon en diisiik EST ve GST enzim aktivitesine sahip popiilasyon

olarak belirlenmistir.
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EST’nin bagli oldugu CarkE ailesi olduk¢a genis ¢aligma alanina sahip bir enzim grubudur
(Oakeshott vd. 2010). Bu grup Ester baglarimi hidrolize etmek igin su kullanir ve
metabolit olarak bir asit ile bir alkol tiretmektedir (Testa ve Kramer 2007). Giiniimiizde
kullanilan pek ¢cok konvansiyonel insektisitlerden 6zellikle Organik Fosforlu, Karbamath
ve Sentetik Pyrethroid sinifi insektisitler ester baglar1 icermekte olup, EST aktivitesi ile
hidrolize olma bakimindan oldukga hassastir (Sogorb ve Vilanova 2002, Russell vd.
2011). Pek ¢ok calismada ester gruplarimin hidrolizi insektisitin hedef bolgedeki

etkinliginin azalmasina neden olmaktadir (Sogorb ve Vilanova 2002).

Esteraz enzim aktivitesinin incelendigi analizlerde popiilasyonlar arasinda fark olmakla
beraber analiz edilen 10 popiilasyon i¢in 4 grup olusmustur (P<0,05). En yiiksek Esteraz
aktivitesi Catalhurma (a), Camlica (ab) ve Yarimsu (bc) popiilasyonlarinda bulunurken

en diisiik enzim aktivitesi Standart Hassas (d) popiilasyonda tespit edilmistir.

EST enzim aktivitelerini belirlemek i¢in yiiriitiilen biyokimyasal ¢alismalar sonucunda
arazi popilasyonlarinin EST enzim aktivitelerinin 8.61-17.79 umol naphtol/min/mg

......

belirlenmistir.

Ulusoy vd. (2018), Adana ili pamuk ekilis alanlarinda yedi yerel ve bir hassas A. gossypii
popiilasyonu ile yiirtittiikleri galismada arazi popiilasyonlarinda 2.76-17.85 nmol/dk/mg
protein arasinda degisen EST enzim aktivitesi bildirmistir. Calismada verilen EST
aktiviteleri tizerinden yapilan EST orani hesaplamasina gore ise arazi popiilasyonlarinin
3.12-6.47 kat arasinda degistigi belirlenmistir. S6z konusu ¢alismada elde edilen verilerde
elde edilen EST orani ¢alismamizda elde edilen EST oranlarina gore yliksek bulunmus
olup c¢aligmada kullanilan farkli popiilasyonlar nedeniyle olagan bir sonug¢ olarak

degerlendirilmistir.

Velioglu vd. (2008), Akdeniz Bolgesi pamuk ekilis alanlarinda elde edilen bes A. gossypii
popiilasyonu ve hassas popiilasyon ile yiiriittiikkleri calismada popiilasyonlarin Esteraz

enzim aktiviteleri incelemistir. Calismada kullanilan popiilasyonlarmn 1.89-3.28
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LogmOD/dakika/yaprakbiti arasinda degisen veriler elde edildigi ve hassas
popiilasyonun ‘diisiik Esteraz aktivitesine’ sahip oldugu, arazi popiilasyonlarindan bir
tanesi ‘orta diizey Esteraz aktivitesine’ sahip olarak siniflandirilirken diger popiilasyonlar
‘yiiksek Esteraz enzim aktivitesine’ sahip olarak siniflandirildigi bildirmistir. Yaptigimiz
calismadaki Esteraz aktiviteleri inceldiginde en yiiksek Esteraz aktivitesi Catalhurma (a),
Camlica (ab) ve Yarimsu (bc) popiilasyonlarinda bulunurken en diisiik enzim aktivitesi

Standart Hassas (c) popiilasyonda tespit edilmistir.

Choi vd. (2001), M. persicae ve Aphis craccivora C. L. Koch (Hemiptera: Aphididae)’nin
ozellikle Imidacloprid’e direncinde EST’ nin olduk¢a 6nemli oldugu sonucuna varmistir.
Benzer sekilde Mokbel ve Mohamed (2009), A. craccivora’nin 6zellikle Imidacloprid’e
direncinde EST’nin olduk¢a 6nemli oldugunu belirlemistir. Ancak Seyedebrahimi vd.
(2015), tarafindan A. gossypii ile yiiriitiilen bir ¢alismada Imidacloprid’e direng ile ilgili
olarak EST’nin bir fonksiyonunun olmadigimi tespit etmistir. ESteraz enzim aktivitesi
sonuclart ve bioassay c¢alismasi sonuclar1 birlikte degerlendirildiginde elde edilen
sonuclarin dogrudan Neonikotinoid grubu insektisitlerden kaynaklanmadigi ve alanda
kullanilan diger insektisit gruplarindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Ancak bu

tezin Ozellikle sinerjistler ile test edilerek dogrulanmasi gerekmektedir.

GST’ler detoksifikasyonda 6nemli role sahip enzim ailelerinden biridir (Mannervik ve
Danielson 1988). Yiiksek GST aktivitesine sahip boceklerin Organik Fosforlu, Organik
Klorlu ve Sentetik Pyrethroid sinifi insektisitlere karsi direnglidirler (Ranson ve
Hemingway, 2005; Li vd. 2007). Amrasca bigutulla bigutulla (Ishida) (Hemiptera:
Cicadellidae)’nin Acetamiprid ve Imidacloprid’e direngli popiilasyonlarinda yiiksek GST
aktivitesinin direngle iliskili oldugu belirlenmistir (Kshirsagar vd. 2012). Seyedebrahimi
vd. (2015), Giiney Iran’da yiiriittiikleri ¢alismada Imidacloprid’e direngli ve hassas
popiilasyonlardaki GST enzim aktivitesinin incelenmesi sonucunda GST miktarindaki
artisin Imidacloprid’e direng ile ilgili olmadig1 sonucuna varmislardir. Bu tez kapsaminda
Glutatyon-S-Transferaz enzim aktivitesinin incelendigi analizlerde popiilasyonlar
arasinda fark olmakla beraber, analiz edilen 10 popiilasyon i¢in 3 grup olusmustur
(P<0,05). GST enzim aktivitelerini belirlemek i¢in yiiriitiilen biyokimyasal ¢aligsmalar

sonucunda arazi popiilasyonlarinin GST enzim aktivitelerinin 2.670-5.505 umol konjuge
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PO

glutatyon/min/mg protein arasinda degistigi GST oranlarinin ise 1.487-3.066 kat arasinda

PR

degistigi belirlenmistir.

Ulusoy vd. (2018), Adana ili pamuk ekilis alanlarinda yedi yerel ve bir hassas A. gossypii
popiilasyonu ile yiirtittiikleri ¢alisma sonucunda arazi popiilasyonlarinda 42.87-142.23
nmol/dk/mg protein arasinda degisen GST enzim aktivitesi tespit edilmistir. Calismada
verilen GST aktiviteleri iizerinden yapilan GST orani hesaplamasina gore ise arazi
popiilasyonlarinin 1.27-3.31 kat arasinda degistigi belirlenmistir. Arastirmacilar GST
enzim aktivitesinin sonuglarinin bioassay calismalar ile tutarli oldugu ancak yiiksek GST
aktivitesinin bliylik olasilik ile bolgede yogun olarak Organik Fosforlu grubu
insektisitlerin kullanilmasindan kaynaklandiginin tahmin edildigi sonucuna varmuistir.
S6z konusu ¢alismada elde edilen verilerde elde edilen GST orani, Giineydogu Anadolu
Bolgesi A. gossypii popiilasyonlarmin incelendigi calismamizda elde edilen GST

oranlarina biiylik oranda benzerlik gostermektedir.

Calisma sonucu elde edilen veriler degerlendirildiginde Esteraz ve Glutatyon-S-
Transferaz arasinda pozitif yonlii ancak diisiik seviyelerde korelasyon oldugu ve bu
korelasyonun istatistiki olarak dnemsiz oldugu belirlenmistir. Detoksifikasyon enzimleri
ve bioassay sonuglari degerlendirildiginde ise aktif maddeler ile EST ve GST enzim
seviyeleri arasinda negatif yonlii bir korelasyon oldugu belirlenmistir. Elde edilen yiiksek
enzim aktivitelerinin birincil olarak alanda kullanilan diger insektisit gruplarindan
kaynaklandigi sonucuna varilmistir. Ancak bu tezin O6zellikle sinerjistler ve alanda
kullanilan diger aktif maddeler ile test edilerek dogrulanmasi miicadele strateji ve
programlar1 agisindan daha dogru olacaktir. Seyedibrahimi vd. (2015) ve Ulusoy vd.
(2018) A. gossypii’nin Neonikotinoid grubu insektisitlere direncinde Sitokrom P450
enzim aktivitesinin etkili oldugunu bildirmislerdir. Sonraki ¢alismalarda Faz I ve Faz II

enzimlerinin de incelenmesi faydali olacaktir.

Aphis gossypii’de Neonikotinoid grubu insektisitlere karsi dirence sebep olan nikotinik
asetilkolin reseptorlerinin B/ alt linitesinde yer alan D-loop bolgesindeki R81T ve V62l

mutasyonu dizi analizi ile taranmig olup araziden elde edilen popiilasyonlarin hi¢ birinde
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R81T ve V62l mutasyonu tespit edilememistir. Toda vd. (2017), yiiriittiikkleri calismada
neonikotinoid grubu insektisitlere kars1 250-500 kat araasinda degisen direng oranlarina
sahip oldugu tespit etmisler ve hedef bélgesinden mutasyon incelemesi yaptiklarinda bazi
popiilasyonlarda R81T mutasyonunun varoldugunu ve direncin ana kaynagiin bu
mutasyon oldugunu bildirmistir. Diger bir ¢alisma ise Chen vd. (2017), Imidacloprid’e
direngli bir A. gossypii popiilasyonunun f alt tinitesinde iki yeni mutasyonun (V621 ile
K264E) Imidacloprid’e dayanikliliktan sorumlu oldugunu bildirimistir. Calismada
kullanilan ve V621 gen bolgesinde mutasyon tespit edilen popiilasyonun Imidacloprid’e
kars1>1215 kat direngli oldugu rapor etmislerdir. Yiiriitiilen bu ¢alismada kullanilan aktif
maddelere karsi degisen oranlarda direng tespit edilmesine karsin s6z konusu direng
oranlar1 yukarida belirtilen oranlara kiyasla oldukg¢a diisiik kalmaktadir. Baska bir
calismada (Pan vd. 2018b) Thiamethoxam kars1 diren¢li oldugu tespit edilen bir A.
gossypii  popiilasyonunun Faz Il enzimlerinden Uridin difosfat (UDP) ve
glikoziltransferazlarim (UGTs) analiz edilmesiyle Thiamethoxam’a karsi direngli
popiilasyonunun yitksek UDP ve UGTSs ekspresyonuna sahip oldugu belirlenmistir. Bu
tez calismasinda R81T ve V621 mutasyonlar: sekans analizi ile taranmis ancak hassas ve
diger popiilasyonlar arasinda bir degisiklik tespit edilmemistir. Elde edilen sonuglara
bakildiginda hedef bolgesinde mutasyon tespit edilmemesi, detoksifikasyon enzimlerinin
neonikotinoid grubu insektisitlere direncli A.gossypi populasyonlarinda 6nemli rol
oynadig1 gostermektedir. Daha sonra yiiriitiilecek ¢aligmalarda farkli gen bolgelerinin,

mutasyonlarin ve gen ifadelerinin incelenmesinin yararli olacag: diigiiniilmektedir.

Aphis gossypii’nin Neonikotinoid grubu insektisitlere karsi diren¢ durumlarimi tespit
etmek amaciyla yiiriitiilen tez calismasi1 sonucunda degisen ve hassas popiilasyona gore
goreceli olarak yiiksek kabul edilebilecek direng oranlari tespit edilmistir. Ancak arazi
dozu ile yapilan karsilastirma sonucunda Neonikotinoid grubu insektisitlere kars1 yiiksek
seviyede direng olmadig belirlenmistir. Caligma alaninda 6zellikle son yillarda artis
egiliminde olan bir insektisit kullanim gdzlemlenmekte olup nikotinik asetilkolin
reseptoOrlerini hedefleyen Neonikotinoid grubu insektisitler 6zellikle emici boceklere
kars1 oldukga yogun ve yiiksek dozlarda kullanilmaktadir. Ozellikle Sanlwrfa ilinde
ilaglama sayis1 ve yiiksek doz kullaniminin olumsuz sonuclar1 ¢alismada elde edilen

veriler ile ortiismekte ve net bir sekilde ortaya konmus durumdadir. Diisiik etkiye sahip
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insektisitlerin basar1 orani diisiik olmakta ve zararliyr baski altina alamamakta ve
ekonomi zarar esigi (EZE) seviyesinin altina indirilemeyen zararli {irlinde kalite ve
kantite kayiplarina devam etmektedir. Basar1 saglanamayan uygulamalar sonrasinda
iireticiler ilaglama sayisi, dozu ve hatta ruhsatli olmayan pestisitlere yonelimi arttirmakta
olup, iiretici igin ek girdiler ortaya ¢ikmakta ve ireticilerin rekabet glicii azalmaktadir.
Tekrarlayan ilaglamalar ayni zamanda hem insan hem de ¢evre sagligi bakimindan biiyiik
riskleri beraberinde getirmektedir. Hatali uygulamalar, tekrarlayan uygulamalar ve
basarisiz uygulamalar miicadele ¢alismalarinin tekrarlanmasina neden oldugundan 6z
itibari ile ekonomik bir girisim olan tarimsal iiretimin girdilerini arttirmakta dolayisiyla
karliligint ve ireticilerin refah seviyelerini azaltmaktadir. Yukarida bahsedilen
nedenlerden dolay1 diren¢ gelisimi, takibi ve yonetimi ¢alismalar1 oldukc¢a 6nemli olup,

devamlilik gerektiren ¢aligsmalardir.

Entegre miicadele; zararli organizmalarin ¢evreleri ile olan etkilesimi ve popiilasyon
dinamiklerini g6z oniinde bulundurarak miicadele yontemlerinin tek tek veya kombine
edilerek kullanilmasi ile zararl popiilasyonlarinin ekonomik zarar esigi altina ¢ekilmesini
hedefleyen bir miicadele programidir. Entegre miicadele tarimsal {iretim agisindan dogru
kullanildiginda oldukca etkili ve sonuglar1 yadsinamaz bir iiretim seklidir. Tarim ve
Orman Bakanligi, Pamuk Entegre Miicadele Teknik Talimati’nda belirtildigi {izere
ciftcilerin egitimi olduk¢a 6nemli olup tarimsal iiretimimiz tizerine katk: ve faydalar goz
ard1 edilemeyecek oOnemli bir konudur. Bu nedenle entegre miicadele ve onun
enstriimanlarindan bir tanesi olan diren¢ yonetimi ile ilgili bilgilerin ¢iftcilerimize

benimsetilmesi gerekmektedir.

Ureticilerin uygun ilaglama normu ile zellikle yapraklarin hem alt hem de iist yiizeyinin
ilacla kaplanmasina olanak saglayan ilaclama alet ve ekipmanlarini kullanmalari
gerekmektedir.

Zararlilar ile miicadelede diren¢ ile ilgili problem yasamamak adina bazi adimlar
atilmalhidir. Direng yonetimi ile ilgili programlar olusturularak gerekli calismalar
yapilmalidir. Diren¢ yonetiminin tek basina basart sansmin diisik oldugu

unutulmamalidir. Yapilacak caligmalar bir [IPM programi igerisinde degerlendirilmelidir.
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Direng gelisiminin 6nlenmesi veya yavaslatilmasi i¢in taktik ve stratejilerin laboratuvar

ve arazi kosullarinda degerlendirilmeleri gerekmektedir. Bu ¢aligmalar;

a) Diren¢ yonetimi ile ilgili hipotezlerin olusturulmasina yardim edecek arazi ve
laboratuvar denemeleri yapilmalidir.

b) Diisiik direng seviyelerinin tespit edilebilmesi i¢in hizli direng tespitine olanak
saglayan uygun ornekleme ve bioassay tekniklerinin gelistirilmesi ve degerlendirilmesi
gerekir.

c) Negatif iliskili capraz diren¢ olusturan kimyasallar tanimlanmali ve bu bilgi
kullanilarak rotasyon ve karisimlar hazirlanmalidir.

d) Zararlh  popiilasyonlarinda  spesifik  insektisitlere  direncin  stabilitesi
degerlendirilmelidir.

e) Insektisitlerin sirali kullanimi ve rotasyonu ile ilgili arazi ¢alismalar1 yapilarak direng
yonetiminde kullanim olanaklar1 arastirilmalidir. Duyarliligin kabul edilebilir sinirlar
icinde tutulmasina olanak saglayan rotasyon programlari diizenlenmelidir.

f) Diren¢ gelisim oranii etkileyen temel genetik, toksikolojik ve ekolojik faktorler
laboratuvar ve arazi kosullarinda degerlendirilmelidir.

g) Geleneksel ve biyoteknolojik metotlar kullanilarak insektisitlere direngli biyolojik
miicadele etmenleri tiretilmeli ve kullanilmalidir.

h) Direncli bireylerin yeni alanlara dagilimi ve hassas bireylerin direngli popiilasyonlari
yeniden istila etmesi gibi durumlarin diren¢ yonetiminde kullanilabilmesi i¢in zararlilarin
gocleri, hareketleri ve bunlar etkileyen faktorler belirlenmelidir.

1) Tarimsal tiretimde kayiplara neden olan zararlilara karsi ruhsath bitki koruma iirtinleri
icin diagnostik (ayirict) dozlarin belirlenmesi ve zararl direng takibinde kullanilmasi

gerekmektedir.

Popiilasyon biyologlari, entomologlar, toksikologlar ve modellemecilerinin aragtirma ve
tasarim asamalarinda koordineli ¢alismalar1 gerekmektedir. Ozel sektér ve kamu
kurumlar1 bagarili diren¢ yonetimi taktiklerini tesvik edecek uygulamalar
yapmalidirlar.IPM’in bir pargasi olarak diren¢ yonetiminde insektisit ihtiyacini ve direng
gelisimini azaltan genetik, davranigsal ve ekolojik faktorlerin etkilerini anlamaya yonelik

caligmalar arttirilmalidir.
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Ozellikle ana zararlilar ve direng olusturma riski yiiksek insektisitler séz konusu ise
miicadele i¢in tek aktif madde kullanilmamali ve farkli etkilere sahip kimyasallar tercih
edilmelidir. Direng yonetimi ile ilgili 6nceki tecriibeler, bir ilacin uzun siire kullanimdan
sonra farkli bir ilaca geg¢ilmesine yonelikti ancak bu yaklasimda diren¢ problemine
odaklanmanin miimkiin olmadig1, hatta ¢apraz diren¢ vakalarinda daha kétii sonuglarin
ortaya ¢iktig1 anlasilmistir. Bu durumda ve yeni aktif maddelerin gelistirilmesi ile ilgili

belirsizlikler nedeniyle mevcut kimyasallarin iyi degerlendirilmesi gerekmektedir.

Diren¢ olusumu belirlendiginde, diren¢ yonetimi i¢in gerekli her tiirlii ekipman ve
teknoloji kullanilarak acil olarak uygun taktikler secilmeli ve gerekli hamleler

yapilmalidir.

Uriin rotasyonu tesvik edilmeli ve ayni alanda art arda ayni veya benzer etkili aktif

maddelerin kullanimindan kaginilmalidir.

Aragtirmalara devam edilerek yeni etki mekanizmasi veya yaklagimina sahip toksikantlar
ve sinerjistler gelistirilmelidir. Zararli direng yonetimi ve zararli direng ydnetimi
programlari bitki koruma triinlerinin uzun vadeli ve basarili kullanimini tesvik eden
uygulamalar taktik ve stratejileri kapsar. Ancak bu taktik ve stratejilerin tek basina
kullanim1 zararlilar ile miicadele agisindan yeterli olamamakla beraber diger miicadele
yontemlerinin kullanilmayis1 basari sansini1 azaltmaktadir. Zararli diren¢ yonetimi
programlari, entegre zararli yonetimi programlari igerisinde degerlendirildiginde bu
enstriimanlarin basar1 sansinin ve kullanilabilirlik siirelerinin uzun olacagi bir gergektir.
Herhangi bir zararli veya zararli grubuna karsi bir diren¢ programi olusturulurken;
yapilmig, yapilan ve Ongoriillen ¢alismalarin entegre zararli yonetim perspektifi ile
uyumu, programlarin uzun vadede basari1 sansin1 ve hedefe ulagsma olasiligini arttiracagi

g0z Oniinde bulundurulmasi gereken bir gergektir.
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