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Oz: Tarim alanlarinda zararli tetranychid tiirlerin miicadelesinde &ncelikli olarak kimyasal micadele kullaniimaktadir. Bu
zararlilar ile etkin bir sekilde beslenen avci akar popilasyonlarida pestisitlerden etkilenmektedir. Bu galismada, Phytoseiulus
persimilis Athias-Henriot (Acari: Phytoseiidae) lizerinde laboratuar kosullarinda pirimicarb seleksiyon baskisi sonucu direng,
asetilkolinesteraz (AChE) enzimi ve mutasyonlari arasindaki iliskilerin belirlenmesi amaglanmistir. Calisma, yaprak disk
metoduyla ilaglama kulesi kullanilarak yapilmistir. Yedi seleksiyon sonucunda avci akarda belirlenen pirimicarb direnci 45.5
kata kadar artmistir. IBP ve TPP sinerjistlerinin pirimicarb (izerinde herhangi bir etkisi belirlenememistir. Baslangi¢ ve
pirimicarb direngli P. persimilis poplilasyonlarinda bakilan hedef bolge mutasyonlari (F331W ve G119S) belirlenememistir,
ancak ileriki calismalarda farkl hedef bélge mutasyonlarinin da incelenmesinin faydal olacagi digiiniilmektedir. Calisma, P.
persimilis'de pirimicarb direnci ve AChE nokta mutasyonlari Uzerinde yapilan ilk arastirma olmasi nedeniyle 6nem
tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Phytoseiulus persimilis, pirimicarb, AchE, mutasyon

Resistance Obtained by Pirimicarb Selection, Acetylcholinesterase (AChE) Enzyme Activities and Partial Sequence of the Gene Region in
Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot (Acari: Phytoseiidae)

Abstract: Chemical control is primarily used in the management of tetranychid species agricultural areas.Predatory mite populations that
feed on these pests are also affected by the pesticides. In this study, it was aimed to determine the relationships between resistance,
acetylcholinesterase (AChE) enzyme and mutations as a result of pirimicarb selection pressure on Phytoseiulus persimilisAthias-Henriot (Acari:
Phytoseiidae) under laboratory conditions. The study was carried out using the spray tower with the leaf disc method. As a result of seven
selections, pirimicarb resistance increased up to 45.5-fold. No effect of IBP and TPP synergists on pirimicarb weredetermined. The target site
mutations (F331W and G119S) examined in the initial and pirimicarb resistant P. persimilis populations were also not determined, but it is
thought that it would be useful to examine different target site mutations in future studies. The study, is the first to investigate pirimicarb
resistance and AChE point mutations in P. persimilis.

Keywords: Phytoseiulus persimilis, pirimicarb, AchE, mutation

GiRiS

Phytoseiidae familyasi icerisinde yer alan avci akarlar, tarim
alanlarinda birgok zararlinin biyolojik miicadelesinde etkin
olarak kullaniimaktadir.
Henriot(Acari: Phytoseiidae), bu familya igerisinde en cok
dikkat ¢eken ve Uzerinde arastirma yapilan tiir olmustur
(Migeon ve ark., 2019). P. persimilis hizh hareket etme
yetenegine sahip, Tetranychus urticae (Koch) (Acari:
Tetranychidae)'ye 6zellesmis, diinyada etkin bir sekilde
kullanilan avci akardir (van Lenteren ve ark., 2018). P
persimilis bu zararlinin miicadelesinde ilk olarak 1968 yilinda
kullanilmis  (Van Lenteren1968), o
ginimize kadar da o6zellikle ortialti Gretimde T. urticae
micadelesinde kullanimi giderek artmaktadir. Ancak
biyolojik micadelede bu avci akarin basarisini etkileyen
bircok faktér bulunmaktadir. Ozellikle iretim alanlari
icerisinde kullanilan genis insektisitler avc akarlari olumsuz
etkilemekte ve biyolojik miicadele basarisini disirmektedir.
Entegre Zararli Yonetim (IPM)
kontroliinde daha az ve spesifik kimyasal
hedefleyen, dogal diismanlarin korundugu, ¢evreyle dost ve
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ekonomik bir miicadele sistemidir (Cock ve ark., 2010). IPM
programlari igerisinde kullanilan spesifik
yararh tirler Gizerindeki etkilerinin belirlenmesi, programin
saglkh bir sekilde onem
tagimaktadir (Desneux ve ark., 2007). Clnku insektisitler ve
akarisitler, phytoseiid akarlar Gzerinde yan etkilere sebep
olabildigi gibi seleksiyon baskisi sonucunda direng gelisimine
de neden olabilmektedirler (Bostanian & Akalach, 2006;
Cong ve ark., 2016; Ditillo ve ark., 2016; Duso ve ark., 2008;
Wu & Hoy, 2016). Pestisit direnci, kimyasal micadeleyi
etkisiz kilmasi nedeniyle genellikle olumsuz bir 6zellik gibi
gorilmesine karsin, dogal dismanlarda daha uzun siire
hayatta kalmayi destekledigi icin olumlu bir 6zellik olarak
one gikmaktadir (Ghazy ve ark., 2016). IPM programlari
icerisinde kimyasallara karsi dogrudan ya da dolayli olarak
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direng gelistirmis avci akarlarin micadelede daha aktif bir
sekilde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Albayrak ve ark.,
2022).

Tarim zararhlari ile miicadelede, asetilkolinesteraz (AChE)
inhibitori olarak gorev yapan organik fosforlu (OP) ve
pirimicarbin da Uyesi oldugu karbamath insektisitler T.
urticae'nin miucadelesinde ilk kullanilan pestisit gruplari
arasinda yer almaktadir (Adesanya ve ark., 2021). Farkh
kimyasal yapilara sahip olmalarina ragmen, OP ve karbamatl
insektisitlerin her ikisi de AChE'yi inhibe etmektedir.
uyartilarin  sdrekliligini  saglayan
asetilkolin maddesinin hidrolize olabilmesi igcin AChE enzimi
gerekmektedir (Kwon ve ark., 2010). Akarisit etkisi
bulunmayan pirimicarb 6zellikle sokucu-emici agiz yapisina
sahip zararlilarin micadelesinde kullanildigi igin, ayni alan
icerisinde bulunan akarlarin da bu etken maddeden
etkilenmeleri s6z konusudur. Bu baglamda T. urticae'nin
AChE enzim inhibitori olan bu grup insektisitlere karsi direng
gelistirdigi bircok calismada rapor edilmistir (Smissaert,
1964; Leeuwen ve ark., 2009; Grbi¢ ve ark., 2011 ). Bu
nedenle, ayni alanlari  igerisinde
micadelesinde kullanilan phytoseiid akarlar lzerinde de bu
grup insektisitlerin benzer etkilere yol acabilecegi
distnlilmis ve arastirmaya deger gorilmistir.

insektisit diren¢ gelisiminde rol oynayan en &nemli
mekanizmalardan birisi de pestisit etki yeri mutasyonlaridir.
hedef etki yerinde yapisal
degisikliklere sebep olmakta ve insektisitin toksik etkisini
dustrmektedir (Van Leeuwen ve Dermauw, 2016). Bu
mekanizmaya o6rnek olarak, tek bir direng
mutasyonunun 15.000-kat insektisit direncine neden oldugu
durumlar ortaya koyulmustur (Douris ve ark., 2016).

T. urticae'de OP ve karbamatli grup insektisitlerin etkisiyle
AChE bolgesinde meydana gelen mutasyonlarin belirlendigi
galismalar bulunmaktadir (Anazawa ve ark., 2003; llias ve
ark., 2014; Khajehali ve ark., 2010; Lee ve ark., 2015; Xu ve
ark., 2018). Zararlilarda AChE bolgesinde hedef bolge
mutasyonu ya da ace gen duplikasyonlarina bagh olarak
direng gelisebilmektedir (Lee ve ark., 2015). AChE enzim
artisina bagl olarak tetranychid ve phytoseiid akarlarda
insektisit direng gelisimi uzun yillardan beri bilinmektedir
(Anber ve  Overmeer, 1988; Smissaert 1964). AChE
bolgesinde meydana gelen mutasyonlar sonucunda gelisen
direng tespiti tetranychid akarlarda daha eskilere
dayanmakla birlikte, phytoseiid akarlarda yeni ve sinirhdir.
Bir phytoseiid turli olan Kampimodromus aberrans
(Oudemans) (Acari: Phytoseiidae)'da OP direnci ve AChE
bélgesinde olusan G119S mutasyonu arasindaki iliski son
yillarda belirlenmistir (Cassanelli ve ark., 2015). Bu nedenle
phytoseiid akarlarda insektisit direng gelisimine neden olan

molekiler mekanizmalarin belirlenmesi 6nem tagimaktadir.
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Boceklerde  sinirsel

Uretim zararlinin

Mutasyonlar, kimyasalin

sadece

Bu c¢alismada, IPM programlari igerisinde T. urticae
miicadelesinde kullanilan P. persimilis’de seleksiyon sonucu
pirimicarb direng gelisimi ve AChE enzim aktivitesi
arastirilmigtir. Ayrica pirimicarba direngli avci akarda AChE
bolgesindeki mutasyonlar PCR  yontemi

belirlenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

kullanilarak

insektisit
Calismada, IRAC etki mekanizmasi siniflandirmasina gore 1B

grubunda yer alan pirimicarb etken maddeli formilasyon
(PANZHER®, 50 g/ 100 L su WP) kullanilmistir.

Phytoseiulus persimilis Orijini ve Uretimi

Pirimicarb ile  seleksiyon c¢alismalarinda  baslangig
popllasyonu olarak kullanilan P. persimilis, fasulye ve biber
Uretim alanlarindan (Hatay/Turkiye) toplanmistir (Sekeroglu
ve Kazak, 1993). Avci akar bocek yetistirme kabinlerinde
herhangi bir pestisite maruz kalmadan vyetistirilmistir. P.
persimilis  ve
popllasyonlarinin iretimi 26+2°C sicaklik, %6015 orantil
nem ve 16 saat aydinlatma kosullari saglanan iklim
odalarinda ve fasulye (Phaseolus vulgaris L. var. Pinto) bitkisi
Uizerinde yapilmistir.

besin  olarak  kullanilan  T.urticae

Seleksiyon Calismalari

Phytoseiulus  persimilis'in  baslangic  populasyonunda
pirimicarb direng gelisiminin  saglanabilmesi
seleksiyon calismalari yapilmistir. Seleksiyon ¢alismalari
Oncesinde avci akarda pirimicarb etken maddesi icin LC
degerleri belirlenmistir.Pirimicarb etken maddesinin akarisit
etkisi bulunmamasindan dolay! uygulama dozu belirlenirken
ilk dozda %90'dan az kontrol grubunda ise %10'dan fazla
6lim olmayan doz kullaniimistir. LC denemeleri 1 kontrol+6
veya 7 doz, her doz igin 3 tekerriir olacak sekilde
kurulmustur. Her pirimicarb dozu igin bir dnceki doz %50
oraninda saf su ile seyreltilmistir. Kontrol grubuna sadece saf
su uygulamasi yapilmistir. Yaprak diskler (3 cm) tabaninda su
agari bulunan 9 cm'lik Petri kaplari igerisine yerlestirilmistir.
Her tekerrir igin Petri icerisine 25 adet avci akar ergini
eklenmistir. Bekleme slresi boyunca P. persimilis'in
beslenebilmesi amaciyla Petri igerisine T. urticae bireyleri
eklenmistir. Petriler hazirlanan pirimicarb dozlari ile ilaglama
kulesi (Burkard, Rickmansworth, Hertfordshire, United
Kingdom) yardimiyla yaprak yiizeyine 1 bar basingta tim
yaprak ylzeyine 2 mL ilag gelecek sekilde ilaglanmistir.
Seleksiyon denemelerinde ilaglama kulesi kullanilarak yaprak
ylzeyine 1.6-1.8mg/cm?2 pirimicarb uygulanmigtir.
Uygulama yapilan yapraklar yukarida kosullari verilen iklim
odalarina alinmistir. 24 saat sonra belirlenen 6lim oranlari
dikkate alinarak, LC50 degerleri, %95 gliven araliklari ve

amaciyla



egimler, probit analizi ile hesaplanmistir (POLO; LeOra
Software, Berkeley, CA).

Probit sonuglari dogrultusunda elde edilen LC60 verileri
seleksiyon  dozlari kullanilmistir. ~ Seleksiyon
denemelerinde yukarida anlatilan metotkullaniimistir.
Uygulamadan 24 saat sonra canli kalan bireyler {izerinde av
T. urticae bireyleri bitki
aktarilmigtir. LC60 dozu her seleksiyon popllasyonu igin
yeniden belirlenerek popitlasyonlar seleksiyon baskisina
maruz birakilarak direng c¢ahsmalari yapiimistir.Selekte
edilmis popllasyonlarda pirimicarb direng oranlari, her
seleksiyon sonrasi belirlenen LC50 degerlerinin baslangi¢
popilasyonunun  LC50  degerine
belirlenmistir.

olarak

bulunan temiz bir lizerine

oranlanmasi ile

Pirimicarb+ Sinerjist Uygulamalari

Pirimicarb+sinerjist calismalarinda Van Pottelberge ve ark.,
(2009) tarafindan 6nerilen metot uyarlanarak kullanilmistir.
Sinerjist calismalari icin, S-Benzyl-O,0-
diisopropylphosphorothioate (1BP) (100ul/1) ve
triphenylphosphate (TPP) (62.5 mg/l) sinerjistleri ve dozlari
kullanilmistir ~ (Kim ve ark.,, 2004). SinerjistlerN,N-
dimethylformamide ve emulgator igerisinde (3:1,wt:wt)
¢Ozdurilmugtir. Sinerjist+pirimicarb bioassay c¢alismalari
icin daha once seleksiyon galismalarinda kullanilan metot
kullanilmistir.  Yalnizca hazirlanan sinerjist dozlari avci
akarlara ilaglama kulesi yardimiyla yaprak ylizeyine 1 bar
basingta tim yaprak ylzeyine 2 mL ilag gelecek sekilde
Kontrol
uygulamasi yapilmistir. Sinerjist uygulamasindan 2 saat
sonra avcl akarlar hazirlanan pirimicarb konsantrasyonlariile
ilaglanmistir. Uygulamadan 24 saat sonra 6lii-canli sayimlari
yapiimis ve elde edilen 6lim oranlarindan yararlanilarak
lethal konsantrasyon degerleri belirlenmistir. Sinerjistik etki
orani yalnizca pirimicarb uygulanan denemede belirlenen
LC50 degerinin, sinerjist+pirimicarb uygulanan deneme de
belirlenen LC50 degerine oranlanmasi ile belirlenmistir.

puskiirtilmustir. grubuna yalnizca sinerjist

Asetilkolinesteraz Enzim Aktivitesi

Asetilkolinesteraz enzim aktivitesi Stumpf ve ark., (2001)
yontemi kullanilarak belirlenmistir. 50 ergin avci akar disisi
500 ul 0.1 M, pH 7.5 olan fosfat buffer icinde ezilmistir.
Mikroplaka hiicrelerine 100 pl acetylcholine iodide (ATChl),

BERBER G, YORULMAZ $
100 pl 5.5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) ve 100 pl
supernatant eklenmistir. 300 p L’lik final konsantrasyonunda
ATChl ve DTNB 0.5 mM hacimde bulunmaktadir.
Absorvanstaki  degisim Versamax kinetic microplate
reader’da (Molecular Devices) 412 nm 23 oC'de 20 dk
Olgulmstiir.
Asetilkolinesteraz enzim aktivitesi belirlenmesinde enzim
okumalari dort tekerrirli olarak yirGtilmistir. Avcr akar
poplilasyonlarinin toplam protein miktarlari Bradford (1976)
tarafindan &nerilen ydntem ile belirlenmistir. Orneklerin
asetilkolinesteraz enzim aktivitesi sonuglari mOD minl mg-1
olarak  verilmistir.Poplilasyonlarin  enzim  aktiviteleri
farklar Tukey c¢oklu karsilastirma testi ile

belirlenmistir.

arasindaki

DNA izolasyonu ve Asetilkolinesteraz Mutasyonlarinin
Belirlenmesi

DNA izolasyonu igin QIAGEN DNeasy Blood ve TissueKits
kullaniimistir. 50 adet ergin disi phytoseiid akar 1.5ml’lik
tlpe aktarilmistir. Ardindan tGzerine 180 ul Buffer ATL ve 20
pl Proteinaz K eklenip dnceden steril edilmis plastik eziciler
yardimiyla ezilmistir. Daha sonra, tiip icerisine 200 ul Buffer
AL ve 200 pl %96-100'luk ethanol eklenmistir. Elde edilen
tim sivi 8000 rpm’de 1 dakika siresince santrifiijlenmistir.
Santrifuj filtreden alta gecen sivi  atilmistir.
Sonrasinda, 6rnekler sirasiyla 500ul Buffer AW1 (yikama
sonrasi 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij) ve 500ul Buffer AW2
(yikama sonrasi 13000 rpm’de 3 dakika santrifij) sivilari ile
ytkanmistir. Yikama sonrasinda DNeasy Mini spincolumn
filtresi, 2ml’lik steril tlplere yerlestirilip, 100-200ul ellisyon
sivisi ile yikanip, 8000 rpm’de 1 dakika santrifij edilerek DNA
elde edilmistir. PCR galismalari igin kullanmak {izere elde
edilen DNA’larin kalitesi spektrofotometre araciligiyla
belirlenmistir.Elde DNA’lar  uygun  genlerin
¢ogaltilmasi amaciyla PCRigsleminde kullaniimistir. Calismada
AChE bolgesindeki mutasyonlarin belirlenmesi amaciyla
kullanilan primerler Tablo 1'de verilmistir.

Kullanilmis olan PCR (BioRad T100) kosullari; 94°C’ de 2 dk/
5 déngi- 94°C’de 30s, 50°C’ de 30s, 72°C’de 60s/ 5 déngi-
94°C’de 30s, 50°C’de 30s (her déngtide +1°C), 72°C’'de 60s/
20 dongl- 94°C’de 30s, 55°C’de 30s, 72°C’de 60s/ ve 72°C'de
10 dk. seklinde olmustur (Cassanelli vd., 2015).

sonrasi

edilen

Tablo 1. AchE bdlgesinde taranan mutasyonlar ve kullanilan primerler (Cassanelli ve ark., 2015)

Primer 5’-3" dizilimi Hedef Gen Mutasyon
KaAChEF11 AATGCGATTTCGACATCCTGTGCC Asetilkolinesteraz G119S
KaAChER11 AAAGTCCGTTGTTCGGGTTGCC

KaAChEF12 AAACTCGCGGAGGAAGTCAAGTGT Asetilkolinesteraz F331W
KaAChER12 CCAACAATCTTGTCGACGGCATCT
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BULGULAR ve TARTISMA
Pirimicarb Seleksiyon Sonuglari
Phytoseiulus  persimilis'in  baslangic  populasyonunda

pirimicarb ile yedi kez seleksiyon sonucunda 45,5 kat direng

elde edilmistir (Tablo 2). Baslangi¢ popilasyonunda LC50
degeri 10.0mg a.i. L-1 iken yedinci seleksiyon sonucunda
455,0 mg a.i. L-1 degerine yiikselmistir. Son seleksiyon
poptlasyonu P7 olarak adlandiriimistir.

Tablo 2. Laboratuvar kogullarinda pirimicarb ile yedi kez selekte edilen bir Phytoseiulus persimilis populasyonunuda her seleksiyon sonrasinda

belirlenen LC50,60, degerleri ve direng oranlari

Popiilasyon n* EgimzSH LCso LCeo df x2 R**
(mge.m. L?) (mge.m. L?)
(95% GA) (95% GA)

Baslangi¢ 480 0,842+0,110 10,0 20,0 6 2,2 -
5,0-15,0 15,0-35,0

P1 602 1,552+0,133 55,0 85,0 5 3,5 5,5
35,8-70,5 55,8-100,2

P2 603 1,885+0,171 80,6 110,6 5 1,5 8,6
47,5-98,3 80,7-130,8

P3 589 2,15140,202 130,0 170,5 6 1,8 13,0
100,2-150,4 155,6-190,5

P4 596 1,899+0,177 135,4 185,0 5 1,8 13,5
112,8-160,7 168,2-201,3

P5 605 2,52010,226 215,9 270,0 6 2,7 21,5
198,3-230,5 243,5-295,6

P6 602 2,029+0,178 255,8 325,6 6 2,4 25,5
212,6-285,5 298,6-345,0

P7 576 2,121+0,168 455,0 521,0 6 1,5 45,5

386,5-475,2

425,0-580,4

*: Toplam birey sayisi
**: Direng oran

T. urticae miicadelesinde AChE inhibitori ol dugu bilinen OP
ve karbamatli insektisitler uzun stiredir kullaniimaktadir. Bu
nedenle diinyada bu iki grup insektisit icerisinde yer alan
30'dan fazla etken maddeye karsi T. urticae'de direng rapor
edilmistir (Van Leeuwen ve ark., 2010). Yapilan arastirmalar
ayni alan igerisinde bulunan phytoseiid akarlarin da
uygulanan bu grup insektisitlere karsi direng gelistirdigini
gostermektedir (Anber ve Oppenoorth, 1989; Anber ve
Overmeer, 1988; Bonafos ve ark., 2008; Cross ve Berrie,
1994; Fitzgerald ve ark., 1999). Calismada ise laboratuvar
kosullarinda pirimicarb ile 7 kez seleksiyon sonucu elde
edilen P. persimilis popllasyonunda direng orani 45.5kata
kadar artmistir. Chlorpyrifosun avci akarlar Gizerindeki direng
ve etkilerinin, bu tirlerin tirlere ve pestisit lere maruz kalma
gecmisine bagh olarak biylik oOlgide degisebilecegi
bildirilmistir (Barbar ve ark., 2007; Pogoda ve ark.,
2001).Chlorpyrifos ile benzer etki mekanizmasina sahip
pirimicarb i¢in de sonucun ayni oldugu dusiinilmektedir. P.
persimilis'in  baslangic  popilasyonunun  uzun slre
pestisitlere maruz kalmamasi sebebiyle pirimicarb direncinin
orta seviyede kaldigi; ancak tarla kosullarinda daha fazla
seleksiyon sonucunda direncin daha ylksek seviyelere
ulasabilecegi diistintilmektedir.

58

Pirimicarb+Sinerjist Sonuglar

Pirimicarb ile 7 kez selekte edilmis P7 popllasyonunda
pirimicarb+IBP  uygulamasi  sonucunda 1,03  Kkat,
pirimicarb+TPP uygulamasi sonucunda ise 1,13 kat sinerjistik
etki orani belirlenmistir (Tablo 3). Baslangi¢ poptilasyonunda
ise pirimicarb+IBP uygulamasi sonucunda 1,10 kat,
pirimicarb+TPP uygulamasi sonucunda ise 1,08 kat sinerjistik
etki orani bulunmustur. Her iki popilasyon igin de sinerjist
uygulamasi sonucunda belirlenen LC50 degerleri ile sadece
pirimicarb uygulamasi sonucunda belirlenen LC50 degerleri

arasinda glven araliklarina gére onemli bir fark
belirlenmemistir.
Sinerjist ¢alismalari, zararlilarda metabolik insektisit

direncini belirlemeye yo6nelik yapilan g¢alismalar arasinda
bulunmaktadir. Yapilan ¢alismada, IBP ve TPP sinerjistlerinin
pirimicarb lizerinde herhangi bir etkisi belirlenememistir. Ay
ve Yorulmaz (2010) yaptiklari galismada chlorpyrifos’un  T.
urticae'ye karsi chlorpyrifos etkinliginin IBP ve TPP
sinerjistleri ile iliskisi olmadigini belirlemislerdir. Chlorpyrifos
ile benzer etki mekanizmasina sahip olan pirimicarb igin de
benzer bir sonug elde edilmistir.



Asetilkolinesteraz Enzim Aktivitesi Sonuglari

BERBER G, YORULMAZ §
AChE enzim aktivite sonuglari dikkate alindiginda P.

Yapilan c¢alisma sonucunda, P. persimilis'in baslangic  persimilis'de pirimicarb direng gelisimi tGzerinde farkli enzim
popilasyonu ile pirimicarb direngli popilasyonunda mekanizmalarin etkisinin olabilecegi sonucunu
belirlenen AChE enzim aktiviteleri arasinda istatistiksel diistindlirmektedir.
olarak bir fark bulunmamistir (Tablo 4).
Tablo 3. Phytoseiulus persimilis popilasyonlarinda pirimicarb ve pirimicarb + sinerjistlerin sinerijistik etki oranlari
Uygulama n* EgimzSH LCso df x2 SR**
(mge.m. L?)
(95% GA)
P7 popilasyonu
Pirimicarb (Sinerjistsiz) 600 2,121+0,168 455,0 6 1,5 -
386,5-475,2
Pirimicarb +IBP 603  1,33610,207 440,0 6 1,9
396,0-466,5 1,03
Pirimicarb +TPP 529  1,435%0,128 400,0 5 2,5
352,6-420,5 1,13
Baslangi¢ popilasyonu
Pirimicarb 480  0,842+0,110 10,0 6 2,2 -
(Sinerjistsiz) 5,0-15,0
Pirimicarb + IBP 595  1,785+0,138 5 2,8
9,0 1,10
6,8-13,5 !
Pirimicarb + TPP 585  1,112+0,338 6 2,4
9.2 1,08
7,5-13,3 !

*: Birey Sayisi
**: Sinerjistik etki orani

Tablo 4.Phytoseiulus persimilis populasyonlarinin AChE enzim aktiviteleri

Popiilasyon N* mOD/min/mg protein
P7 4 0,0618 (+0,002) a
Baslangi¢ 4 0,0540 (+0,001) a

*Tekerrur sayisi

Asetilkolinesteraz Mutasyon Sonuglari

AChE enziminin kinetik olarak belirlenmesinden sonra hedef
bolge icerisindeki olusabilecek mutasyonlari belirlemek
amaciyla molekiler galismalar yapilmistir. Phytoseiulus
persimilis'de baslangig¢ ve pirimicarb direngli
popilasyonlarda yapilan genomik DNA izolasyonlari ve
istenen bodlgenin PCR ile ¢ogaltiimasindan sonra olasi
mutasyonlarin taranmasi icin sekans analizi yapilmis ve
hedef yeri aminoasitleri karsilagtirilmistir (Sekil 1,2).

Onceki calismalarda direng ile iliskilendirilen aminoasit
yerlerinde (119, 280, 328, 331; Torpedo californica
numaralandirmasina gore) herhangi bir degisiklik tespit
edilmemistir. Bu baglamda, pirimicarb seleksiyonu sonrasi
elde edilen P7 popilasyonunda herhangi bir aminoasit
degisikligi belirlenmemistir (Sekil 1-2). Pirimicarb direncli
T. urticae popllasyonunda F aminoasidinin T aminoasidine

donistigi goralmektedir. Ancak P. persimilis'de baslangig ve
P7 popiulasyonlarinda herhangi bir aminoasit degisikligi
gorilmemektedir. Bu nedenle artan direncin hedef yeri
mutasyonlari digindaki mekanizmalardan kaynaklandig
distnilmektedir.

F331W mutasyonunun birgok akar ve bocek tiiriinde organik
fosforlu insektisitlere karsi dirence yol agtigi bilinmektedir
(Anazawa ve ark., 2003; Khajehali ve ark., 2010; D. H. Kwon
ve ark.,, 2010). Ayrica F331W mutasyonun organik
fosforlularin baglanma yeri agisindan ¢ok dnemli bir yerde
oldugu ve bu mutasyonun yilksek insektisit direnci
olusumunda etkili oldugu bilinmektedir (Oh ve ark., 2006).
Ayrica son yillarda avci akar K. aberrans tiirinde organik
fosforlu insektisit direncinde, hedef bélge mutasyonu olarak
G119S mutasyonu tespit edilmistir (Cassanelli ve ark., 2015).
Bu nedenle bu galismada baslangig ve pirimicarb direngli P.
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persimilis populasyonlarinda F331W ve G119S mutasyonlari
arastirllmistir. Ancak P. persimilis'de her iki mutasyonda
belirlenememistir. Khajehali ve ark., (2010), T. urticae'de
organik fosforlu insektisitlere karsi gorilen direncin AChE
mutasyonlarini  arastirdiklari  ¢alismada  F331W
mutasyonunun yani sira, T280A, G328A, A201S
mutasyonlarinin da etkili olduklarini belirlemislerdir. Organik
fosforlu insektisit direnci Uzerinde farkli mutasyonlarin
etkilerinin de bulunmasi sebebiyle, P. persimiilis'de
pirimicarb direnci Uzerinde de diger mutasyonlarin etkili

nokta

Phyoseiulus persimilis baglangig
Phytoseiulus persimilis FT Bl
Tetranychus urticae hassas 21

KJ442683.1 Tetranychus urticae QERITTTOWERAFIPIVI

olabilecekleri ~ duslinilmektedir. Bu nedenle ileriki
calismalarda bu hedef boélge mutasyonlarinin  da
incelenmesinin faydali olacagl dusinulmektedir. Hedef
bolgeyle ilgili zararhlar Gzerinde yapilmis birgok c¢alisma
olmasina ragmen avcl akarlarda bu alanda yapilmis
calismalar oldukga sinirlidir (Cassanelli ve ark., 2015; Cong ve
ark., 2016). Bu nedenle, bu galisma P. persimilis'de pirimicarb
direnci ve AChE nokta mutasyonlari Uzerinde yapilan ilk

arastirma olmasi nedeniyle 6nem tasimaktadir

LTERPED SMN SN PRRUKT LU SYROE Aryeft IYYLTQLIRROENY
LTERPEDSMNSONPRRCKT LLGSNROBA LY LYKRDEN
LTERFEDSMNS N PRIRCIOMLLI SYRDB {1 YN YYLTOLYRROEA
LDEDPEVSLRTRNTK NROE| AT ILVYHS PRIPNLSE

Sekil 1. Phytoseiulus persimilis asetilkolinesteraz geninin kismi dizilimi (Kare icerisinde gosterilen aminoasitler (280, 328, 331) onceki
¢alismalarda Tetranychus urticae’de direng ile iligskilendirilmistir (Khajehali ve ark., 2010)

Phytoseiulus persimilis baglangig ~ RVRI VLLWV
Phytoseiulus persimilis FT RERPTNAAVLLWV
Tetranychus urticae hassas RPRPTNAAVLLA
KJ442683.1 Tetranychus urticae  poppgs VLK

CATLDVYDGRILAS

EENVIVVSENYRVOSL DHAD

CATLOV NYRVOSLOELYLDEAD
CATLDV RVUSLOFLYLDHAD

[ LDFYDGSY [FVSINYRV DTSD

Sekil 2. Phytoseiulus persimilis asetilkolinesteraz geninin kismi dizilimi (Kare igerisinde gosterilen aminoasit (119) 6nceki galismalarda
Tetranychus urticae’nin hassas ve direngli populasyonlari ile iliskilendirilmistir (Khajehali ve ark., 2010)

SONUC
Fitofag akarlarin kimyasal micadelesinde en &nemli
problemlerden biriside akarlarin uygulanan pestisitlere karsi
hizla direng gelistirmesidir. Bu zararlilari baski altina
alabilmek igcin IPM programlarinin uygulanmasi ve bu
programlarda avci akarlarin kullanimi 6nem tasimaktadir
(Ahmad ve ark., 2013). Ancak IPM programlari igerisinde
yapilan pestisit uygulamalari tarimsal ekosistemler igerisinde
bulunan ya da salimi yapilan avci akarlarin basarisini
etkilemektedir (Pozzebon ve ark., 2014). Bu nedenle, bazi
pestisitlere karsi direng gelistirmis avci akarlarin kullanimi
zararlilarin asiri ¢ogalmasini 6nleyerek ekonomik kaybi
azaltabilir (Benavent-Albarracin ve ark., 2020). Bu teori ile
iliskili olarak galismada, P. persimilis'de pirimicarb direncinin
biyokimyasal ve molekiller mekanizmalari belirlenmesi
amaglanmistir.
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Pirimicarb ve asetilkolinesteraz etkili diger insektisitler
dogada uzun yillar kullanilmis ve glinimiizde de kullaniimaya
devam edilmektedir. Kirmizi 6riimcekler ve tarimsal
Uretimde zarar yapan diger tim bocekler ile miicadelede
biyolojik miicadelenin tek basina yetersiz kalmasi kimyasal
miicadeleyi kaginilmaz kilmaktadir. insektisit kullaniminin
artmasi sonucunda dogada insektisitlerin hedef aldig fitofag
zararhlarin  yaninda faydali bocek ve akarlarda bu
insektisitlerin etkisine maruz kalmakta ve popilasyon
yogunluklari azalmaktadir. Dogal dengede varliklarini
surdlrebilmeleriigin direng gelistirmek zorunda kalan faydali
bocek ve akarlarin laboratuvar kosullarinda direng
kazandirildiktan sonra salimlari yapildigi taktirde entegre
micadele kapsaminda uygulanan pestisitlerden daha az
etkilenip arazide varliklarini daha uzun sire devam
ettirebilecekleri dustintilmektedir.
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