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Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) nin
hassas ve tarla popiilasyonlarinda enzim aktivitelerinin
belirlenmesi ile insektisitlere dayaniklihk arasindaki iliski’
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SUMMARY

Determination of enzyme activities of susceptible and field populations of
Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) and its relationship
with insecticide resistance

The purpose of this study was to determine the activities of general esterase, glutathione S-
transferase (GST), and acetylcholinesterase (AChE) enzymes of Helicoverpa armigera
(Hubner) strains, one of the most important pests of cotton, collected from cotton fields in
Adana, Hatay, Antalya and susceptible strain (Israel), and to determine their relationship
with insecticide resistance. The activities of general esterase, glutathione S-transferase
enzyme (GST) and acetylcholinesterase (AChE) enzymes were determined in Helicoverpa
armigera strains. The activities of general esterase enzyme in Adana, Hatay and Antalya
populations were determined 0.65, 0.8 ve 1.14 fold, respectively. Adana and Hatay strains
had lower general esterase enzyme activities than that of susceptible strain. However,
general esterase enzyme activity in Antalya strain was found to be similar to susceptible
strain. GST enzyme activities in Adana, Hatay and Antalya populations were determined
0.75, 0.92 ve 1.06 fold, and AChE enzyme activities were 0.43, 0.60 and 0.80 fold,
respectively. GST and AChE enzyme activities of field strains and susceptible strain were
found to be similar. Enzymes activities and insecticide resistance had been compared with
the resistance ratios of at the same populations, to determine the relationship between
enzyme activities and insecticide resistance in H. armigera.

Key Words: Cotton bollworm, Helicoverpa armigera, enzyme activities, insecticides,
insecticide resistance, cotton
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OZET

Bu ¢alisma, pamugun onemli zararlilarindan biri olan Helicoverpa armigera (Hiibner) nin
Israil (hassas)’den getirtilen ve Adana, Hatay ve Antalya illerindeki pamuk ekim
alanlarindan toplanan popiilasyonlarda genel esteraz, glutatyon S-transferaz ve
asetilkolinesteraz enzim aktivitelerini ve enzim aktiviteleri ile dayaniklilik arasindaki
iligkileri belirlemek amaciyla ele alinmigtir. H. armigera popiilasyonlarimin genel esteraz,
glutatyon S-transferaz (GST) ve asetilkolinesteraz (AChE) enzim aktiviteleri 6lgiilmiigtiir.
Genel esteraz enzim aktivitesi Adana, Hatay ve Antalya popiilasyonlarinda hassasa gore
sirastyla 0.65, 0.80 ve 1.14 kat olarak belirlenmistir. Tarla popiilasyonlarinin genel esteraz
enzim aktiviteleri hassas popiilasyona gore Adana ve Hatay popiilasyonlarinda daha diisiik
bulunmasina ragmen, Antalya popiilasyonunda benzer bulunmustur. GST enzim aktivitesi
Adana, Hatay ve Antalya popiilasyonlarinda sirastyla 0.75, 0.92 ve 1.06 kat, AChE enzim
aktivitesi ise Adana Hatay ve Antalya popiilasyonlarinda sirasiyla 0.43, 0.60 ve 0.80 kat
olarak belirlenmistir. Genel esteraz enzim aktivitesi GST ve AChE enzim aktivitesi
acisindan tarla popiilasyonlar ile hassas popiilasyon arasindaki farklilik istatistiksel olarak
onemli bulunmamugtir. Belirlenen enzim aktiviteleri ve insektisitlere dayaniklilik arasinda
bir iliskinin olup olmadigi, ayni popiilasyonlarda daha 6nce belirlenen dayaniklilik oranlar
ile karsilastirilmustir.

Anahtar Kelimeler: Yesilkurt, Helicoverpa armigera, enzim aktiviteleri, insektisit
dayanikliligi, pamuk

GIRIS

Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) pamugun 6nemli bir
zararlisidir ve diinyanin pamuk ekilen pek ¢ok yerinde Helicoverpa spp’nin
bulundugu ve zarar yaptigi bilinmektedir. Larvalar1 pamukta genellikle taraklar
basta olmak {izere generatif organlarda beslenerek, pamugun koza olusumuna engel
olup 6nemli oranda iiriin kaybina neden olmaktadir. Polifag olan bu zararh
tilkemizde de basta pamuk olmak iizere tarimi yapilan birgok kiiltiir bitkisinde
zarar yapmaktadir. Bu zararliya karsi uygulanan miicadelede yogun olarak
insektisit kullanilmaktadir.

Siirekli ve yogun ilag kullanimi g¢evre kirlenmesi, dogal dengenin bozulmasi ve
direnc olusumu gibi bircok problemi beraberinde getirmektedir. Ozellikle
boceklerin ilaglara dayanikli hale gelmesi, ilaglarin etkisinin azalmasina neden
olarak, tarimsal {iretimi tehdit eden en dnemli sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Knight and Norton 1990). Birgok iilkede H. armigera’nin ve diger Helicoverpa
spp’nin farkli gruptan insektisitlere kars1 dayaniklilik gelistirdigi kaydedilmektedir
(Luttrell et al. 1987, Ahmad and McCaffery 1988, Daly 1988, Elzen et al. 1992,
Ahmad et al. 1995).

Klorlandirilmigs  hidrokarbonlularin ~ ¢evreye olumsuz etkileri nedeniyle
yasaklanmasindan sonra, organik fosforlu, karbamatli ve sentetik piretroidli
insektisitlerin kullanimina paralel olarak, yeni tip insektisitlere karst da dayaniklilik
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olugmaya baglamistir (Forgash 1984). Giinlimiizde 500’den fazla tiir en az bir
insektisit veya akarisite karst dayaniklilik kazanmig durumdadir (Soderlund 1997).

Insektisitlere karst dayaniklihgmn dért Snemli mekanizmasi vardir. Fiziksel
dayaniklilik mekanizmasi; bocegin viicudunun dis kismindaki bazi degisikliklerle
toksik maddenin alim yavaslatilir veya azaltilir. Ornegin, kiitikular yapidaki bir
degisiklikle topikal olarak uygulanan insektisitlerin penetrasyon orani azalabilir.
Davranigsal dayaniklilik; bocegin davramigsal degisiklikleri ilacin toksik dozuna
temas etmesini onlemektedir. Metabolik dayaniklilik; bocegin normal enzimatik
metabolizmas1  insektisit detoksifikasyonunu arttirmak veya insektisitin
aktivasyonunu Onlemek icin degistirilir. Degistirilmis hedef bolge; toksik
maddelere karsi duyarlhilign azaltmak icin etki yeri degistirilir (Hassall 1990,
Callaghan 1991).

Organik fosforlu insektisitlere karst metabolik dayaniklilik, artan karisik
fonksiyonlu oksidaz, artan glutatyon S- transferaz ve esteraz aktivitelerini veya bu
enzimlerin miktar1 degistirilmis isozim formlarini icermektedir (Plapp 1984).

Diinyada 6zellikle son yillarda insektisitlere dayaniklilik konusunda ¢ok detayl
aragtirmalar yapilmakta ve bu arastirmalarda geleneksel dayaniklilik belirleme
yontemlerinin ~ yaninda  biyokimyasal ve molekiiler tekniklerden de
yararlanilmaktadir.

Bu ¢alismada, H. armigera’nin degisik bolgelerden toplanan popiilasyonlarinin,
dayaniklilikta rol oynayan genel esteraz, glutatyon S- transferaz ve
asetilkolinesteraz enzimlerinin spesifik aktiviteleri belirlenmis ve enzim aktiviteleri
ile dayaniklilik arasinda bir iliski olup olmadigina bakilmistir. Denemeler 1998-
2001 yillar1 arasinda Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisiinde
yiiritilmistiir.

MATERYAL VE METOT

Denemelerde kullanilan hassas popiilasyon Israil’de bulunan Tarimsal Arastirma
Organizasyonu’ndan temin edilmistir. Tarla popiilasyonlart Adana, Hatay ve
Antalya’da bulunan pamuk ekim alanlarindan toplanmigtir. H. armigera
popiilasyonlarinin laboratuarda beslenmeleri i¢in hazir bocek besini Amerika’da
bulunan Southland Product Inc. firmasindan temin edilmistir. Biyokimyasal
caligmalarda, Jasco Marka UV spektrofotometre, Biotec EL-311 Marka mikroplate
okuyucu, 96 kuyulu ve diiz tabanli mikroplateler, farkli devirlerde calisan
sogutmali santrifiij, ultrasantrifiij ve homojenizator kullanilmisgtir,

Tarladan toplanan larvalar Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii
laboratuarina getirilmis ve laboratuarda kiiltiire alinmistir. Erginler 20 cm
yiikseklik ve 18 cm capli plastik silindir kaplarda tutulmustur. Silindirin {ist kismi
kelebeklerin yumurta birakmasi igin tiilbentle kapatilmustir.
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Besin olarak %10 bal ve %20’lik sekerli su emdirilmis pamuk bir petri i¢inde, bu
silindirin i¢ kismina yerlestirilmistir. Bu silindir i¢ine yaklasik 100 adet degisik
yaglarda ergin birakilmigtir. H. armigera kiiltiirlerinin yetistirilmesi 27 + 2 °C
sicaklik, %60-90 nem ve 16:8 saat aydinlik ve karanlik fotoperiyot kosullarina
sahip iklim dolaplarinda yapilmistir.

Biyokimyasal ¢alismalarda, boceklerde bulunan ve boceklerde insektisitlere karsi
dayaniklilikta 6nemli rolleri olan detoksifikasyon enzimlerinden genel esteraz
(non- spesifik), glutatyon S-transferaz ve asetilkolinesteraz enzimleri ele alinmig ve
bunlarin spesifik aktiviteleri belirlenmistir.

Genel esteraz (non-spesifik) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Genel esteraz enzim aktivitesinin belirlenmesi van Asperen (1962) tarafindan
kullanilan yonteme gore ylritiilmiigtir. Bu metot, substrat olarak kullanilan
propan-2-ol’den esteraz enzimi sayesinde iiriin olarak olusan p-nitrofenoliin
spektrofotometrik olarak 404 nm’de okunmasia dayanir. Orneklerin hazirlanmasi
ise Yu (1991)’e gore yapilmistir. Bu enzim aktivitesinin belirlenmesi igin 1-2
giinlik 6. donem larvalar kullanilmistir. Larvalarin orta bagirsaklari ¢ikarilarak
%1.15’lik 4 °C’deki KCl ¢ozeltisi ile yikanarak mide icerikleri temizlenmistir. Bir
larvanin orta bagirsagi, teflon-cam homojenizator kullanilarak 5 ml soguk 0.1 M
sodyum fosfat tamponu (pH: 7.0) i¢cinde homojenize edilmistir. Tiilbentten stiziilen
bu homojenat enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Bu ¢alismada substrat olarak p-
nitrofenil asetat kullanilmustir.

Enzim kaynagi ve substrat hazirlandiktan sonra enzim aktivitesinin belirlenmesi
amaciyla 96 kuyulu bir mikroplate kullanmlmistir. Hazirlanan 6rnekler 37 °C
sicaklikta ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyona birakilip, bu siire sonunda
inkiibatérden ¢ikartilarak 405 nm dalga boyuna ayarlanmis Biotec EL-311 Marka
mikroplate okuyucuda olusan iirlin miktart i¢in absorbans okumalar1 yapilmstir.
Kontrol olarak 10 pl homojenat yerine, 10ul 0.1 M Tris—HCI tampon (pH:7.0)
¢ozeltisi kullanilmugtir. Boceklerden elde edilen enzimler 1:100 oraninda
seyreltilerek kullanilmustir.

Protein tayini

Boceklerde spesifik enzim aktivitesinin hesaplanabilmesi i¢in protein miktarlarinin
da bilinmesi gerekmektedir. H. armigera larvalarinda protein miktarin1 belirlemek
amaciyla Bradford (1976) metodu kullanilmistir. Larvalarda protein miktarinin
belirlenebilmesi igin ihtiya¢ duyulan standart protein dogrusu elde etmek amaciyla,
protein standardi olarak Bovine Serum Albumin (BSA) kullanilmistir. BSA’den 3-
13 pg arasinda farkli protein miktar1 bir spektrofotometre kiivetine konulmus ve
distile su ile 100 pl’ye tamamlanmistir. Bunun tizerine 3 ml Bradford ¢6zeltisi
eklenerek karigtirllmis ve bu karisim 10 dakika bekletildikten sonra, 595 nm dalga
boyunda Jasco Marka UV spektrofotometrede absorbans degerleri okunmustur.
Denemelerde kontrol olarak 100 pl distile su kullanilmigtr.
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Protein miktarlari ve absorbans degerleri kullanilarak bilgisayarda Excel
programinda standart protein dogrusu elde edilmistir. Larvalarda protein miktarinin
belirlenebilmesi i¢in, larvalardan elde edilen enzim c¢ozeltilerinden farkl
miktarlarda (50 veya 100 pl) enzim bir spektrofotometre kiiveti i¢ine konarak,
tizerine 3 ml Bradford ¢ozeltisi ilave edilerek karistirilmigtir. Bu karigim 10 dakika
bekletildikten sonra 595 nm dalga boyunda Jasco Marka UV spektrofotometrede
absorbans degerleri okunmustur. Buradan elde edilen absorbans degerleri, Bradford
standart protein dogrusundaki degerlerle karsilagtirilarak larvalardaki protein
miktarlar1 hesaplanmustir.

H. armigera larvalarinda enzim aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in p-nitrofenol ile
standart bir dogru elde edilmistir. Bu standart dogrudan denemelerde elde edilen
fenol miktar1 hesaplanmugtir. 1 iinite enzim 1 dakikada 1 mg enzim proteini
tarafindan olusturulan 1 nmol p-nitrofenol olarak tanimlanmustir.

Glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla Yu (1991)
metodu kullanilmigtir. Bu enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in de yine 1-2 giinliik
6. donem H. armigera larvalar1 kullanilmustir. Beslendikleri ortamdan alinarak 3
saat a¢ birakilan larvalarin buz {izerine konarak hareketsiz kalmalar1 saglanmistir.
Hareketsiz kalan larvalarin orta bagirsaklar ¢ikartilarak %1.15’lik KCI ¢ozeltisi ile
mide igerikleri uzaklastirilmistir. On adet larvanin midesi teflon-cam homojenizer
kullanilarak, 15 ml soguk 0.1 M sodyum fosfat tamponu (pH:6.5) icinde
homojenize edilmistir. Tiilbentten siiziilen bu homojenat 6nce 10,000 x g max’da
4°C’de 15 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra tiipiin iist kisminda kalan
homojenat cam pamuktan siiziilerek yeniden 105,000 x g max ’da +4 °C’ de 1 saat
ultrasantrifiij yapilmigtir. Buradan elde edilen tiipiin {ist kisminda kalan kisim
enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Protein konsantrasyonlari Bradford (1976)
metodu ile belirlenmistir. Substrate olarak 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB)
kullanilmigtir. Enzim ve substrat hazirlandiktan sonra 340 nm dalga boyuna
ayarlanmis Jasco Marka UV spektrofotometrede absorbanstaki degisim 5 dakika
stire ile 10 saniye araliklarla kaydedilmistir.

Asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Asetilkolinesteraz enzim aktivitesi Ellman et al. (1961) metoduna gore
belirlenmistir. Bu amagla 3-5 giinlik ergin H. armigera’nin bas kisimlari
kullanilmistir. Farkli dokularda 20 adet erginin bas kismi ¢ikartilarak 10 ml soguk
0.1 M sodyum fosfat buffer (pH:8.0) icinde homojenize edilerek tiilbentten
stiziilmiigtiir. Stizilen homojenat 1000 g x max’da 4°C’de 15 dakika santrifi
edildikten sonra tiipiin iist kisminda kalan homojenat enzim kaynagi olarak
kullanilmigtir.  Substrat olarak 0.075M  asetiltiyokolin iyodiir  g¢ozeltisi
kullanilmistir. Diger enzimler i¢in 6. donem larvalarin orta barsaklar1 kullanildig1
halde asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin belirlenmesinde erginlerin bas kismi
kullanilmigtir. Bunun nedeni, siganlarin farkli organlarindan alinarak yapilan
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calismalarda ortalama asetiltiyokolinin hidrolizi en fazla beyin dokusunda
goriilmesidir.

Enzim aktivitesi thiokolinin dithiobisnitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona
girmesiyle olusan sar1 rengin siddeti Ol¢iilmektedir. Enzim aktivitesinin 6l¢limii
icin erginlerin bag kisimlarindan elde edilen homojenattan 0.4 ml alinarak bir
spektrofotometre kiiveti igine birakilmis ve tizerine 2.6 ml sodyum fosfat buffer
(pH:8.0) ve 100 pl 0.01 M DTNB ¢ozeltisi ilave edilmistir. Bunlar karistirildiktan
sonra 20 pL substrat eklenerek 412 nm dalga boyunda 10 saniye araliklarla 5
dakika siire ile absorbans degerleri kaydedilmistir. Bu amagla Jasco Marka UV
spektrofotometre kullanilmistir. Bu absorbans degerleri kullanilarak nmol/min/mg
protein olarak enzim aktivitesi hesaplanmustir.

Istatistiksel degerlendirme

Gruplara goére genel esteraz, glutatyon S-transferaz ve asetilkolinesteraz enzim
aktivitelerinin ortalama, standart sapma, ortanca (medyan), minimum ve
maksimum degerleri tanimlanmistir. Dort popiilasyonun (4 grubun) ortalamalari
arasinda fark olup olmadigi, 6nce Kruskal Wallis varyans analizi ile test edilmistir.

Tarla popiilasyonlarinin enzim aktivitelerinin ortalamasi ile hassas popiilasyonun
enzim aktivitesi ortalamasi arasinda fark olup olmadigr “Coklu Karsilagtirma”
(Multiple Comparisons, Post Hoc) testlerinden “Tamhane’s T,” testi kullanilarak
belirlenmistir. Antalya popiilasyonunun o6lgiim degerleri normal dagilim
gostermedigi icin genel esteraz enzim aktivitesinin karsilastirilmasinda veriler
“non-parametrik” olarak kabul edilmistir. Yukarida bildirilen tiim analizler SPSS
(10.0.1, 1999-USA) paket programi araciligi ile yapilmustir.

SONUCLAR

1998- 2001 yillar1 arasinda Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisiinde
yuriitilen bu aragtirmada, degisik bdlgelerden toplanan H. armigera
popiilasyonlarinda genel esteraz, glutatyon S-transferaz ve asetilkolinesteraz enzim
aktiviteleri belirlenmistir.

Genel esteraz enzim aktivitesinin dl¢iimii

Genel esteraz enzimi aktivite tayini optimizasyonu ile ilgili olarak yapilan 6n
denemelerde, hazirlanan homojenattan hangi miktarda alinmasi gerektiginin
belirlenmesi i¢in, esteraz aktivitesi 3—12 pg arasinda protein miktar1 degistirilerek
denenmis ve 12 pg proteine kadar iiriin miktar1 ile dogru orantili bulunmustur
(Sekil 1).
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Absorbans Degerleri (405 nm)
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N

y = 0,0181x + 0,0021
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nmole p- nitrofenol

Sekil 1. p-Nitrofenol standart dogrusu, regresyon denklemi ve regresyon katsayisi

Standart protein olarak BSA kullanilarak Bradford standart protein dogrusu elde
edilmistir. Bradford standart protein dogrusu ve bu dogruya ait regresyon denklemi
ve regresyon katsayist Sekil 2’de verilmistir.

p-Nitrofenol standart dogru denklemi kullanilarak hesaplanan enzim aktivitesi ve
Bradford standart protein dogrusu denklemi yardimiyla hesaplanan protein
miktarlar1 kullanilarak boceklerdeki spesifik aktivite nmol/min/mg protein olarak
hesaplanmigtir. H. armigera popiilasyonlarmin ortalama genel esteraz enzim
aktiviteleri Sekil 3°te verilmistir.
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Sekil 2. Bradford standart protein dogrusu
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Sekil 3. Helicoverpa armigera popiilasyonlarinin ortalama genel esteraz enzim aktiviteleri

Kruskal Wallis varyans analizi testine gbre, en az bir popiilasyonun genel esteraz
enzim aktivitesi, digerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede farkli
bulunmugtur ~ (P=0.000). Hassas popiilasyon ile Adana popiilasyonu
karsilastirildiginda, Adana popiilasyonunun genel esteraz enzim aktivitesinin,
hassas popiilasyonunkine gore, istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik
bulundugu goriilmiistiir (P=0.000).

Hassas popiilasyon ile Hatay poptilasyonu Kkarsilastirlldiginda, Hatay
popiilasyonunun genel esteraz enzim aktivitesinin, hassas popiilasyonunkine gore
istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik oldugu bulunmustur (P=0.007).

Hassas popitilasyon ile Antalya popiilasyonunun genel esteraz enzim aktivitesi
karsilastirildiginda, Antalya popiilasyonunun aktivitesinin, hassas popiilasyonun
aktivitesinden daha yiiksek olmasina ragmen, bu farklilik istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamustir (P=0,959).

Adana ve Hatay popiilasyonunun genel esteraz enzim aktivitesi hassas
popiilasyonun genel esteraz aktivitesinden daha diisiik bulunmustur. Antalya
popiilasyonunun genel esteraz enzim aktivitesi ise hassas popiilasyonunkine benzer
bulunmustur.
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Glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktivitesinin 6l¢iimii

Kruskal Wallis varyans analizine gore, en az bir popiilasyonun GST enzim
aktivitesi digerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede farklidir (P=0.004).
Popiilasyonlara ait GST enzim aktiviteleri ortalamalar1 Sekil 4’te verilmistir.

Coklu Karsilastirma testi sonuglarina gore, hassas ve tarla (Adana, Hatay ve
Antalya) popiilasyonlarinin GST enzim aktiviteleri arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (P=0.069, P=0.520, P=0.092). Yani hassas
popiilasyon ile tarla popiilasyonlar1 arasinda GST enzim aktivitesi yoniinden
farklilik yoktur. Ancak, tarla popiilasyonlarindan Antalya popiilasyonunun GST
enzim aktivitesi Adana popiilasyonunun GST enzim aktivitesine gore daha yiiksek
oldugu ve bu farklilik istatistiksel olarak énemli oldugu belirlenmistir (P=0.028).
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Sekil 4. Helicoverpa armigera popiilasyonlarinin glutatyon S-transferaz enzim aktiviteleri.
Asetilkolinesteraz (AChE) enzim aktivitesinin 0l¢iimii

Calismamizda, H. armigera’da AChE enzim aktivitesinin 6l¢iimii Elman et al.
(1961) metoduna gore yapilmistir. H. armigera popiilasyonlarina ait AChE enzim
aktivitesi ortalamalar1 Sekil 5’te verilmistir. Kruskal Wallis varyans analizine gore,
en az bir popiilasyonun AChE aktivitesi digerlerinden istatistiksel olarak anlaml
derecede farkli bulunmustur (P=0.000).
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“Coklu Karsilagtirma” testi sonuglarina gore, hassas ve Adana popiilasyonlarinin
AChE enzim aktiviteleri arasinda, istatistiksel olarak anlamli derecede bir fark
bulunmamistir (P=0.47). Hassas ve Hatay popiilasyonlarinin AChE enzim
aktiviteleri arasinda, istatistiksel olarak anlamli derecede bir fark yoktur (P=0.671).
Hassas ve Antalya popiilasyonlarinin AChE enzim aktiviteleri arasinda, istatistiksel
tarla popiilasyonlarindan daha yiiksek AChE enzim aktivitesine sahip olmasina
olarak anlaml derecede bir fark yoktur (P=0.960). Bu test sonucuna gore, hassas
popiilasyon ragmen, hassas popiilasyonun AChE enzim aktivitesi ile tarla
popiilasyonlarinin AChE enzimi aktiviteleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak
onemli bulunmamustir.
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Sekil 5. Helicoverpa armigera popiilasyonlarinin asetilkolinesteraz enzim aktiviteleri.

Tarla popiilasyonlarinda en diisiikk AChE aktivitesine sahip olan popiilasyon Adana
popiilasyonudur. En yiiksek enzim aktivitesine sahip popiilasyon ise Antalya
popiilasyonudur. Adana popiilasyonu ile Antalya popiilasyonu arasindaki fark,
Antalya popiilasyonunun lehine istatistiksel olarak nemli bulunmustur (p=000).
Hatay popiilasyonun AChE enzim aktivitesi de Antalya popiilasyonunun enzim
aktivitesinden daha diistiktiir ve bu farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(p= 0.016). Adana popiilasyonu ile Hatay popiilasyonu arasinda AChE enzim
aktivitesi agisindan farklilik istatistiksel olarak dnemli degildir (p=0.052).
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TARTISMA VE KANI

Bu c¢alismada elde edilen tiim veriler degerlendirildiginde, H. armigera
popiilasyonlar1 ile yapilan biyokimyasal ¢aligmalar sonucunda, Adana ve Hatay
popiilasyonu genel esteraz enzim aktivitesi, hassas popiilasyonun genel esteraz
enzim aktivitesinden daha diisiik bulunmustur. Antalya popiilasyonunun genel
esteraz enzim aktivitesi ise, hassas popiilasyonun enzim aktivitesine benzer
bulunmustur. Genel esteraz enzim aktivitesi Adana, Hatay ve Antalya
popiilasyonlarinda sirasiyla 0.65, 0.80 ve 1.14 kat olarak belirlenmistir.

Glutatyon S-transferaz ve asetilkolinesteraz enzim aktiviteleri agisindan tarla
popiilasyonlari ile hassas popiilasyon arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
bulunmamugtir. GST enzim aktivitesi Adana, Hatay ve Antalya popiilasyonlarinda
sirastyla 0.75, 0.92 ve 1.06 kat, AChE enzim aktivitesi ise Adana, Hatay ve
Antalya popiilasyonlarinda sirasiyla 0.43, 0.60, 0.80 kat olarak belirlenmistir.

Ugurlu and Gurkan (2007) tarafindan ayni popiilasyonlarda yapilan g¢alismada,
biyoassay ¢alismalar1 sonucunda tarladan toplanan H. armigera popiilasyonlarinin
endosulfan, profenofos, ve methomyl’e karsi dayaniklilik oranlari diisiik
bulunmustur (0.92-2.13 kat arasinda degismektedir). Tarla popiilasyonlarinin
dayaniklilik oranlari, sentetik piretroidli ilaglardan tralomethrine karsi 15-24 kat
arasinda oranlarda ve lambda-cyhalothrine karsi 20-41 kat daha dayanikh
bulunmuslardir.

Bu calismada elde edilen enzim aktivitesi sonuglara gore, enzim aktiviteleri ile
sentetik piretroidli insektisitlere dayaniklilik arasinda dogrudan bir iliski
bulunamamustir. Tarla popiilasyonlarinda tralomethrin ve lambda-cyhalothrine
dayanikli bulunan popiilasyonlarda esteraz enzim aktivitesi hassas popiilasyon gore
daha diisiik bulunmustur. Bu durum yapilan diger ¢aligmalarda da goriilmektedir.
Martin et al. (2002) H.armigera’nin dayanikli BK99R9 popiilasyonunda diisiik
esteraz aktivitesi elde etmistir ve H. armigera’da deltamethrine karsi dayaniklilikta
esterazlarin oksidazlara goére muhtemelen daha az role sahip olduklarmm
bildirmektedirler. Siegfried and Scott (1992)’ta, bir¢ok organik fosforlu ve
karbamatli insektisite ¢oklu dayaniklilik gosteren Blattella germanica (L)
popiilasyonu ile propoxur ve chlorpyrifos’a karst dayaniklilik mekanizmasinin
belirlenmesi amaciyla yaptiklar arastirmada, belirlenen genel esteraz aktivitesi ile
dayaniklilik seviyesi arasinda beklenen bir ilginin olmadigini tespit etmislerdir.
Cin’de yapilan bir c¢alismada, H. armigera popiilasyonlarinda fenvalerate
dayanikliliginda esterazlari 6nemli olmadig1 ve dayanikliligin esas olarak karigik
fonksiyonlu oksidaz’in metabolik mekanizmasi1 nedeniyle oldugu bildirilmektedir
(Yidong and Jinliag 1996). Bin (1994), H. armigera’da dayanikli ve hassas
popiilasyonlardan elde edilen karboksil esteraz aktivitesinin benzer olabilecegini ve
piretroid dayanikliligi ile bir baglantisinin olmadigim bildirmektedir.

GST enzim aktivitesi agisindan incelendiginde, yapilan bir¢ok ¢alisma GST enzim
aktivitesi ile deltamethrin ve diger piretroidlere kars1 dayaniklilik gelisimi arasinda
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pozitif bir iligki oldugunu bildirmektedirler (Tang et al, 2000; Martin et al. 2002,
Omer et al. 2009). Bu ¢alismada elde edilen sonuglarda GST enzim aktivitesi tarla
popiilasyonlarinda ve hassas popiilasyonlarda benzer bulunmustur. Ancak, Antalya
popiilasyonunda istatistiksel olarak onemli olmasa da GST enzim aktivitesinde
hassas popiilasyona gore daha yiiksek GST aktivitesi belirlenmistir.

GST aktivitesinin artmasinin insektisitlere karsi dayamiklilikla, &zellikle
organikfosforlu bilesiklere karsi dayaniklilikla, ilgili oldugunu gostermektedir
(Motoyoma and Dauterman 1980, Clark 1990, Reidy et al. 1990, Fournier et al.
1992). Ancak, bu c¢alismada enzim aktivitelerinin belirlendigi popiilasyonlarda,
organik fosforlu insektisitlere kars1 yiiksek seviyede dayamiklilik tespit
edilmemistir (Ugurlu and Gurkan 2007). Organik fosforlu ve karbamatlilara
dayaniklilik acisindan ele aldigimizda, GST aktivitesi agisindan tarla
popiilasyonlarinin enzim aktivitesi ile hassas popiilasyonun enzim aktivitesinin
benzer ¢ikmasi beklenen bir sonugtur.

Insektisitlere kars1 dayaniklilikta GST’lerin 6nemli bir role sahip olduguna dair
bircok veri mevcuttur. ilk olarak, organik fosforlu bilesikler, cyclodienler ve 1,1,1-
trichloro-2,2-bis (p-chlorophenyl) ethane’t igeren bir¢ok insektisit i¢in bir
detoksifikasyon yolunu gostermektedir (Fukami 1980). Ikinci olarak, bazi
dayanikli boceklerin bir glutatyon—bagimlilig1 yoluyla insektisitleri daha etkili bir
sekilde metabolize ettikleri bulunmustur (Motoyama et al. 1971; Oppenoorth et al
1972). Ugiinciisii olarak ise, baz1 dayamkli bécek irklarinda yiiksek seviyede GST
aktivitesi belirlenmistir (Motoyama et al. 1977, Ottea and Plapp 1984 ). Fournier et
al. (1987) tarafindan yapilan bir ¢alismada, GST aktivitesinin artmasi ve GST
bagimli insektisit metabolizmasi birbiriyle ilgili bulunmustur. Dayaniklilik
mekanizmasinda GST’lerin 6nemine ragmen, onun temelini teskil eden genetik
mekanizma agiklanmamustir.

Tarla ve hassas popiilasyonlarda AChE enzim aktivitesinin benzer ¢ikmasi, sentetik
piretroidli insektisitler disinda, organik fosforlu ve karbamath diger insektisitlere
kars1 dayaniklilik oraninin diisiik oldugu dikkate alinirsa beklenen bir sonuctur.
Ciinkii AChE enzimini engelleyen insektisitler organik fosforlu ve karbamath
insektisitlerdir. Organik fosforlu ve karbamatl insektisitlerin hedefi olan
asetilkolinesteraz enzimi ile ilgili olarak bir¢ok arastirma yapilmistir. Memelilerde,
asetilkolinesterazin iki tipi bilinmektedir. Bunlar, asetilkolinesteraz veya gercek-
kolinesteraz ve butirilkolinesteraz veya yalanci-kolinesterazdir.  Yalanci-
kolinesterazin ~ fizyolojik fonksiyonunun bilinmemesine ragmen, bu iki
kolinesterazin  fonksiyonu, dagilimi ve oOzellikleri farklidir. Bdceklerdeki
kolinesterazin ozellikleri, memelilerdeki gergek kolinesterazin ozellikleri ile
benzerdir. Bu nedenle ya asetilkolinesteraz ya da kolinesteraz olarak isimlendirilir.
Kolinesterazin diger formunun (yalanci-kolinesteraz) boceklerde varligi heniiz
ispatlanmamigtir (Hama 1983).

AChE’lar diger dayaniklilik mekanizmalar1 ile birlesmis olarak bulunabilirler.
Ornegin, insektisitin diisiik penetrasyonu, oksidazlar, esterazlar veya GST
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nedeniyle daha iyi bir degradasyon saglanabilir (Oppenoorth et al. 1977). Bu
durumda, enzim duyarsizligi ve dayaniklilik arasinda dogrudan bir birlesme
beklenemez (Oppenoorth 1985).

Sonug olarak, esterazlar, GST ve oksidazlar H. armigera’da insektisitlere
dayaniklilik mekanizmasinda detoksifikasyon yoluyla etkili olan ii¢c Onemli
enzimdir. Ancak bunlarin her birinin dayanikliliktaki kesin rolleri hala
aragtirilmaktadir. Insektisitlere dayamkliliktaki etkinlikleri, muhtemelen bu
enzimlerin birlikte etkileri nedeniyle olmaktadir.

Bu calismada elde edilen verilere gore, H. armigera popiilasyonlarinda enzim
aktiviteleri ve dayamiklillk arasinda herhangi bir baglantinin  oldugu
belirlenememistir. Bu baglantinin ortaya konmasi i¢in, bu ¢alismada ele alinmayan
ve dayaniklilikla ilgisi oldugu disiiniilen diger enzim aktivitelerinin de
belirlenmesi gerekmektedir.
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