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MANISA iLi BAG ALANLARINDA SALKIM GUVESI [Lobesia
botrana (Denis & Schiffermiiller) (Lepidoptera: Tortricidae)]
POPULASYONLARININ INSEKTISIT DIRENCININ BELIRLENMESI

HATIPOGLU, Ahmet
Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal1
Tez Danismant: Prof. Dr. Enver DURMUSOGLU
Temmuz 2014, 127 sayfa

Bu c¢alisma, 2011-2014 yillar1 arasinda bagin ana zararlisi olan Salkim
giivesinin yaygin kullanilan insektisitlere karsi diren¢ durumunun belirlenmesi
amacityla gergeklestirilmistir. Bu amagla 2011-2012 yillar1 arasinda Manisa ili bag
alanlarindan farkli popiilasyonlardan ornekler toplanmis ve Ege Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii iklim odalarinda kiiltiire alinmustir.

Daha once Salkim giivesi i¢in uygun bir biyoassay yontemi bulunmadigi
icin, bu calisma ile ilk kez 3 farkli biyoassay yontemi kullanilarak Salkim giivesi
i¢in en uygun biyoassay yontemi belirlenmeye calisilmistir. 4 farkl ilacin; larvaya
topikal aplikasyonu, besin lizerine piiskiirtiilmesi ve besine karigtirma yontemleri
ile 3 farkli populasyon iizerinde etkilerine bakilarak Salkim giivesi i¢in en uygun
biyoassay yontemi, ilaglarin besine karistirilmasi yontemi olarak belirlenmistir.
Bu yontem kullanilarak iklim odalarinda kiiltiirii gelistirilebilen 10 farkli Salkim
giivesi populasyonunda LC degerleri belirlenmis ve bu degerler hassas
populasyonla kiyaslanarak populasyonlarin direng katsayilar1 hesaplanmistir.
Biyoassay calismalar sonucunda hesaplanan LCsy degerleri hassas populasyona
gore chlorpyrifos-ethyl i¢in Sarigdl-2 populasyonunda yaklastk 6 Kkat,
deltamethrin i¢in Salihli populasyonunda yaklasik 5 kat, indoxacarb i¢in Ahmetli
populasyonunda yaklasik 6 kat, spinosad i¢in Saribey populasyonunda yaklasik
6,5 kat daha fazla bulunmus ve s6z konusu populasyonlarin bahsi gegen ilaglara
kars1 direng gelistirmeye basladig tespit edilmistir.

Biyokimyasal testler sonucunda ise 10 populasyondaki AChE, EST, GST ve
P450 enzim aktiviteleri belirlenmistir. GST enzim aktiviteleri sonucunda 6nemli
bir farklilik goriilmemis, P450 enzim analizlerinde ise segilen yontem sonucunda
herhangi bir veri elde edilememistir. Sarig6l-2 populasyonunda, AChE enzim
aktivitesi hassas populasyona goére yaklasik 5 kat, EST enzim aktivitesi ise
yaklasik 1,5 kat oranla fazla bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Salkim giivesi, insektisit direnci, biyoassay, enzim
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ABSTRACT

DETERMINATION OF INSECTICIDE RESISTANCE OF
EUROPEAN GRAPEVINE MOTH [Lobesia botrana (Denis &
Schiffermiiller) (Lepidoptera: Tortricidae)] FROM MANISA PROVINCE
IN VINEYARDS

HATIPOGLU, Ahmet
PhD in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Enver DURMUSOGLU
July 2014, 127 pages

This study, which took place between 2011 and 2014, has been carried out
to determine the resistance to insecticides of European Grapevine Moth, the main
pest of vineyards in Manisa region. To this end, different populations from
vineyards in Manisa region were collected and cultured in the climate rooms at
the Department of Plant Protection, Ege University Faculty of Agriculture.

Since there is no previous proper bioassay method for European Grapevine
Moth, three different bioassay methods have been used to determine the best
bioassay method for European Grapevine Moth. The methods of blending
artificial diet with pesticide, spraying artificial diet with pesticide, and topical
application have been applied with four different pesticides on three populations
and blending artificial diet with pesticide method has been determined as the most
suitable bioassay method for European Grapevine Moth. Using this method, LC
values have been determined in 10 different European Grapevine Moth
populations which were cultured in climate rooms and then comparing these
values with susceptible population, resistance coefficients have been determined.
At the end of bioassay studies, in comparison with the susceptible population,
LCso values have been found to be approximately 6 fold for chlorpyrifos-ethyl in
Sar1gdl-2 population, approximately 5 fold for deltamethrin in Salihli population,
approximately 6 fold for indoxacarb in Ahmetli population, approximately 6,5
fold for spinosad in Saribey population, and the populations in consideration have
been seen to develop resistance against the mentioned insecticides.

At the end of biochemical tests, enzyme activities of AchE, EST, GST, and
P450 have been determined in 10 populations. No significant difference has been
observed at the end of GST enzyme activities, while in the analysis of P450
enzyme activities no data has been obtained at the end of the chosen method. In
Sari1g6l-2 population, AchE enzyme activity has been 5 fold while EST enzyme
activity have been observed to be 1,5 fold compared to the susceptible population.

Key words: European Grapevine Moth, insecticide resistance, bioassay,
enyzme.
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1. GIRIS

Uziim, asmagiller (Vitaceae) familyasinin Vitis cinsinden sarilgan bir
bitkiye verilen genel bir isimdir. Yeryiiziinde kiiltlirii yapilan en eski meyve
tiirlerinden birisidir. Tarihgesi M.O. 5000 yilina kadar dayanir. Anavatam
Anadolu’yu da i¢ine alan Kiigiilk Asya ve Kafkasya’y1 da kapsayan bolgedir
(Wikipedia, 2013).

Yaygin olarak yetistirilen ve ekonomik 6neme sahip bag, diinya capinda
yaklasik 7,9 milyon hektarin iizerinde yetistirme alanina sahiptir. Sarap, kuru
iizlim, taze meyve, meyve suyu, recel, konsantre ve tohum yaglar iiretmek icin
kullanilir. Uziim (Vitis sp.) Vitaceae familyasma ait iiyelerden olusur. Vitis
yaklagik 60 tiir ile, kromozom sayisina gore [Euvitis (38 kromozom) ve
Muscadinia (40 kromozom) igermektedir] iki subgeneradan olusmaktadir. Tiir
cesitliliginin  birincil merkezleri Kuzey Amerika ve Dogu Asya olarak
bilinmektedir. Bir¢ok ¢esit Avrupa tiziimii olarak isimlendirilen, Vitis vinifera’dan
tiiretilmistir. 6.000-10.000 y1l 6nce Karadeniz ve Hazar Denizi arasindaki bolgede
bulunan {iziim bu bolgeden doguda Asya'ya ve batida Akdeniz Bolgesini igine

alan bir yayilim gostermistir (Reisch et al., 2012)

Diger meyvelerle kiyaslandiginda en fazla ¢eside sahip olan tiirlerden biri
olan liziimiin 15.000'in iizerinde ¢esidi bulundugu tahmin edilmektedir. Anavatani
Anadolu olan g¢esitler 1.200"in tizerindedir. Bu ¢esitlerden olusturulmus Milli
Koleksiyon Bag: Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisiinde bulunmaktadir.
Bunlarin 50-60 kadarinin ekonomik iiretimi yapilmaktadir. Tiirkiye’de bir¢ok
bolgede yetistirilmekte olan iiziim 6zellikle Ege Bolgesinde, Manisa ilinde ¢ok
yaygindir. Bag alanlariin biiyiik bir kism1 Manisa’da bulunmaktadir. Dolaysiyla

iilke tiretiminin de biiylik bir kismi burada gerceklesir.

Uziimiin; anti-oksidan, anti-aging (yaslanmay1 geciktirici), kan yapimia
yardimct ve kanserden koruyucu etkileri bilinmektedir. Siyah iiziim kabugunda
bulunan 'Resveratrol' maddesi, anti-kanserojen ve anti-oksidan olma o6zelliklerini
tasimakta ve beyin hiicrelerini korumaktadir. Uziimiin cekirdegindeki diger bir
madde olan 'Quersetin' ise, kan yapimina yardimci olmaktadir. Bu yolla

damarlarin sagligin1 da olumlu yonde etkilemektedir.



Uziimiin gii¢lii anti-oksidan 6zelligi, E vitamininden 50, C vitamininden ise
30 kat daha fazladir. Uziim sirasinda; su (% 70-80), karbonhidratlar (% 15-25),
organik asitler (% 0,3-1,5), tanenler (% 0,01-0,10), azotlu bilesikler (% 0,03-
0,17), mineral bilesikler (% 0,3-0,5) bulunmaktadir (Wikipedia, 2013).

Cok eski bir kiiltiir bitkisi olan {iziim i¢in 1slah, yetistiricilik teknikleri vb.
tarimsal ugraslar olduk¢a gelismis olmasina ragmen, giliniimiizde birgok hastalik,
zararli ve yabanci ot ile liretim kalite ve miktarmi arttirmak i¢in miicadele
edilmesi gerekmektedir. Bunlarin basinda ise ana zararli olan Salkim giivesi
[(Lobesia botrana Denis ve Schiffermuller, 1775) (Lepidoptera: Tortricidae)]
gelmektedir. Avrupa, Afrika, Giliney Amerika ve son yillarda Amerika kitasinda
da bulundugu tespit edilen bu zararl, miicadele edilmedigi takdirde 6nemli zarar
seviyelerine ulagmaktadir. Literatiirde “Avrupa Salkim Giivesi (European Grape
Moth)” olarak adlandirilan bu zararli Tirkiye’de Salkim giivesi olarak
bilinmektedir. Uretim sezonu boyunca Tiirkiye’de ve benzer iklime sahip Akdeniz

tilkelerinde 3-4 dol veren bu zararli ile yogun bir ilagh miicadele yapilmaktadir.

Tiirkiye’de T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin da ilge
teskilatlar1 aracililigiyla miicadelesine destek verdigi Salkim giivesinde yumurta
ve larva cikiglar1 takip edilerek f{ireticilere ilaglama zamanlar1 i¢in uyarilar
verilmektedir. ikinci délden sonra miicadelesi 6nem kazanan bu zararl i¢in bir¢ok
iireticinin bu uyarilar dikkate aldigini ancak klasik bir {iretici davranisi olarak, ek
ilaglamalarla da {riiniini garanti altina alma davranigi i¢inde olduklar
goriilmektedir. Bir {iretim sezonu boyunca 10°dan fazla ilaglama yapildigi

bilinmektedir.

Ote yandan bircok zararhida karsimiza c¢ikan ve yogun ilaglama yapilan
alanlarda daha da cabuk tespit edilen baska bir sorun ise zararlilarin kullanilan
insektisitlere direng kazanmasidir. Direng, arka arkaya ayni insektisitin ya da ayni
etki mekanizmasina sahip insektisitlerin kullanimiyla boceklerde o insektisit/etkili

madde grubuna hassasiyet azalisi1 olarak tanimlanabilir.

Bu konuda yapilmis birgok ¢alisma direng gergegini ortaya g¢ikartmustir.
1908 yilindan 2012 yilina kadar boceklerin insektisitlere karsi direnci ile ilgili
yapilan tiim calismalara baktigimizda 574 tiirde, 338 maddeye kars1, 10.357 vaka
bildirilmektedir. Bu vakalarin ise %27’si Diptera takiminda kaydedilmisken,



%25°1 ise Lepidoptera takimina ait kayitlardan olusmaktadir (Whalon et al.,
2012).

Her ne kadar bu durum yilda ¢ok dol veren zararlilarda daha yaygin goriilse
de yilda 3-4 dol veren zararhilarda da direng tespit edilmistir. Ornegin Salkim
giivesi ile yakin akraba olan, ayni1 familyaya ait Elma i¢ kurdu [Cydia pomonella
(L.) (Lep.: Tortricidae)] ile yapilan bir¢ok calismanin da iginde oldugu 59
calismada, 89 bolgede, 21 farkli etkili maddeye karsi tespit edilen direng kayitlari
karsimiza ¢ikmaktadir (Arthropod Pesticide Resistance Database-APRD, 2014).

Zararlhlarda goriilen direng durumu, kullanilan insektisitlerin piyasadaki
Omriinii azaltmakla beraber, baska etkili maddelere de diren¢ kazanabilmesiyle
sorun daha da biiylimektedir. Bir zararliya karsi ruhsat almis yeni bir insektisitin
kullannm 6mrii 10 yila kadar varabilecekken, bilingsiz kullanim ve yapilan
uygulama hatalar1 ile bu siire olduk¢a azalmakta, bunun yaninda iiretim
maliyetleri artmakta, etkisizlik sebebiyle ilaglama sayisinin arttirilmasinin da bu
duruma katilmasiyla ciddi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum sadece iiretici
yonilinden degil insektisit iireten sirketler i¢in de etkili maddelerin kullanim

Omriiniin kisalmasi ile ciddi bir sorun teskil etmektedir.

Bu bilgiler 1s1¢inda Ege Bolgesinin 6nemli bir tarim iirlinii olan {iziimiin
ayni zamanda onemli bir ihracat {irlinii de olmasi ve ana zararlis1 olan Salkim
giivesi ile yapilmis insektitistlere kars1 diren¢ ¢alismalarinin ¢ok kisitli olmasi bu

caligmanin temel gerekgesi olmustur.



2. DUNYADA VE TURKIYE’DE BAGCILIK

Diinyada 7,5 milyon ha alanda yetistirilen bagdan yilda yaklasik 69 milyon
ton liziim elde edilmekte ve bunun 4 milyon tondan fazlasi Tirkiye’deki bag
alanlarinda gergeklestirilmektedir (Cizelge 2.1). Diinya {iziim iiretiminde Cin ilk
sirada yer alirken, italya, A.B.D., Fransa, Ispanya ardindan gelmekte ve altinci

sirada yer alan Tiirkiye diinya iiziim lretimini % 6’sin1 karsilamaktadir (Sekil

2.1).

Cizelge 2.1 Diinyada 2008-2011 yillar arasinda iiziim iiretiminde 6nde gelen ilkeler ve iiretim

miktarlari®* (FAOSTAT, 2013)

Yillar
Ulkeler 2008 2009 2010 2011
Cin 7,23 8,03 8,65 9,17
ftalya 7,79 8,24 7,78 7,11
AB.D. 6,63 6,62 6,77 6,75
Fransa 6,01 6,10 5,79 6,58
Ispanya 5,95 5,53 6,10 5,80
Tiirkiye 3,91 4,26 4,25 4,29
Sili 2,40 2,60 2,90 3,14
Arjantin 2,82 2,18 2,61 2,75
*milyon ton
m  Turkiye

u Diger

94%

64.796.942 ton

4.296.351 ton
6%

Sekil 2.1 2011 y1l1 diinya {iziim iiretiminde Tiirkiye’nin pay1 (FAOSTAT, 2013).




Tiurkiye bagcilik i¢in diinyanin en elverigli iklim kosullarina sahip
ilkelerdendir. Asmanin gen merkezi olmasinin yani sira, son derece eski tarihlere
dayanan bir bagcilik kiiltiiriine sahip olan Anadolu bagciligmin kokenleri M.O.
2300 yillarina dayanmaktadir. izmir’de ¢ikarilan arkeolojik bazi buluntular, Ege
Bolgesinde bagciligin M.O. 600-700 yillarina dayandigini  gostermektedir
(Anonymous, 1997).

Manisa ilinde 2012 yilinda fretilen toplam 1.767.534 ton meyvenin
1.513.540 tonluk kismini {iziim olustururken (Cizelge 2.2), Tiirkiye’de iiretilen
{iziim miktarinin % 36’s1 Manisa ilinde gergeklestirilmistir (Sekil 2.2). Manisa ili
ayni zamanda Tiirkiye’den ihra¢ edilen ¢ekirdeksiz kuru iiziimiin de % 75-80’ini

karsilamaktadir (TUIK, 2013).

Cizelge 2.2 2008-2012 yillart arasinda Tiirkiye ve Manisa’da toplam meyve ve liziim liretimi
miktarlari* (TUIK, 2013)

Tiirkiye Manisa
Yillar Toplam meyve  Uziim Toplam meyve ~ Uziim
2008 16,78 3.91 1.63 1.39
2009 17.72 46 .73 1.42
2010 17,91 425 1,56 137
2011 18,42 4,29 1,62 1,40
2012 19,27 4,18 1,76 1,51

*milyon ton

Manisa
1.513.540
ton
36%

B Diger
2.671.586

ton

64%

Sekil 2.2 2012 Y1li Tiirkiye iiziim iiretiminde Manisa’nim pay1 (TUIK, 2013).



3. SALKIM GUVESIi HAKKINDA GENEL BIiLGILER
3.1 Sistematikteki Yeri

Lepidoptera takiminin Tortricidae familyasindan olan Lobesia botrana’nin
(Fauna Europea, 2013) sinonimi olarak da; Polychrosis flavosquamella Dufrane,
1960 ve Olindia rosmarinana Milliére, 1866 bilinmektedir (Global Biodiversity
Information Facility, 2013).

3.2 Tanim ve Biyolojisi

Salkim giivesinin ergini 18-20 mm kanat acikligina sahiptir. Uzun ve ince
antenleri vardir. Inci gri 6n kanatlar iizerinde iic adet hafif egimli, kiigiik,
kirmizimsi-kahverengi alanlar bant seklinde goriilmektedir. Bu bantlardan biri
kanadin baslangicinda, digeri daha genis orta kisminda, son olarak da kanadin
ucuna dogru genislemektedir. Etraflarinda kismen siyah lekeler bulunur. Grimsi
arka kanatlar ise etrafinda daha koyu bir bdlge ve gri killar ile ¢evrelenmistir

(Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Salkim giivesi ergini (INRA, 2014).

Yumurta, yuvarlak, 0,6-0,7 mm arasinda bir ¢apa sahiptir. Beyazimsi yesil
renge sahip olan yumurta 1s1k ile birlikte gdkkusagi renklerini yansitabilir ve

hafifce konveks yapidadir. (INRA, 2014).

L. botrana yumurtalarini, diger tortricidlerin aksine kitleler halinde degil,
tek tek eliptik ve diiz yumurta seklinde birakir. Islak gibi, kremsi beyaz sari
yanardoner bir renk hakimdir. Daha sonra yumurta i¢inde gelisen larvanin bas

kismi belirginlesir ve yumurta goriiniimiinii kismi olarak karartir (Sekil 3.2).



Larva, saydam yumurta kabugunu bitkiye baglh birakarak yumurta kenarindan
kapak acarak ¢ikis yapar (Varela et al., 2010).

Sekil 3.2. Salkim giivesi karabas donemindeki yumurtasi.

Larva, 8-9 mm boyunda, dar, sarimsi yesilden, grimsi yesile bir rengi vardir
(Sekil 3.3). Bag ve gogiis donemine gore kirmizimsi, kahverengi, yesil olabilir,
kahverengimsi-sar1 bas ve gogiis plakasi ile dikkat ¢eken larva ¢evik ve hizlica
hareket edebilir. Rahatsiz edildiginde bir ipek salgi ile kendini askiya alarak
sarkitabilir ve yere inebilir (INRA, 2014). Her iki cinsiyette bes larva donemi
vardir; tam olarak biiyiimiis larvalar koyu toraks bacaklar ile yaklasik 1,2 cm

uzunlugundadir.

Sekil 3.3 Salkim giivesi larvasi (INRA, 2014).

Birinci donem larvalar1 siyah bir kafa ile kremsi beyaz viicut rengine
sahipken, olgun larvalar daha agik bir renge sahiptir, sarimsi-kahverengi bas
kisminin arka kenarinda viicuda yakin koyu bir smir ¢izgisi (Sekil 3.4) ile

tanimlanabilirler (Varela et al., 2010).



Sekil 3.4 Salkim giivesi olgun larvasinda bas kismi (INRA, 2014).

Pupa, sarimsi-yesilimsi koyu kahverengi, kabuk altinda gatlaklarda veya
topragi malg olarak destek yaparak toprakta, kuru yapraklarin kivrimlarinda, {iziim

demeti i¢inde bir ipek kozasi i¢cinde bulunur (INRA, 2014) (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Salkim giivesi pupasi (INRA, 2014).

33 Yayihisi

Salkim giivesi (Lobesia botrana Denis ve Schiffermuller, 1775)
(Lepidoptera; Tortricidae) iiziim iiretimi yapan Avrupa ve Akdeniz iilkelerinde,
Orta Dogu, kuzey ve bat1 Afrika, Kafkas bolgesi ve Japonya’da en ciddi zararh
konumundadir (Bovey, 1966; Gabel ve Roehrich, 1995; Charmillot et al., 2006).



Amerika kitasinda yeni sorun olmaya baglayan bu tiir, Sili’de 2008 yilinda
goriilmiistiir. Uziim iiretiminde diinyada ii¢iincii sirada olan A.B.D.de ise ilk kez

Ekim 2009 da Napa County bag alanlarindan rapor edilmistir (Varela et al., 2010).

Orijini kesin olarak bilinmemektedir fakat ilk kez 1775 yilinda Denis ve
Schiffermiiller tarafindan Avusturalya’da bulunmustur. Sonralar1; Giiney Avrupa,
Kuzey Afrika, Tirkiye, Gilineybati ve Giineydogu Rusya, Transkafkasya,
Kazakistan, Orta Asya, Iran, Irak, Japonya, Kuzey Amerika’da da tespit edilen
(Razowski, 2001) bu zararli bu bolgelerden; Avrupa, Kuzey ve Bati Afrika, Orta
Dogu ve Bati1 Rusya’ya da yayilmistir. Gliniimiize yakin tarihlerde; Sili’de 2008
yilinda, A.B.D.’de Napa Valley California’da 2009 yilinda tespit edilmistir
(Varela et al., 2010)

Diinyada {iziim iiretim alanlart Sekil 3.6’da, Salkim giivesi’nin yayilis
gosterdigi alanlar ise Sekil 3.7°de verilmistir. Tiirkiye’de Salkim giivesi biitiin bag
alanlarinda bulunmaktadir (Zirai Miicadele Teknik Talimatlari, 2008).

Sekil 3.6 Diinyada iiziim {iretim alanlar1 (Caboni and Cabras, 2010).

Sekil 3.7 Salkim giivesinin yayilis alanlar1 (Varela et al., 2010).
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34 Konukgular:

Avrupa asmasi [Vitis vinifera (Vitaceae)], Amerikan liziimii [Vitis labrusca
(Vitaceae)] ve Arabistan defnesi [Daphne gnidium (Thymelaeaceae)] Salkim
giivesinin  Giliney Avrupa’da yaygin bulunan ana konukgularidir. Bazi
arastirmacilara gére D. gnidium, L. botrana’nin orijinal konukc¢usudur, zamanla

liziim onun adapte oldugu konuk¢u olmustur (Varela et al., 2010).

Larva, bazilarinda digerlerinden daha iyi gelismesine ragmen tiim iiziim
cesitleri lizerinde beslenir. Bunlarin arasinda; bogiirtlen (Rubus fruticosus),
bektasi liziimii (Ribes sp.), siyah ve kirmizi frenk tizimi (Ribes nigrum), zeytin
(Olea europaea), kiraz (Prunus avium), erik (Prunus domestica), Trabzon
hurmas1 (Diospyrus kaki), kivi (Actinidia chinensis), nar (Punica granatum),
karanfil (Dianthus spp.) ve baz1 yabani tiirlerden olusan konuk¢u dizini mevcuttur

(Zalom et al., 2011).

Literatiirde, Salkim giivesinin {liziim disinda yaklagik 25 konukgusu
oldugunu goriilmektedir. Ancak L. botrana ¢ok nadiren diger konukcularda
bulunur. Vitis vinifera ise ana besin kaynagini olusturmaktadir. L. botrana sadece
asmalarin {izerinde dnemli bir zararli olarak kabul edilir. Ornegin zeytin yalnizca
cigekleri bakimindan onemlidir, asla meyvede beslenme goriilmez. Dolayisiyla
ilkbahar sonunda baglar etrafindaki zeytin agaclar izerindeki Salkim giiveleri bag

alani i¢in zarar i¢in 6nemli bir enfeksiyon kaynagi olabilir (Varela et al., 2010).

35 Yasam Cemberi

Salkim giivesi kis1 asma kabuklar1 altinda ya da diger korunmus yerlerde
pupa olarak gegirir. Ilkbaharda uygun orantili nem ve sicaklikta erginler goriiliir.
Erginler geceleri aktiftir. Kelebekler giindiizleri asmanin i¢ kisimlarinda
hareketsiz durur. Aksamiistii giines battiktan sonra 14-31°C sicaklik araliginda
ucuslar gerceklesmektedir. Ugus gece yarisina kadar devam eder. Kelebekler i¢in
en uygun ugus sicakligi 20-27 °C, orantili nem ise % 40-70’dir. birinci dol
kelebekleri, bolgelere gore Nisan sonundan Mayis sonuna kadar goriilebilir.
Uguslar 2-3 haftaya yayilmistir. Tirt1l ¢igeklenme zamaninda gelisimini tamamlar.
Ikinci dole ait erginlerin ugus zaman1 Haziran-Temmuz aylarinda olur, iigiincii dol

ise Agustos ortasi-Eyliil sonu arasinda gerceklesir. Ergin omrii 10-12 giindiir ve
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ciftlesme alaca karanlikta baslar ve ciftlesmeden 2-3 giin sonra yumurta birakimi

baslar (Venette et al., 2003; INRA, 2014).

Ik déle ait yumurtalar ¢igek tomurcuguna birakilir. Bazen ¢anak kismina ya
da asmanin silirglin veya yapraklarina da birakabilir. Sonraki dollere ait
yumurtalar1 ise taneler iizerinde bulmak miimkiindiir. Bir disi giinde 40 ila 60 adet
yumurta birakabilir ve bir erginin dmrii boyunca 300’lin iizerinde yumurta
biraktig bildirilmektedir. Yumurta gelisimi, ilk dol i¢in 6-9 giin siirer, bu deger
daha yiiksek sicakliga maruz kalan sonraki doller i¢in ise 4-6 giindiir (INRA,
2014).

Birinci nesil larva birkag saatlik bir gezinme sonucunda 2 veya 3 cicek
tomurcugunun arasina girerek cicek zarfini deler ve tomurcuga niifuz eder. Bu
durum tiziim demetinin kurumasina yol agabilir. Larva bu donemde aktiftir ve
tespit etmek zordur. Sonraki nesillerin larvasi ise sadece birka¢ dakika gezinir ve
ipek ipliklerin de yardimiyla bir¢gok meyvede kemirmek suretiyle zararli olur.

Larva gelisimi 20-30 giin sonunda tamamlanir (UC-IPM, 2011).

Pupa gelisimi 10-14 giin siirer. Kislama genellikle kabuk altinda veya destek

kaziklariin gatlaklari arasinda pupa evresinde gerceklesir.

Salkim giivesi Akdeniz Bolgesinde, genellikle yilda iki-ii¢ dol wverir.
Tiirkiye’de genellikle 3 dol verir. Ancak iklim kosullar1 zararlinin isteklerine
uygun olan bdlgelerde ve yillarda dort dol meydana gelebilir. Orta Anadolu’nun
baz1 bag alanlarinda iki dol vermektedir (Zirai Miicadele Teknik Talimatlari,
2008). Kuzey Avrupa’da iki dol verirken, Giliney Avrupa’da iic dol vermektedir.
Bunun yaninda Ispanya, Yunanistan, Urdiin ve Misir’da dort dol verdigi
bildirilmektedir (Saphiro, 2010). Zararlinin verdigi dol sayis1 fotoperiyot, sicaklik,
orantili nem, besin kalitesi, predatdr ve hastalik etmenleri gibi pek ¢ok faktoriin
etkisi altindadir. Ancak bunlardan sicaklik, orantili nem ve fotoperiyot zararlinin

gelisiminde en 6nemli faktorlerdir. (Venette et al., 2003).

Salkim giivesinin ilk doliine ait egin uguslar1 tomurcuk zamani baglar ve 4-5
hafta devam edebilir; erkekler disilerden yaklasik bir hafta once ortaya ¢ikarlar.
Erginler, 1-3 hafta yasamlarini stirdiiriir ve alacakaranlikta ucarlar. Erginler ortaya
ciktiktan 1-6 giin sonra ¢iftlesirler. Disiler genellikle yasamlar1 boyunca bir kez
ciftlesir.
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Ciftlesmeden 1-2 giin sonra ovipozisyon baslar ve her disi 80-160 yumurta
birakir. {1k déle ait yumurtalar ¢igek kiimesi yakininda veya igine, diiz yiizeylerde
tek tek birakilir. Yumurtalar 7-11 giin i¢inde agilirlar. Larva beslenmek i¢in ve
yuva olusturmak i¢in ¢igeklenme sirasinda ag yapisiyla kendi beslenme alanini
yaratir. Optimal kosullar altinda (26.6- 29.5° C ve % 40-70 bagil nem) larva
gelisimi, 20-30 giin i¢inde tamamlanir (Varela et al., 2010).

Cicek kiimesi icinde beslenen larva olgunlasinca burada ya da, kabuk
altindaki bir gatlakta, bir yaprak kanadinin katlanmis kisminda ya da toprakta
kokon iginde pupa olabilir. Ergin ise pupa olusumundan 6-14 giin sonra ortaya

cikar.

Ikinci ve iiglincli dole ait disilerde yumurta gblgedeki meyvelere tek tek
birakilir. 3 ile 5 gilin i¢cinde yumurta acilir. Bir {izim salkimi i¢inde genellikle
meyveleri iginde ayri1 ayri beslenen birden fazla larva goriilebilir. Taneler
arasindaki besin kalitesi farki ya da biiylikliigli ergin disinin daha uzun Oomiirli
olmasi1 ve daha ¢ok sayida yumurta birakmasi iizerine etkilidir. Bu nedenle, daha
sonraki dolleri erken sezon dollerine gore daha fazla mahsulde zarar potansiyeline

sahip olurlar.

Sonbaharda, yumurta ve/veya larva gelisimi sirasinda 11 saatten daha uzun
geceler diyapozu (dinlenme durumu) baslatmaktadir. Diyapoz doénemine giren bir
pupa diyapoz olmayan bir pupaya gore soguga karsi daha dayaniklidir, hatta
soguk kuzey Avrupa kislarimi bile tolere edebilir. Subat ay1 baslarinda, post-
diyapoz gelisimi sirasinda, ergin ortaya ¢ikmadan Once, pupa 7.7 © C altindaki

sicakliklarda olebilir (Varela et al., 2010).

3.6 Zarari

Salkim giivesi’nin dogrudan iiziimde yaptig1 zarar, miicadelesi yapilmadigi
takdirde 6nemli derecede iiriin kaybina neden olmaktadir (Stockel, 2000; Thiéry,
2005). Zararlinin larvalari; tomurcuk, ¢icek, koruk ve olgun taneleri yemek
suretiyle zararli olmaktadir. Olgun tanede beslenirken yer degistirmesi daha fazla
oldugundan, bir larvanin zarar verdigi tane sayisi bu devrede daha fazladir. Ayrica
olgun taneden akan sekerli su, saprofit mantarlarin c¢ogalmasina da sebep
olmaktadir. Uriinii hem kalite hem de kantite yoniinden etkilerken, yas iiziim

ihracatinda ambalajlamada sorun yaratmasi ve zarar gérmiis iiziimlerden yapilan
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sarap kalitesinin diisiikliigli nedeniyle de bu zararliyla miicadele kag¢inilmaz

olmaktadir (Kaya, 1998; Cozzi et al., 2006).

Salkim giivesi larvalar1 erken ilkbaharda ¢icek kiimelerinin tiim kisimlari
tizerinde beslenmektedir. Ancak daha Onemlisi, yaz ortasi ve yine ge¢ yaz
meyveleri lizerinde olan beslenmedir. Beslenme hasat boyunca ve sonbaharda
yaprak dokiimiine kadar siirmektedir. Bu besleme, meyve kaybinin ana nedeni ve
salkimin ¢iiriimesine neden olan Botrytis cinerea ve diger ciiriikliikk organizmalari
tarafindan olusturulan enfeksiyonlar tetikler. Boylece olusan zarar miktar1 daha

yiiksek seviyelere ulasir.

Ilk dénem larvalar ¢icek ve tomurcuk iginde beslenir ve bu anda salgiladig
ipliklerle tomurcuk ve ¢igekleri birbirine baglayarak cilkimleri kiime haline
getirir. Zarara ugrayan tomurcuk ve ¢igekler dokiiliir. Bu nedenle de zarar
derecesine gore ilerde ¢ok seyrek veya az seyrek taneli salkimlar olusur. ikinci
nesil larva tanecik olusumundan Once taneler bezelye boyutunda iken yumurta
basina bir larva seklinde ¢ikislar goriiliir ve koruklarda beslenmeye baslar. Zarar
dogrudan tane ile beslemeyle olur. Koyu renk bir noktanin larva beslenme
noktasini ¢evrelemesiyle kendini belli eder ve larvanin yer degistirmesiyle birlikte

bircok tanede zarar gorebilir (Varela et al., 2010; TAGEM, 2011).

Ugiincii dél, en ¢ok zararin goriildiigii dénemdir, larva yumurtadan giktiktan
hemen sonra olgunlagmaya baslayan meyveye girer ve beslenirler. Bu donemde
bulasik salkimlarda burus burus goriilen iiziim taneleri, zararlinin ag yapisi ve
diskisi, zararlinin burada beslendiginin kanitidir. Beslenme deligi bir¢ok meyve
tanesinde goriilebilir. Zararli taneden taneye gecebilir, bu taneleri yapistirabilir.

Bu doénemde yer degistirme daha sik oldugundan larvanin zarar verdigi tane sayisi

daha fazladir (Varela et al., 2010; TAGEM, 2011).

Yogun zarar sonucunda, sap¢ik kismina tutunarak kalmis, i¢i tamamen
oyulmus kuru bir deri gibi goriinen taneleri gormek miimkiindiir. Salkimda
clrtikliik iklime bagli olarak bu donemde goriilmeye baslar ancak yazin
salkimlarda c¢iirtikliik sekonder olarak goriilen isgalci fungus etmenleri tarafindan

gelismektedir (Varela et al., 2010).
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3.7 Miicadelesi

Salkim giivesi iiziim tretimi yapan tiim Avrupa iilkelerinde oldugu gibi
Tiirkiye’de de bagin ana zararlisidir. Salkim giivesi, lirlinii hem kalite hem de
kantite yoOniinden etkilerken, yas iiziim ihracatinda ambalajlamada sorun
yaratmaktadir. Zarar gOrmiis Uliziimlerden yapilan sarap kalitesini de

diisiirdiigiinden, miicadelesi kaginilmaz olan bir zararli konumundadir.

Tiirkiye’de ve zararli oldugu Akdeniz iklimine sahip bolgelerde, yilda en az
3 dol veren L. botrana igin kontrol dnlemleri genelde ikinci ve ticlincii dolii hedef
almaktadir. Ancak, popiilasyonun yogun oldugu ya da genis alanlarda savagim
yapildiginda, birinci dol ile de miicadelesi yapilmaktadir. Ciftlesmeyi engelleyici
feromon kullanimi, en etkili yontem gibi goziikse de Avrupa’da yaklasik 4 milyon
ha bag alanin sadece 100 bin ha’lik kisminda kullanilmaktadir. Ciinkii feromon
kullanomi ancak uygun kosullarda ve diisiik popiilasyon seviyesinde

gergeklestirilebilmektedir.

Avrupa’da oldugu gibi Tirkiye’de de L. botrana miicadelesi genis
spektrumlu sinir sistemine etkili insektisitler, bocek biiylime diizenleyicileri ve
biyolojik insektisitlerle yapilmaktadir (Boselli and Scannavini, 2001; Marchesini
and Dalla Monta, 2004; Ioriatti et al., 2008). Manisa ili Tarim Il Miidiirliigii ne
bagh ilce miidiirliiklerinde erken uyar1 sistemi kurulmus olup, bag alanlarinda
ilaclama yapilmas1 i¢in giftcilere uygulama zamani, uygulanacak olan etkili
maddeler ve uygulama sayisi belirtilerek ilaglama yapilmasi tavsiye edilmektedir.
Bu yontem {iretim sezonu boyunca devam etmekte ve ciftgilere cep telefonuna
gonderilen kisa mesaj yoluyla bildirilmektedir. Ekonomik 6neme sahip bu iiriinde
ne yazik ki iireticimiz, bitki koruma konusunda yeterli bilgiye sahip olmayip
iiriinii kaybetme korkusu nedeniyle, bilingsiz ve kontrolsiiz kimyasal uygulamalari

yogun bir sekilde yapmaktadirlar (Delen vd., 2004).

Insektisit uygulama siiresi i¢in ergin uguslari, yumurta birakma ve yumurta
cikis zamanlarinin dogru izlenmesi gerekir. Birinci dol larva zarar1 ekonomik
Ooneme sahip olmasa da, popiilasyon ¢ok yiiksek ise ya da miicadele
gerektiriyorsa, ilk nesil i¢in yapilan kontrol ¢alismalari, ikinci nesilin daha diisiik

popiilasyon diizeylerinde kalmas1 acisindan yardimci olmaktadir.
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Yakin zamanda, Salkim giivesi ve diger lepidopterlere karsi etkili olan
bircok insektisit gelistirilmistir. Farkli siniflardan insektisitlerin farkli etki
mekanizmalar1 vardir ve birden fazla etkili madde ile yapilan kimyasal miicadele,

L. botrana kontroliinde direng gelismesini 6nlemeye yardimci olabilmektedir.

Insektisit Diren¢ Eylem Komitesi (IRAC) her bir etki mekanizmasi igin bir
grup numarasi verir ve bu grup numarasi insektisit etiketlerinde goriiniir (Varela

etal., 2010).

Sentetik kimyasallarin yaninda biyolojik kokenli inektisitler de Salkim
giivesi miicadelesinde kullanilmaktadir. Bacillus thuringiensis (Bt) kdkenli olan

preperatlar1 6rnek verebiliriz.

Bacillus thuringiensis (Bt) bakterisi baz1 bocek tiirleri icin toksik proteinler
tiretir. Bir kez bocek tarafindan alinan bu proteinler, bir mide zehiri olarak hareket
ederler. Bt toksininin Lepidoptera takimina 6zgli olan c¢esitli ticari triinleri
mevcuttur. Bir larvanin sicak giinesli giinlerde 6zellikle bahar aylarinda aktif
oldugunu ve beslendigini diisiiniirsek, bu insektisitlerin etkili olabilmesi i¢in, bu
zamanlarda uygulamak en dogru yaklagimdir. Bu yiizden, yumurta birakma ve
larva ¢ikisi siirelerini de géz oniine alarak bir Bt iirliniiniin iiretim sezonu boyunca

iki kez ygulanmasi tavsiye edilir.

Bunun yaninda yine Salkim gilivesi miicadelesinde de kullanilan bdcek
biliylime diizenleyicileri lepidoptera takiminin bir¢ok tiirline karsi etkilidir. Bu
tiriinler yararli bocek, akar ve tozlayicilar i¢in daha diisiik toksisiteye sahiptir. Bu
siniftaki insektisitler deri degistirme asamasina gelen bocegin bir sonraki biiylime
asamasina gec¢mesini engeller; bu yiizden 6liim birka¢ gilin siirebilir. Bdocek
biiylime diizenleyicisi, hem yumurta hem de larvalara etkiliyse de; uygulamanin,
yumurta ac¢ilimindan ziyade yumurta birakma zamaninin baglangicinda yapilmasi

gereklidir.

Salkim giivesine etkili diger insektisit gruplar1 ise rynaxypyr,
neonikotinoidler, piretroitler, karbamatlar ve organofosfatlardan olugmaktadir.
Her grup farkli bir etki mekanizmasina sahip olmasina ragmen, bu insektisitlerin
hepsi sonugta sinir ve kas sistemine etki ederek boceklerin sinir sinapslarinin ya

da sinir uyarilarinin iletimini engelleyerek etkili olmaktadirlar.
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Salkim giivesinin literatiirde ¢cok sayida predatér ve parazitoit bildirilmistir.
Parazitoitleri arasinda sineklerden 4 tachinid tiirii ve arilardan; ichneumonid,
braconid, pteromalid ve chalicidoid olmak tizere yaklasik 100 tiir bulunmaktadir.
En etkili olan parazitlerin kislama halindeki pupalara saldiranlar oldugu
bildirilmistir. Ispanya'da Dibrachys affinis ve D. cavus (Hymenoptera:
Pteromalinae) tiirlerinin % 70’e varan oranlarda pupa 6liimiine neden oldugu ve
Italya'da  Dicaelotus inflexus ve Campoplex capitator (Hymenoptera:

Ichneumonidae)’un en 6nemli tiirler oldugu bilinmektedir (Coscolld, 1998).

Biyolojik miicadele anlaminda ise parazit arilar ile L. botrana
yumurtalarinin  kontrol etmek mimkiindiir. Trichogamma tiirleri birgok
Lepidoptera tiiriiniin yumurta parazitoitleri olarak bilinir ve Salkim giivesi

kontroliinde iyi bir biyolojik kaynak olabilir (Varela et al., 2010).

Ozsemerci (2008)’ye atfen Caglar (2009) son yillarda Tiirkiye bag
alanlarinda 65’1 predatér omak {izere toplam 84 dogal diisman tiirliniin
saptandigint  bildirmektedir.  Parazitoit tiirlerden altistnin  [(Ascogaster
quadridentatus Wesm. (Hym.: Braconidae), Bassus conspicus Wesm. (Hym.:
Braconidae), Dicaelotus sp. (Hym.: Ichneumonidae), Theroscopus hemipterus
Grav. (Hym.: Ichneumonidae), Pimpla contemplator, Phytomytera nitidiventris
Rond (Dip.: Tachinidae)] Salkim giivesi’nin dogal diigmanlarindan oldugunu,
predator tiirlerden Scymnus spp. (Col.: Coccinellidae) ve Stethorus spp.’nin bag
alanlarinda sikg¢a gorildiigiinii ve Chrysoperla carnea Steph. (Neuroptera:
Chrysopidae)  bireylerinin ~ Salkim  gilivesi  larvalar,  yaprakpireleri,
kirmizioriimcekler, thrips ve diger yumusak viicutlu zararhilarla beslendigini
bildirmistir. Ayrica Manisa ilinde 1999 yilinda, ¢iftlesmeyi engelleme yonteminin
uygulandigi bag alanlarinda predator tiirlerden Coccinellidae (Coleoptera) ve
Chrysopidae (Neuroptera) familyasina bagh tiirler, Scolothrips sp. (Thysanoptera:
Thripidae), predatdr akarlar ile parazitoitlerden Dicaelotus erythostoma Wesm. ve
Pimpla trionella L. (Hym.: Ichneumonidae), 2000 yilinda Coccinellidae ve
Chrysopidae familyasina ait tiirler, Scolothrips sp., 2001 yilinda ise predator
akarlar tespit ettigini bildirmistir (Caglar, 2009).

Cok sayida parazitoiti bulunmasina ragmen zararliyr baski altina almasi
iretim sezonunun sonunda ortaya ¢ikmaktadir, ancak bu donemin, zarar1 dnlemek

icin ¢ok gec olmasi ise bir dezavantaj yaratmaktadir.
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Salkim giivesi miicadelesinde goriilen diger Onemli bir sorun, bag
alanlarinda kullanilan yogun bitki gelisim diizenleyicileridir. Daha iri taneler elde
etmek icin uygulanan bu maddeler sonucu olusan daha siki bir salkimda, Salkim
giivesi’nin normal bir salkima goére zarar yapma orani ¢ok daha yiiksek olmakta
ve zararli bu tiir salkimlara yonelmektedir (Vartholomaiou et al., 2008). Uziim
kiiltiirlerinin L. botrana'ya maruz kalmasinda salkim sikliginin etkisinin
incelendigi bir calismada salkim siklig ile ikinci déle ait larva bulagmasi arasinda
pozitif bir iliski oldugu ortaya konmustur. ilaglamalarda ise ilacin bu tiir
salkimlarin i¢lerine ulagma sans1 da azalmakta ve ilaglamanin basari yiizdesi
azalmaktadir. Salkimin seyrek olmasinin larvanin hayatta kalmasi konusunda

olumsuz etkisi oldugu da bilinmektedir (Fermaud et al., 1996; Fermaud, 1998).



18

4.  INSEKTISITLERE KARSI DIRENC OLUSUMU
4.1 Direnc¢ Gelisimi

1940’11 yillarda DDT gibi sentetik organik insektisitlerin tanitilmasinin
ardindan, ilk diren¢ vakasi da 1947 yilinda karasineklerde DDT direnci olarak

kargimiza ¢ikmugtir.

Bundan sonra, siklodienler, organofosfatlar, karbamatlar, formamidinler,
piretroidler, Bacillus thuringiensis, spinosinler ve neonicotinoidler gibi her yeni
giris yapan insektisitlerin ardindan, 2-20 yil gibi siirelerde Onemli zararh
tirlerinde bir dizi direng olay1r goriilmiistir. Bu duruma “yerinde sayan”
anlaminda “pesticide treadmill” (pestisit bandi/kosu band1) ad1 verilmistir (IRAC,
2014).

Direng, pestisitin Onerildigi zararhilarin popiilasyonlarinin bask:i altina
alinmasinda yanlis depolama, hatali uygulama ve uygun olmayan ¢evre kosullar
gibi problemler disinda bir hassasiyet azalmasi olarak tanimlanmaktadir (Unal ve
Giirkan, 2001). Ya da baska bir ifadeyle, bir zararliya kars1 ayni pestisitin veya
etki mekanizmasi ayni olan pestisitlerin ard arda uzun siire kullanilmasi
sonucunda, bu zararl popiilasyonunda pestisit(ler)e kars1 dnce hassasiyet azalisi
goriillir sonra da hassasiyeti az olan bireylerin popiilasyonda artis1 ile dayanikli
bireyler cogalir. Daha sonra bu pestisitlere kars1 dayanikli irk meydana gelir
(Onciier ve Durmusoglu, 2008). Uluslar aras1 bir kurulus olan “The Insecticide
Resistance Action Committee (IRAC) (insektisit Direng Eylem Komitesi)ne
gore: Direng, bir zararli popiilasyonunun duyarhiliginda bir kalitsal degisim
sonucu azalma olarak tanimlanabilir. O bocek tiirlerine karsi kullanilan bir
insektisitin beklenen kontrol seviyesini elde etmek icin etiket tavsiyesine gore
kullanildiginda etki etmemesi durumudur. Bir bocek farkli bir ikinci insektisite
maruz edilmemis olsa da baska bir insektisite de kars1 direng kazandiran ¢apraz
direng meydana gelmektedir. Zararli bocek popiilasyonlar1 genellikle biiytiktiir,
iireme hizhidir ve insektisit fazla kullanildiginda, direng gelismesine sebep olma
riski her zaman vardir. Zararli boceklerde pestisitlere karsi goriilen direng
problemi, tarimsal iiretimde verimliligi etkileyen onemli sorunlarin baslarinda
gelmektedir. Giintimiizde 600’e yakin bocek ve akar tiiriiniin ¢esitli ilaclara karsi
direng gelistirmis oldugu kaydedilmektedir (IRAC, 2014).

Giliniimlizde uluslararas1 ¢alisma gruplan ile iilke ya da bdlge bazinda

calisma gruplar olusturularak IRAC c¢atis1 altinda diinya ¢apinda direng iizerinde
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sistemli bir bilgi paylasimi ve ¢alismalar yapilmaktadir. Bu kapsamda
calismalarin diizeni agisindan da faydali olabilecek etkili maddeler icin etki
mekanizmasi (Mode of action) listesi sik araliklarla yapilan toplantilarla
giincellenerek yayinlanmaktadir. 2014 Subat ayinda yayimlanan son listeye

(Version 7.3) gore ise 28 etki mekanizmasi bildirilmektedir (Cizelge 4.1)

Cizelge 4.1 Insektisitlerin etki mekanizmast listesi (IRAC, 2014).

Ana grup ve Kimyasal alt grup ya Aktif maddeler
oncelikli etki yeri da ana grubu

orneklendiren aktif

madde
1 1A Alanycarb, Aldicarb, Bendiocarb,
Acetilkolinesteraz  (AChE) | Karbamatlilar Benfuracarb, Butocarboxim,
inhibitorleri Butoxycarboxim, Carbaryl, Carbofuran,

Carbosulfan, Ethiofencarb, Fenobucarb,
Formetanate, Furathiocarb, Isoprocarb,
Methiocarb, Methomyl, Metolcarb,
Oxamyl, Pirimicarb, Propoxur, Thiodicarb,

Sinir sisteminde etkili
{bu proteinin insektisit
etkilerinden sorumlu

olduguna dair giigli kanitlar Thiofanox, Triazamate, Trimethacarb,
vardir} XMC, Xylylcarb
1B Acephate, Azamethiphos, Azinphos-ethyl,
Organik Fosforlular AZinphOSmethyl, CadusafOS,

Chlorethoxyfos, Chlorfenvinphos,
Chlormephos, Chlorpyrifos,
Chlorpyrifosmethyl, Coumaphos,
Cyanophos, Demeton-S-methyl, Diazinon,
Dichlorvos/DDVP, Dicrotophos,
Dimethoate, Dimethylvinphos, Disulfoton,
EPN, Ethion, Ethoprophos, Famphur,
Fenamiphos, Fenitrothion, Fenthion,
Fosthiazate, Heptenophos, Imicyafos,
Isofenphos, Isopropyl O-
(methoxyaminothiophosphoryl) salicylate,
Isoxathion, Malathion, Mecarbam,
Methamidophos Methidathion, Mevinphos,
Monocrotophos, Naled, Omethoate,
Oxydemeton-methyl, Parathion, Parathion-
methyl, Phenthoate, Phorate, Phosalone,
Phosmet, Phosphamidon, Phoxim,
Pirimiphosmethyl, Profenofos,
Propetamphos, Prothiofos, Pyraclofos,
Pyridaphenthion, Quinalphos, Sulfotep,
Tebupirimfos, Temephos, Terbufos,
Tetrachlorvinphos, Thiometon, Triazophos,
Trichlorfon, Vamidothion

2 2A Chlordane, Endosulfan
GABA-kapili kloriir kanal | Cyclodiene

antagonistleri organoklorinler

Sinir sisteminde etkili 7B Ethiprole, Fipronil
{bu proteinin insektisit Phenylpyrazoles

etkilerinden sorumlu (Fiproles)

olduguna dair giiclii kanitlar
vardir}
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Cizelge 4.1. Insektisitlerin etki mekanizmasi listesi (IRAC, 2014). (Devami)

Ana grup ve
oncelikli etki yeri

Kimyasal alt grup ya
da ana grubu
orneklendiren aktif
madde

Aktif maddeler

3 3A Acrinathrin, Allethrin, d-cis-trans Allethrin,

Sodyum kanal Pyrethroidler d-trans Allethrin, Bifenthrin, Bioallethrin,

modulatorleri Pyrethrinler Bioallethrin Scyclopentenyl isomer,

Sinir sisteminde etkili Bioresmethrin, Cycloprothrin, Cyfluthrin,
L. . beta-Cyfluthrin, Cyhalothrin, lambda-

{bu proteinin insektisit Cvhalothri ) .

L yhalothrin, gamma-Cyhalothrin,
etkllérmden .sorl}m{u Cypermethrin, alpha-Cypermethrin, beta-
olduguna dair gii¢lii kanitlar Cypermethrin, thetacypermethrin, zeta-
vardir} Cypermethrin, Cyphenothrin, (1R)-trans-

isomers], Deltamethrin, Empenthrin (EZ)-
(1R)- isomers], Esfenvalerate, Etofenprox,
Fenpropathrin, Fenvalerate, Flucythrinate,
Flumethrin, tau-Fluvalinate, Halfenprox,
Imiprothrin, Kadethrin, Permethrin,
Phenothrin [(1R)-trans- isomer], Prallethrin,
Pyrethrins (pyrethrum), Resmethrin,
Silafluofen, Tefluthrin, Tetramethrin,
Tetramethrin [(1R)-isomers], Tralomethrin,
Transfluthrin
3B DDT
DDT Methoxychlor
Methoxychlor
4 4A Acetamiprid, Clothianidin, Dinotefuran,
Nikotinik asetilkolin Neonikotinoidler Imidacloprid, o
reseptdrii (NAChR) Nitenpyram, Thiacloprid, Thiamethoxam,
agonistleri
4B Nicotine
Sinir sisteminde etkili Nikotin
{bu protein sinifinin bir ya
da daha fazlasinin 4C Sulfoxaflor
insektisidal etkilerin Sulfoxaflor
sorumlusu olduguna dair
giiclii kanitlar vardir} i
4D Flupyradifurone
Butenolides
5 Spinosinler Spinetoram, Spinosad
Nikotinik asetilkolin
reseptori (nAChR)

allosterik aktivatorleri
Sinir sisteminde etkili

{bu protein sinifinin bir ya
da daha fazlasinin
insektisidal etkilerin
sorumlusu olduguna dair
giiclii kanitlar vardir}
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Ana grup ve Kimyasal alt grup ya da Aktif maddeler
oncelikli etki yeri ana grubu 6rneklendiren
aktif madde
6 Avermectinler Abamectin, Emamectin benzoate,
Kloriir kanal Milbemycinler Lepimectin, Milbemectin
aktivatorleri
Sinir ve kas etkili
{bu protein sinifinin bir ya
da daha fazlasinin
insektisidal etkilerin
sorumlusu olduguna dair
giiclii kanitlar vardir}
7 TA Hydroprene, Kinoprene, Methoprene
Jiivenil hormon Juvenile hormone
taklitleri analoglari
- .. 7B Fenoxycarb
Biiylime regiilasyonu Fenoxycarb
{Hedef proteinin biyolojik :
aktivitesi bilinmiyor c Pyriproxyfen
tanimlanmamig} Pyriproxyfen
8 8A Methyl bromide ve diger alkil halidler
Cesitli spesifik olmayan Alkyl halidler
(multi-site) inhibitorleri 3B Chloropicrin
Chloropicrin
8C Sulfuryl fluoride
Sulfuryl fluoride
8D Borax
Boratlilar
8E Tartar emetic
Tartar emetic
9 9B Pymetrozine
Chordotonal organ Pymetrozine
modiilatorleri
Sinir sisteminde etkili oC Flomcamid
{Hedef protein Biyolojik | T lonicamid
aktivitesi bilinmiyor
tanimlanmamig}
10 10A Clofentezine, Hexythiazox, Diflovidazin
Akar biiylime inhibitorleri Clofentezine
biiylime regiilasyonu Hexythiazox
Diflovidazin
Biiylime regiilasyonu 10B Etoxazole
Etoxazole

{Hedef protein Biyolojik
aktivitesi bilinmiyor
tanimlanmamis}
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Cizelge 4.1. Insektisitlerin etki mekanizmasi listesi (IRAC, 2014). (Devami)

Ana grup ve
oncelikli etki yeri

Kimyasal alt grup ya
da ana grubu
orneklendiren aktif
madde

Aktif maddeler

11
Bocek karm zarinin mikrobiyal
bozuculari

11A
Bacillus thuringiensis
ve Urettikleri bocek

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
Bacillus thuringiensis subsp. aizawai
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki
Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis

Bacillus thuringiensis | oldiiriicli proteinler T
toksinleri expresyonu yapilmis B.t. crop proteineri
O CrylAb, CrylAc, CrylFa, CrylA.105,
transgenik bitkileri igerir Cry2Ab, Vip3A,
mCry3A, Cry3Ab, Cry3Bb,

{Transgenik bitkiler direng Cry34Abl/Cry35Abl
yonetimi i¢in 6zel
yonlendirmesi etki
mekanizmalarinin rotasyonuna
bagl degildir. }

11B Bacillus sphaericus

Bacillus sphaericus
12 12A Diafenthiuron
Mitokondriyal ATP  sentez | Diafenthiuron
inhibitorleri 12B Azocyclotin, Cyhexatin, Fenbutatin
Enerji metabolizmast Organotin miticides oxide
{Bilesikler bu proteinin 12€ ) Propargite
fonksiyonunu etkiler Propargite
ama bu biyolojik aktivite neyin | 12D Tetradifon
neden oldugu belli degil} Tetradifon
13 Chlorfenapyr Chlorfenapyr, DNOC, Sulfluramid
Proton gradyanin oksidatif | DNOC
fosforilasyonunun  bozulmas: | Sulfluramid

yla eslesmeyenler

Enerji metabolizmasi

14
Nikotinik asetilkolin reseptorii
(nAChR) kanal bloke ediciler

Sinir sisteminde etkili
{Bilesikler bu proteinin

fonksiyonunu etkileyebilir,
ancak biyolojik aktiviteyi ne

Nereistoxin analoglari

Bensultap, Cartap hydrochloride,
Thiocyclam, Thiosultap-sodium

neden oldugu degil}

15 Benzoyl iireler Bistrifluron, Chlorfluazuron,
Kitin biyosentezi, tip 0 Diflubenzuron, Flucycloxuron,
inhibitorleri Flufenoxuron, Hexaflumuron,

Biiyiime regiilasyonu
Biyolojik aktivite i¢cin sorumlu
hedef protein bilinmiyor veya
karakterize edilmemis

Lufenuron, Novaluron, Noviflumuron,
Teflubenzuron,
Triflumuron




23

Cizelge 4.1. Insektisitlerin etki mekanizmasi listesi (IRAC, 2014). (Devami)

Ana grup ve Kimyasal alt grup Aktif maddeler
oncelikli etki yeri ya da ana grubu
orneklendiren aktif
madde
16 Buprofezin Buprofezin
Kitin biyosentezi, tip 1 inhibitorleri,
Biiyiime regiilasyonu
Biyolojik aktivite i¢in sorumlu hedef protein
bilinmiyor veya karakterize edilmemis
17 Cyromazine Cyromazine
Deri degistirmesini bozan, Diptera takiminda
Biiyiime regiilasyonu
Biyolojik aktivite i¢in sorumlu hedef protein
bilinmiyor veya karakterize edilmemis
18 Diacylhydrazinler | Chromafenozide,
Ekdison reseptor agonistleri Halofenozide,
Biiyiime regiilasyonu Methoxyfe‘nomde,
{bu proteinin insektisidal etkilerin sorumlusu Tebufenozide
olduguna dair giiclii kanitlar vardir }
19 Amitraz Amitraz
Octopamine reseptor agonistleri
Sinir sisteminde etkili
{bu proteinin insektisit etkilerinden sorumlu
olduguna dair iyi kanitlar vardir}
20 20A Hydramethylnon
Mitokondriyal kompleks III elektron transport | Hydramethylnon
inhibitorleri
Enerji metabolizmasi 20B Acequinocyl
{bu protein komplek§ir}ip insektisit etkilerinden Acequinocyl
sorumlu olduguna dair iyi kanitlar vardir}
20C Fluacrypyrim
Fluacrypyrim
21 21A Fenazaquin,
Mitokondriyal kompleks I elektron transport | METI akarisit ve | Fenpyroximate,
inhibitorleri insektisitler Pyrimidifen, Pyridaben,
Enerji metabolizmast Tebufenpyrad, Tolfenpyrad
{bu protein kompleksinin insektisit etkilerinden
sorumlu olduguna dair iyi kanitlar vardir} 21B Rotenone (Derris)

Rotenone
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Cizelge 4.1. Insektisitlerin etki mekanizmasi listesi (IRAC, 2014). (Devami)

Ana grup ve Kimyasal  alt | Aktif maddeler
oncelikli etki yeri grup ya da ana
grubu
orneklendiren
aktif madde
22 22A Indoxacarb
Voltage-dependent sodium channel blockers Indoxacarb
Sinir sisteminde etkili
{bu protein kompleksinin insektisit etkilerinden
sorumlu olduguna dair iyi kanitlar vardir} 22B Metaflumizone
Metaflumizone
23 Tetronic ve Spirodiclofen,
Asetil CoA karboksilaz inhibitérleri. Tetramic asit Spiromesifen,
Lipid sentezi, bitylime diizenleme tiirevleri Spirotetramat
{bu protein kompleksinin insektisit etkilerinden
sorumlu olduguna dair iyi kanitlar vardir}
24 24A Aluminium
Mitochondrial complex IV electron transport inhibitors | Phosphine phosphide, Calcium
Enerji metabolizmasi phosphide, i
{bu protein kompleksinin insektisit etkilerinden PhOSph.me’ Zine
sorumlu olduguna dair iyi kanitlar vardir} P hosphlde
24B Cyanide
Cyanide
25 Beta-ketonitrile | Cyenopyrafen,
Mitokondriyal —kompleks II  elektron transport | tiirevleri Cyflumetofen
inhibitorleri
Enerji metabolizmasi
{bu protein kompleksinin insektisit etkilerinden
sorumlu olduguna dair iyi kanitlar vardir}
28 Diamidler Chlorantraniliprole,
Riyanodin reseptdrii modiilatorleri Cyantraniliprole,
Sinir ve kas etkili Flubendiamide
{bu protein kompleksinin insektisit etkilerinden
sorumlu olduguna dair iyi kanitlar vardir}
UN * Azadirachtin Azadirachtin
Benzoximate Benzoximate
Bilinmeyen veya belirsiz bilesikler Bifenazate Bifenazate
. .. .. o Bromopropylate | Bromopropylate
{Biyolojik aktivite sorumlu hedef protein bilinmiyor, ya Chinomethionat | Chinomethionat
da tanimlanmamis}
Cryolite Cryolite
Dicofol Dicofol
Pyridaly Pyridaly
Pyrifluquinazon | Pyrifluquinazon




25

4.2 Direnc Tipleri

Kirmiziériimcekler, yaprakbitleri gibi gelisme siireleri kisa ve dolayisiyla
yilda ¢ok sayida dél veren zararlilarda kisa zamanda direng ortaya ¢ikar (Onciier
ve Durmusoglu, 2008). Bu nedenle bunlarla yapilan savasimda ekonomik
kayiplarin fazla olmasinin yaninda dogal dengenin bozulmasi ve ¢evre kirliliginin
artmas1 gozlenir. Oncelikle zararlilar ile savasim ydntemlerinin yaninda bunlarin
nasil diren¢ kazandiklarmin ele almmasi gerekir. Direng cesitleri Onciier ve

Durmusoglu (2008)’na gore su sekilde siralanabilir:

Morfolojik Direng¢: Zararlinin viicut yapist nedeniyle kazandig
dayanikliliktir. Ornegin viicut yapis1 sik killi ise ilag bocegin viicuduna temas

edemez ve direng ortaya ¢ikar.

Davramissal Direng: Bocegin davranisi sonucu ortaya cikar. Ornegin; Elma

i¢ kurdu larvalar1 meyveye girerken kabugu yutmayip disar atar.

Fizyolojik Diren¢: En c¢ok rastlanan direnc tipidir. Fizyolojik faaliyetleri
sonucu kimyasal yollarla meydana gelen direng ¢esididir. Genellikle kalitsaldir.
Ornegin; Ilacin etkisini engelleyen kimyasal veya enzimlerin ortaya ¢ikmasi ile

direng olusur.

Capraz Direng: Bir zararlinin direng kazandigr bir pestisidin disinda aym

gruptan olan diger bir pestiside de diren¢ kazanmasidir.

Cok Yonlii Direng: Bir zararlinin bir¢ok pestiside farkli yollarla kazandigi
direng seklidir

Unal ve Giirkan (2001) ise; boceklerin bitki koruma iiriinlerine direngli hale
gelmeleri i¢in ¢esitli yollar oldugunu ve genellikle bu mekanizmalarin birden
fazlasinin aym1 anda gorildiginii bildirmis ve direng tiplerini sOyle

stralamiglardir:

Davramissal direnc: Direngli bocekler tehlikeyi ya da zehirli maddeyi tespit
edebilirler veya tamiyip kagmabilirler. Bu diren¢ mekanizmasi organoklorinler,
organofosfatlar, karbamatlhilar ve piretroidler dahil cesitli insektisit siiflar1 i¢in
rapor edilmistir. Bocekler, sadece belli insektisitlerle karsilagtiginda beslemeyi

durdurma veya piiskiirtme yapilan bolgeyi terk etme davranisi gostermektedirler
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(6rnegin, bir ilaca maruz kalan yapragin alt yiiziine hareket etmek veya hedef

bolgesinden ugmak gibi).

Penetrasyon direnci: Direngli bocekler duyarli boceklere gore toksinleri
daha yavag absorbe edebilirler. Bu bocekler dis kiitikulasinda viicutlarinin igine
kimyasal emilimini yavaglatabilecek engelleri gelistirir ve penetrasyon direnci
olusur. Bu durum genis bir insektisit sinifindan bocekleri koruyabilir. Penetrasyon
direnci siklikla diger diren¢ mekanizmalar1 ile birlikte goriilebilir ve diisiik

penetrasyon diger mekanizmalarin da etkilerini yogunlastirir.

Metabolik direng: Direngli bocekler toksini hassas bdceklere gore daha
hizli detoksifiye ya da yok ederler ve toksik molekiilleri viicutlarindan
uzaklagtirirlar. Metabolik direng en sik goriilen ve genellikle biiyiik sorun
olusturan, kirilmasi gii¢ bir mekanizmadir. Bocekler insektisiti par¢alamak icin
kendi i¢ enzim sistemlerini kullanirlar. Direngli irklar bu enzimlere yiiksek
diizeyde veya daha verimli sekilde sahip olabilmektedirler. Daha etkili olmasinin
yani sira, bu enzim sistemleri de genis bir aktivite spektrumuna (yani, pek ¢ok

farkl insektisite etki edecek diizeyde) sahip olabilir.

Degistirilmis hedef yeri direnci: Insektisit etkilerini azaltmak icin toksinin
genellikle bocek icindeki hedef yeri modifiye edilmis olur. Bu ikinci en yaygin

mekanizmadir.

Bu mekanizmalardan en Onemlisi metabolik direngtir ve kirilmasi ¢ok
giictiir. Bocegin normal enzimatik metabolizmasi, insektisit detoksifikasyonunu
artirmak veya insektisit aktivasyonunu onlemek i¢in modifiye edilir. Canlilarda
zenobiyotiklerin detoksifikasyondan sorumlu enzimler esterazlar, oksidaz ve GST
gibi biiylik multigen aileleri iiyelerinin transkripsiyonu ile meydana gelmektedir.
Glutation transferaz (GST), her yerde goriilen aerobik organizmalarda bulunan
enzimlerin farklilasmig bir ailesidir. Bunlar, endojen ve ksenobiyotik bilesiklerin
detoksifikasyonunda merkezi bir rol oynamaktadir ve ayn1 zamanda hiicre ici

ulasim, hormon biyosentezi ve oksidatif strese karsi koruma saglamaktadirlar.

4.3 Direng ile lgili Enzimler

Boceklerin insektisitlere direnci ile ilgili yapilan c¢alismalar sayesinde,

insektisitleri metabolize edici bir dizi enzim tanimlanmistir (Li et al., 2007).
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Bu enzimler toplu olarak detoksifikasyon enzimi olarak bilinirler ve
sitokrom P450 (P450), gliitation S-transferaz (GST), karboksilesteraz (COE) ve
UDT-glikosiltransferaz (UGT) ¢oklu gen ailelerinin iiyeleri tarafindan kodlanirlar.
D. melanogaster’de 196 detoksifikasyon iizerinde etkili gen (89 P450, 39 KDV,
35 COE ve 33UGT) tespit edilmistir (Tijet et al, 2001; Luque and O'Reilly, 2002;
Ranson et al., 2002; Low et al., 2007).

Benzer numaralar ¢ogu boceklerde sirali genomlar ile bulunmaktadir. Bu
dort detoksifikasyon gen familyast elemanlarinin ¢esitli organizmalarda da
bulundugu bilinmektedir. (Ranson et al., 2002; Claudianos et al., 2006; Nene et
al., 2007; Strode et al., 2008; Lee et al., 2010). Boceklerde direncg ile ilgili
enzimlerden Esterazlar, Glutathion -S-Transferazlar, P-450 Monooxygenazlar ve

Hidrolazlar en ¢ok bilinenleridir.

Esteraz enzimleri bir ¢ok mekanizmada rol oynamaktadir. Bunlar iginde
iireme davranigi, feromon ve hormon metabolizmasi, sindirim sistemi ve sinir
iletimi ve insektisitlere diren¢ sayilabilir. Organofosfatlar (OP) esterazlarin
inhibitorleri olarak bilinir. Esteraz enzimleri asetil esterazlar, aril esterazlar,
karboksil esterazlar ve kolin esterazlar olmak {izere 4 smiftan olusur. Bunlardan
asetil esteraz enzimleri hi¢bir inhibitérle etkilesmezler ve genellikle alifatik
substratlar1 tercih ederler. Aril esterazlar yalmizca siilfidril ayraglarinca inhibe
edilir ve genellikle aromatik substratlar tercih ederler. Karboksil esterazlar yalniz
organofosfatlarca inhibe edilirler. Genellikle asetik asitten daha uzun alifatik
esterleri tercih ederken, kolin esterazlar, organofosfatlarca ve eserin siilfatlarca
inhibe edilirler ve diger alifatik ve aromatik esterler disinda kolinesterleri tercih
ederler. Bu esteraz gruplarindan karboksil ve kolin esterazlar organofosfat
inhibisyonunda Onemlidir. Karboksil/kolin esteraz enzimlerinin organofosfat
insektisitlerince geri doniisiimsiiz olarak inhibe edidigi Cakir ve Yamanel (2005)
tarafindan da bildirilmistir. Ayrica, organofosfathi insektisitlerin aktive olmus
okson formlar1 bu enzimlerle tepkime gosterdiklerinden, organofosfath

insektisitler esteraz inhibitorleri olarak tanimlanir (Oakeshott et al., 1993).

Organofosfatlar ve karbamatlilar bocek ilaglart igerisinde en ¢ok kullanilan
ilaclarin baginda gelir. Organofosfatli insektisitler ©zellikle sinir sisteminde
asetilkolinesteraz iizerinde etkilerini gosterirler, asetilkolin ise sinir impulslarinin

sinapslardan ~ gegisini  kolaylastiran ~ bir  ndrotransmitter =~ maddedir.
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Asetilkolinesteraz boceklerdeki merkezi sinir sisteminin cholinergic synapsisinde
neurotransmistter asetilkolini hidrolize ederler. Asetilkolin, Asetilkolin esteraz
(AChE) enzimi tarafindan kolin ve asetik asite doniistiiriiliir. Organofosfatlar ve
karbamatlar ise AChE‘m analogu olarak caligirlar (benzer yapisal formiile
sahiptirler ve bdylece resptor ile ayni yerlerden bag yapabilirler) ve AChE‘nin
aktif bolgesine baglanirlar. Fakat asetilkolin hidroliz olmasina ragmen,
insektisitler, enzim-substrat kompleksi olarak sabit kalirlar. Boylece insektisitler,
asetilkolinesteraz inhibisyonuyla sinir impulslarinin transmiyonunu bloke eder ve
asetilkolin reseptorlerinin uyusmasina neden olurlar ve sonugta 6liime sebep olur
(Chen et al., 2001). Fakat boceklerde de dnceki boliimde bahsedildigi gibi (Bkz.
4.2. Direng tipleri) bu etkiyi azaltic1 ve hatta yok edici diren¢ mekanizmalari

gelismistir.

Direngte etkili oldugu diisiiniilen diger bir enzim grubu da Glutathion-S-
Transferazlar (GST)’dir. Glutathion-S-Transferazlar biitiin metazoanlar ve
bitkilerde bulunan bir izoenzim ailesidir ve temel detoksifikasyon sistemlerinden
birisidir. Béceklerde bu enzim ailesi insektisitlerin toksik etkilerine kars1 temel bir

savunma olarak bilinir (Cakir ve Yamanel, 2005).

Ornegin Musca domestica‘da organofosfat insektisitlere direngli mutantlarmn
GST‘nin ytiksek seviyelerine sahip oldugu bulunmustur. Musca demostica‘da 0
siifi GST leri 6nemli bir gen ailesi kodlar. Bu aileden Md GST -1, -2, -3, -4, -
6A, -6B genleri tanimlanmustir. Musca domestica‘da Md GST-1,-3 ve -6‘nin fazla
iretimi organik fosforlu insektisitlere direng olusturur. Md GST-6A dirence
digerlerinden daha fazla katkida bulunur. Bu genlerle (Md GST-3,-4) ilgili
sekanslarin Musca domestica (Diptera: Muscidae) genomunda coklu kopyalar
bulunur (Zhau ve Syvanen, 1997; Cakir ve Yamanel, 2005). Plapp tarafindan
1984‘de Musca domestica‘nin ikinci kromozomunda lokalize olmus olan genlerin
organofosfatli insektisitlere direng gosteren GST‘nin ekspresyonunu kontrol ettigi

gosterilmistir (Kence, 1988).

Hiicrede fazla ihtiya¢ duyulan gen firiinlerini kodlayan genler, evrim
sirasinda dublikasyona ugrayarak bir ¢ok iiye iceren gen ailesi formuna
doniigmiislerdir. P450 siiper gen ailesi de bunlardan birisidir. Cilinkii bu genler
oksijenli solunumun ETS evresinde gorev alan sitokrom proteinlerini kodlarlar
(Cakir ve Yamanel, 2005). Nebert et al. (1987) tarafindan 6nerilen nomenklatiire
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gore sekanslar CYP olarak adlandirilmigtir (CYtokrom P450). 1970 ve 1980
yillar1 boyunca P450 lerin ¢ok biiyiik bir miktar1 dncelikle memelilerden izole
edilerek karakterize edilmistir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar bir ¢ok bocek
tiirlinde P450 gen siiper ailesinin 70 aile ile 127 alt aileden olustugunu gosterir ve
sekanslarin sayist hizla biiylimektedir. Caenorhabditis elegans (Nematoda:
Rhabditida, Rhabditidae) genomunun sekanslanmasiyla 80 P450 geninin varligi
ortaya c¢ikartlmistir (Jeffrey, 1999). Sitokrom P450‘nin baghh oldugu
monooxygenazlar, ilaglar, pestisitler ve bitki toksinleri gibi ksenobiotiklerin
katabolizmas1 ve anabolizmasinda ve hormonlar, yag asitleri ve steroidler gibi
endergonik bilesiklerin karsilik vermesinin diizenlenmesindeki ilgilerinden dolay1
Oonemli metabolik bir sistemdir. Monooxygenazlar; bocekler, bitkiler, memeliler,
kuslar ve bakteriler gibi biitlin aerobik organizmalarda mevcuttur. Sitokrom P450,
monooxygenaz sisteminde merkezi oksidazin gorevini yapan bir hemoproteindir.
Okaryotlarda P450°‘ler endoplazmik retikulum ve mitokondrilerde bulunur.
Mitokondrideki P450‘ler farkli bir elektron tagima sistemi kullanir ve Okaryot
P450°lerden ¢ok primitif prokaryotik P450‘lerle daha yakindir (Jeffrey, 1999).
Bocek monooxygenazlarindan P-450 rediiktaz ve Sitokrom b5‘in direng
gelisiminde rol oynadig tespit edilmistir. Bir bocekte toplam P450°nin varligr ilk
kez 1967de kaydedilmistir ve son zamanlarda arastirmacilar birkag¢ bocek tiirtinde
¢ok sayida P450 varligint kanitlamistir (Cakir ve Yamanel, 2005). Bocek P450
rediiktaz1 ilk kez Musca domestica‘dan izole edilmistir ve memeli P450
rediiktazina benzerlik gosterir. Sitokrom b5 ilk kez Hyalophora cecropia denen
bir bocekte tanimlanmigtir. P450 rediiktaz ve b5‘in artan seviyelerinin
monooxygenaza bagl insektisit direnci ile baglantili oldugu ise ilk defa Musca
domestica‘da bulunmus ve son zamanlarda diger tiirlerde de tespit edilmistir.
Boceklerin monooxygenazlari pestisitlere direng, beslenme, biiylime ve gelisme,
bitki toksinlerine tolerans gibi bir ¢ok fonksiyonel role sahiptir (Cakir ve
Yamanel, 2005). insektisitlerin diger simflar1 igin (bir ¢ok organofosfatlar gibi)
P450 ler ana bilesigin aktivasyonunda insektisidal diazoxan (bir fosfat)
icerisindeki  diazinon gibi  detoksifikasyona kolay karigabilir.  P450
monooxygenazlar bu nedenle kritik olarak organik fosforlularin insektisidal
aktivitesi i¢in agik olacaktir. Belirli bir P450 kolayca aktive olmus bilesikte non-
toxic organik fosforlulara durum degistirirken ayn1 P450°nin aktive olmus fosfati
metabolize etme yetenegi ya azdir veya yoktur. Sonug olarak denebilir ki, P-450°
ler organik fosforlularin insektisit aktivitesini engelleyerek etkili olurlar (Jeffrey,
1999; Cakir ve Yamanel, 2005).
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Hidrolazlar bir ¢ok organizmada bulunan heterojen enzimlerin biiyiik bir
grubudur. Fosfatazlar, karboksilesterazlar vb. bu kategoriye dahil edilir. Hidrolaza
bagli direng iizerine yapilan calismalarin bazilar1 gostermistir ki, organik
fosforlulara direncli tiirlerin a naftil asetat gibi model substratlar1 hidroliz yetenegi
azdir, bu durum mutant ali esteraz hipotezi olarak adlandirilir. Newcomb et al.
(1997) tarafindan aciklanan bu hipoteze gore; Norrnal sartlarda E3 (bir
karboksilesteraz) enzimi o naftil asetati (model substrat) katalitik olarak aktive
eder. Eger E3 (bir karboksilesterazda) enziminde tek bir aminoasit mutasyonu
(G137D) olusursa bu enzim o naftil asetat substratin1 katalitik olarak aktive
edemez. Fakat organik fosforlulardan chlorfenvinphosda (insektisitin aktif formu)
aktivite artisina neden olur ve direng gelisir. Bdylece bir mutasyon sonucu olusan
bir tek aminoasit degisikliginin dirence neden olmak i¢in yeterli oldugu

sOylenebilir (Newcomb et al., 1997; Cakir ve Yamanel, 2005).

4.4 Direnci Tespit Etme Yontemleri

Bocegin, dol siiresi, yumurta birakma sikligi ve durumu direng etki
mekanizmasini ve evrim hizini belirler. Duyarli ve direngli bireyler arasinda ayrim
yapmak i¢in giivenilir, hizli ve etkili teknikler gereklidir (Brown, 1981; Gunning,
1993).

Popiilasyon yapisinda ve dagiliminda pestisitlerin neden oldugu kaymalarin
degerlendirilebildigi zararh tiirlerde direnci teshis etmek i¢in ¢esitli fenogenetik

yontemler kullanilabilir, cografi kosullar ve zamanla direng gelisimi etkilenebilir.

Bunlar arasinda, kolay kullanimli toksikolojik yontemler diinya ¢capinda en
cok kullanilanlardir. Bunlar, kullanilan pestisitlerle popiilasyonda, direngli ve
duyarli genotiplerin oranimi saptayarak duyarlilik diizeylerinin tespitine imkan

saglamaktadir.

2004 yilinda Insektisit Diren¢ Eylem Komitesi 'Eklembacakli zararlilarn
poplilasyonlarinda pestisit direnci izleme' adiyla bir yontem kilavuzu
yaymlamistir. Bu kilavuzda yer alan yontemler tarim ilaglar1 ve diger ilaglar ile
calisan bilim adamlari i¢in, bdcekler ve akarlari igeren 37 tiiriin popiilasyonlarinda
direng gelisimini degerlendirmek i¢in biiylik pratik bilgiler saglamaktadir
(Karaagac, 2012).
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Giliniimilizde, arastirmacilar diren¢ tanist i¢in kullanilabilecek kolay
gorlilebilir gorsel morfolojik karakterler tespit etmeye calismaktadir. Bunu
basarmak ic¢in, popiilasyonlarda fraksiyonlar1 belirlenmis erginlere ait farkli
morfotip ornekleri vardir. Tanimlanan her morfotip, kullanilan toksik maddenin

ardindan duyarlilik agisindan test edilmektedir (Karaagac, 2012).

Onegin, patates boceginde, farkli varyasyonlarm meydana gelme sikliginin
piretroid duyarlilig1 ile iliskili oldugu bildirilmistir. Bu bulgu, kislaktan erginlerin
cikmasindan sonra zararlinin popiilasyonunda, piretroid direncini ortaya ¢ikarmak
i¢in tasarlanmig olan hizli bir yontem olmustur (Sukhoruchenko and Dolzhenko,
2008). Bdylece, patates yetistiricilerinin mevsimsel uygulama listelerinde

pestisitlerin rasyonel kullanim planlamasini yapmasini saglar.

Direncin hedef yeri duyarliliginin azalmasi ve detoksifikasyonun artig1 gibi
ana mekanizmalar1 vardir. Hedef yeri, insektisit tarafindan saldirilan boceklerdeki
molekiillerdir. Azalmis hedef bolge duyarliligi, hedef yerlerinde degisikliklere
neden olarak insektisit baglanmasini azaltir ya da baglanilan yerde meydana gelen
hasar1 azaltmaktadir. Metabolizma insektisitlere hizli bir sekilde baglanan ve
toksik olmayan bilesiklere doniistiiren enzimler igerir. Insektisitin penetrasyonunu
azaltan kutikila yapisi ve insektisite maruz kalmaktan kurtulma amaciyla goriilen
davranis degisiklikleri de diren¢ mekanizmalar1 arasindadir. Farkli mekanizmalar
bazen etkilesim i¢inde bulunarak tek bir bocek iginde olusabilir ve bu durum

direncin ¢ok yiiksek seviyelerde olmasina sebep olmaktadir (Karaagag, 2012).

Direng, Uluslararas1 Direng Eylem Komitesi (IRAC) tarafindan yayinlanan,
geleneksel standart biyoassay yontemler kullanilarak ve biyokimyasal,

immiinolojik ve molekiiler yontemler ile tespit edilebilir.
4.4.1 Geleneksel tespit yontemleri

Standart tespit yonteminde tarla popiilasyonundan oOrnekler alinir ve
iretilirler. Larva veya eginler bir insektisit doz aralifina maruz kaldiktan sonra,
6liim oran1 degerlendirilerek direng tespit edilir. Duyarli ve tarla popiilasyonu i¢in
LDs veya LCsy degerleri probit analizi kullanilarak hesaplanmaktadir (Karaagag,

2012).

Sonuglar, standart duyarli popiilasyon ornekleri ile karsilagtirilir ve oransal

olarak direng tespiti yapilir. Bu metot, farkli zararl tiirleri i¢in bazi farkliliklar
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icermektedir ve bu yontemler bazi zararhi tiirler icin Bocek Direnci Eylem
Komitesi (IRAC) tarafindan yayinlanmistir. Direnci belirlemenin en onemli
amaclarindan biri iireticiye en giivenli veya direngten en az etkilenen pestisitlerin

seciminde yardimc1 olmaktir (Roush and Tabashnik, 1990).

Biyoassay denemeleri direncin belirlenmesinde kullanilan ilk yontemdir ve
daima etkilidir. Biyokimyasal denemeler ise diisiik frekanslardaki direng¢ genlerini
dogru olarak tanimlama ve kontrol etme yetenegindedir (Roush and Tabashnik,
1990). Genel olarak diren¢ kontrolii LCsy’lerin ve LCyy’larin karsilastirmasini
veya tarla ve laboratuvar popiilasyonlart arasindaki doz-tepki grafigini
icermektedir. 1990’11 yillara kadar diren¢ kontroliinde doz veya konsantrasyon ile
Oliim iliskisine ¢ok az 6nem verilmistir. Bununla birlikte, 6zellikle 6rneklemedeki
istatistiksel test teknikleri, diren¢ kontrol programina karar vermede en dnemli
faktordir. Yiiksek direng frekanslarinda direncin belirlenmesinin - miimkiin
olmasina ragmen, 6zellikle direncin ilk ortaya ¢iktigi donemde hem lethal doz
(LD), hem de diren¢ frekansindaki dagilim tahminleri kiigiik degisimlere
duyarsizdir (Ay ve Sokeli, 2005).

Biyoassay Yontemler

Insanlar kendileri ve dogal yasam icin tehdit olusturabilecek
maddelerden/olaylardan ©Onceden haberi olmasi amaciyla bircok arastirma
yapmaya baslamis ve bu durumlar1 6nceden belirleme geregi duymustur. Bir
biyokimyasal toksisite testi, bir biyolojik organizma kullanimini gerektirir. Belki
de en eski ve en bilinen Ornegi, komiir madeninde kanarya kullanimidir.
Geleneksel olarak, komiir madencileri giivenli bir hava kaynagi saglamak i¢in
madenlere kafesli kanaryalar alirmis. Kanaryalar, madencilik siirecinde yayilan
bir kokusuz gaz olan metana insanlardan daha duyarlidir, bu nedenle kanarya,
metan gazinin madenlerde tehlikeli seviyelere ulastigini anlamak i¢in kullanilmig
ve kanarya 06ldiigii anda madenciler kisa siirede madeni terk etmeli uyarisi
anlamima gelmistir (Authentic Scientific Research for High School Students,

2009)

Genis anlamda, kullannmiyla "biyoassay" ya da "biyolojik analiz" aktif
maddenin bir canli organizmada fizyolojik olarak etkileri ve arasindaki iliskinin

saptanmasi i¢in kullanilmaktadir (Hoskins ve Craig, 1962)
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Finney (1979), verdigi tanima gore: “en genis anlamiyla biyoassay terimi,
herhangi bir uyaricinin, fiziksel, kimyasal, biyolojik ya da fizyolojik olarak

potansiyel etki 6l¢iimii anlamina geldigi anlagilmalidir” demektedir.

Direng belirlemede birgok standart biyoassay yontemi vardir. Bu yontemler
insektisitlerin uygulama yontemlerine gore siniflandirilmistir (Ffrench-Constant

ve Roush, 1990).
1. Daldirma
2. Rezidii veya yiizey temasi
3. Topikal uygulama
4. Besleme

Biyoassay denemeleri, insektisitlerin boceklere karst etkisinin 6l¢limii
anlaminda ele aldigimizda 6nemli olan bazi konular1 belirtmek gerekmektedir. Bu
bilgiler i¢in “Biyoassays with Arthropods” (Robertston et al., 2007) isimli kitap
ve Isman (2011) oldukc¢a ayrintili bilgiler igermektedir. Ozet olarak iizerinde

durulmasi gereken konular su sekildedir:
Bilinmesi gereken bazi tanimlar:

* Biyodeney (Biyoassay), “canli bir organizmanin bir denek olarak

kullanildig1 bir deney” olarak tanimlanabilir.

* Quantal tepki biyodeney (Quantal response biyoassay): Uyarict miktar ya

da yogunlugu ile tepki arasindaki iligkiyi tahmin etmek i¢in yapilan deneydir.

* Tepki degiskenleri (bagimli degiskenler) - Response variables (dependent

variables): Deneyin rasgele elde edilmis ¢iktilari.

» Agciklayic1 degiskenler (bagimsiz degiskenler) - Explanatory variables

(independent variables): Tepkiye neden olan uyaranin dlgiilebilir 6zellikleri.
Tepki (yanit) degiskenlerinin tiirleri:
« ikili — (Binary): Evet ya da hayir, mesela canli ya da 6lii

» Siirekli degisken — (Continuously variable) tepkilerin spektrumu, 6rnegin

agirlik, tiiketilen artig, gida vb.
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» Birden fazla agiklayic1 degiskenler ile ikili model - (Binary model with

multiple explanatory variables): Bir "doz-yanit (dose-response) egrisi" iiretir
* Deney birimi — (Experimental unit): Uygulamaya maruz kalan esas varlik

* Tekrar — (Replication): Farkli bir zamanda biyoassay tekrari, ama miimkiin

oldugunca ayni kosullar altinda.
* Bir tekrarda altkiimeler = yalanci tekrar

Iyi bir biyoassay kabul gdrmesi icin baz1 ozellikler icermelidir.
Tekrarlanabilirlik 6zelligi; deneyin ayni sekilde bagka bir zamanda ve mekanda
tekrar edilebilir olmasi gerekmektedir. Kolaylikla gézlenen ve 6lgiilen sonuglar
olmalidir. Nispeten diisiik maliyetli olmalidir. Tercihen kisa siireli olmal1 ve fazla
tekrar iceriyor olmalidir. Bunlarin sonucunda da “dogrusal bir doz-yanit egrisi”

vermelidir.

Buraya kadar iyi bir biyoassay yaptigimizi diisiiniirsek, bu test sonucunda
elde edilen veriler “Neyi 0Olgebilir?” sorusuna verilecek cevaplari fizyolojik ve

davranigsal tepkiler olarak iki grupta inceleyebiliriz:
Fizyolojik tepkiler
1) Oliim (sabit siire veya gelisme asamasi iginde)
2) Larvalarin bliyiimesi (agirlik)
3) Pupa gelisimi (zaman); dmiir uzunlugu
4) Dol verimi, yumurta verimi
Davranigsal tepkiler
1) Beslenmeyi engelleme
2) Yumurtlamay1 engelleme
3) iticilik (repellent)

Elde ettigimiz sonuglarin dogru yorumlanmasi i¢in insektisitlerin sz
konusu oldugu denemelerde gz 6niinde bulundurulmasi gereken énemli noktalar
ise su sekilde siralanabilir, geleneksel insektisitlerin tarla (saha) etkinligi, en fazla
oli birey sayist ile baglantilidir. Ancak, 6liim sayilar1 hesaplanirken insektisitlerin

boceklerde meydana getirdigi davranigsal etkiler goz ardi edilmemelidir.
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Gecikmeli 6liim onemli olabilir, mesela azadirachtin (neem), rotenone, bdcek
gelisim diizenleyicileri, protein sentez inhibitdrleri ve mitokondriyal zehirler ile
yapilan uygulamalarda bdocekleri 6ldiirmek genellikle 48 saatten fazla siirer.
Bunun yaninda, yilda verdigi dol sayist fazla olan iiretken tiirler i¢in dogurganlik

onemli bir kistas olabilir.

Biyoassay c¢alisma planlanirken bir bitis noktasi (sliresi-donemi) segilerek
deneme planlanmalidir. Bunun yaninda oOncelikle bir "pozitif" kontrol
olusturulmalidir, "negatif" kontrol ise sadece uygulamanin yapilmadigi, ancak
tim test kosullarimi saglamalidir. Uygulama yoOntemlerini tekrarlamak gerekir.
Gozlemler ve tekrarlar degil, gozlem basimma boceklerin sayisinin maksimum
olmas1 gereklidir. Amac¢ elde edilen veriler dogrultusunda uygulama sonunda
boceklere karst bir ylizde tepki, % 50 tepki iiretecek bir doz/konsantrasyon
6l¢ebilmektir, % 100 degil.

Oncelikle biyoassay iyi sekilde planlanmalidir (Ne dlgmek istiyorsun?)

» Gozlem sayisi arttirilmalidir
* Kontrollerin 6nemi unutulmamali: negatif kontrol ve pozitif kontrol

* Preparatlarin,  yontemlerin,  zararlilarin,  kosullarin  degiskenligi

olabildigince azaltilmalidir.

Biyoassay denemeler esas olarak bir bitki, bir bocek ve insektitilerin
uygulama sekli ve yontemi gibi bagliklardan olugsmaktadir. Bu basliklar i¢indeki

degisken kaynaklari ise su sekilde siniflandirabiliriz:

Bocekler

1) Yas ve/veya yasam evresi

2) Aglik ve/veya beslenme durumu

Bitkiler

1) Toplanan yer, bitki kismi, fenolojik yas

2) Ekstraksiyon yontemi (solvent, hacim, zaman)
Uygulama yontemi

1) Solvent, emiilsiyon yapici (lar)

2) Alt tabaka (yaprak, filtre kagidi, cam)



36

3) Tastyicr/korunakli kisim: agik/kapali, nem
Insektisitlerin boceklere uygulama sekilleri ise 4 baslikta degerlendirebilir

Dogrudan: Topikal uygulama, etki eden kesin bir sabit doz kullanimi s6z
konusudur veya piiskiirtme seklinde uygulama yapilir konsantrasyon daha az

kesin/yaklagsiktir.

Alt tabakaya (yapraga, cam siseye vb.) yapilan uygulama yiizey temasi
seklinde etki gerceklesir, etki eden konsantrasyon net olarak hassas hesaplanamaz,

alt tabakaya verilen doz bilinmektedir ve kesindir.

Rezidiiel (kalint1) kontak uygulamasi - yukaridaki gibi aymidir, ancak

bocekler alt tabakaya uygulama yapildiktan sonra belirlenen zamanlarda verilir.

Fumigasyon - kapali konteyner; bdcekler uygulama ile dogrudan temas

etmesi mumkiin olmamalidir.

Beslenme engelleyici biyoassay calismalarinda ise deneme siiresini
miimkiin oldugunca en aza indirmek gerekir. Beslenme biyoassay ¢aligmalar1 kisa
olmalidir yani, bir ya da iki besleme doneminde bitmelidir. Bocekler bazen,
beslenme engelleyicilere hizla alisabilir. Bunlara ek olarak bdcekleri gruplar
halinde kullanmaktan kaginilmalidir, “sosyal kolaylagtirma” denilen bu durum

sonuglart etkileyebilir.

Ancak, laboratuvar kosullarinda yapilan bu testler disinda gercek kosullara
daha yakin deneysel kosullardan (tarla kosullar1) da s6z edebiliriz. Bu durumda
daha fazla degisken ortaya ¢ikmaktadir. Bunlardan plastik ylizeylerde kullanilan
rezidii yontemi daha c¢ok kirmizidriimcekler icin gelistirilmistir. Bu uygulama
modeli yaprak rezidii modeline ¢ok benzemektedir, fakat yaprak rezidii modeline
gore cok hizhidir, 24 saatte sonu¢ verir ve kontrole gerek yoktur. Rezidii
yonteminin sonuglar1 gelecekte tarlada olusacak seleksiyon oranlar1 hakkinda da
fikir vermektedir (Ay ve Sokeli, 2005).

Biyoassay testler, sadece direng varligi ve frekansinin bir gostergesi olabilir
ve diren¢ mekanizmasi hakkinda sinirl bilgi vermektedirler. Direncin geligimi
genellikle bir veya birkag gene dayanmaktadir. Duyarli bir popiilasyon, bir
insektisite maruz kalmadan Once, tipik olarak diren¢ genleri bakimindan
genellikle zayiftir, bu genler insektisit yoklugunda azaltilmaktadirlar (Karaagag,
2012).
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4.4.2 Boceklerde insektisit direncinin biyokimyasal tespiti

Zararli tiirlerde pestisit direncini belirleyen diger bir yontem ise
biyokimyasal denemelerdir. Bu yontemin temelinde bdceklerdeki pestisit direng
mekanizmasinin bilinmesi amaglanmaktadir. Bunun en iyi 6rnegi Myzus persicae
(Sulzer)’de direng, a-napthyl asetat1 hidrolize eden esteraz aktivitesinin pozitif
iligkisidir. o -naphyl asetat’t hidrolize eden bir¢ok enzimden sadece
karboksilesteraz, E4’iin artan aktivitesinin direngte dnemli rol oynadigini ortaya
cikartilmistir. Fazla miktarda karboksilesteraz E4 bulundugunda, insektisitler sinir
sistemindeki hedefe ulasmadan Once tutulmakta ve bu nedenle AChE normal
biyolojik fonksiyonuna devam etmekte ve bocek yasamaktadir (Ay ve Sokeli,

2005).

Biyokimyasal deneyler/teknikler direngle ilgili bir mekanizma kurmak i¢in
kullanilabilmektedir. Bir popiilasyon biyokimyasal deneyler ile iyi karakterize
edildiginde, bu deneyler bazi1 farkli seleksiyon baskisi altindaki bir
poplilasyonunda diren¢ gen frekanslardaki degisiklikleri 6l¢mek i¢in kullanilabilir

(Karaagag, 2012).
Immiinolojik tespit yontemleri:

Bu yontem, yalmizca spesifik yiiksek esteraz i¢in antiserum erigimi olan
laboratuvarlar ile isbirligi i¢inde kullanilabilir. Bugiine kadar bir antiserum E4
karboksilesteraza kars1 Ingiltere’de bulunan bir popiilasyondan yaprak biti (Myzus
persicae)’nden hazirlanmistir.  Bu antiserumdan bir afinite 1gG  kismu
saflagtirllmis ve lic yaygin direngli varyantlar arasinda ayirim igin basit bir

immunoassayde kullanilmistir (Devonshire et al., 1986).
Monooksijenaz (sitokrom P450) bazli insektisit direnci tespiti

Tek tek zararlhilarin oksidaz aktivitesi seviyesi diigiiktiir ve micrtitre plaka
giivenilir degildir. Tek bocekte p450 aktivitesini Olgmek icin noktasal test
gelistirilmistir. P450, enzimlerin karmasik bir ailesidir ve farkli sitokrom P450'ler

farkl insektisitlere kars1 direng liretebilir (Karaagag, 2012).

4.5 Direng ile ilgili Cahsmalar

Tiirkiye’de insektisit ve akarisitlere dayaniklilik ile ilgili calismalar sentetik

organik pestisitlerin kullanimimin yayginlasmasinin hemen ardindan yani 1960’h
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yillarda baglamistir. Dayaniklilik iizerine yurdumuzda saptanan ilk yayilar
konuyu aydinlatan, yurtdisindaki durumlar1 rapor eden derlemeler seklinde
olmustur (Diizglines, 1953; Alkan, 1960). Dayaniklilik en ¢ok halk ve cevre
sagligr kapsaminda kullanilan insektisitlere karsi sivrisinek ve karasinek tiirleri
icin rapor edilmistir (Sisli vd., 1983; Kence ve Kence, 1985; Kasap vd., 1999).
Durmusoglu (2004), Tiirkiye’de insektisit ve akarisitlere karsi dayaniklilik
konusunda yeterince ¢alisilma yapilmadigint ve 2000’li yillarin basina kadar
toplam 30 arastirma bulundugunu bildirmistir. Bunlar i¢inde kiiltiir bitkilerinde
sorun olan zararlilarla ilgili olarak sadece 4 tanesinde; Seftali yaprakbiti [Myzus
persicae (Sulz.) (Homoptera: Aphididae )]’nin parathion-ethyl’e (Ziimreoglu,
1978), Pamuk yaprakkurdu [Spodoptera littoralis (Boisd.) (Lepidoptera:
Noctuidae)]’nun monocrotophos’a (Oden vd., 1975), Karasinek [(Musca
domestica L.) (Diptera: Muscidae)]’in malathion’a kars1 (Sisli vd., 1983), Patates
bocegi [Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae)]’nin de

delthamethrin’e kars1 direnci bildirilmistir (Erdogan ve Giirkan, 1997).

Yogun kimyasal kullanimi basta kalinti sorunu nedeniyle insan sagligini
tehdit etmekte ve ihracatimizda da onemli sorunlara a¢maktadir. Son 5 yilda
Avrupa Gida Giivenligi - Gida ve Yemlerde Hizli Alarm Sistemi (RASFF)’nde
sadece Tirkiye orijinli liziimlerde saptanan kalinti kayitlar1 su sekildedir:
Almanya’dan 31/08/2005 tarihinde spinosad (0.04 ppm), 07/12/2009 tarihinde
procymidone (1.8 ppm) ve lambda-cyhalothrin (0.15 ppm); Ingiltere’den
30/05/2006 tarihinde dithiokarbamat (0.4 ppm), monocrotophos (0.5 ppm),
procymidone (0.4 ppm) ve metalaxyl (0.3 ppm); Macaristan’dan 30/07/2008
tarihinde esfenvalerate (0.20; 0.22; 0.23 ppm); Litvanya’dan 15/09/2009 tarihinde
monocrotophos (0.5 ppm), 25/09/2009 tarihinde methoxychlor (0.04 ppm) ve
07/12/2009 tarihinde imazalil (0.08 ppm) kalintilar1 tespit edilmistir (RASSF,
2010).

Yaygin ve bilingsiz/yogun kullanilan insektisitler kalmtinin yaninda
zararlilarda ¢esitli tiplerde diren¢ goriilmesine neden olmaktadir. Zararlilara karsi
pestisit dayanikliligiyla ilgili ilk kayit 1914 yilinda ABD’de bildirilmis ve o
tarihten 2007 yili sonuna kadar 553 tiiriin 331 bilesige toplam 7747 vakada
dayaniklilig: bildirilmis ve bu vakalar i¢inde en ¢ok dayaniklilik sirasiyla Diptera
(% 33.8), Lepidoptera (%15.4), Acarina (13.7), Coleoptera (%13.4) ve Homoptera
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(%10.5) takimma bagh tiirlerde goriilmistiir. Dayamklilik durumu en ¢ok
sirastyla organik fosforlu bilesiklere (%37.3), klorlandirilmis hidrokarbonlu
bilesiklere (%30.2), piretroitli bilesiklere (%15.5) ve karbamatli bilesiklere (%7,1)
kars1 tespit edilmistir (Mota-Sanchez et al., 2008).

Tirkiye’de tarimsal zararlilarin pestisitlere karsi gosterdigi direng iizerine
2000’li yillarda yapilmig Onemli bazi ¢aligmalarin sonucglari ise asagida

sunulmustur:

Ay ve Giirkan (2005) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, iilkemizin 6nemli
pamuk iiretim merkezlerinden toplanan Tetranychus urticae Koch. (Acari:
Tetranychidae) popiilasyonlarinda selektif akarisitlere (dicofol, bromopropylate)
kars1 6nemli 6l¢iide bir duyarlilik kaybina rastlanmadigi bildirilmistir. Bir¢ok
iilkede ozellikle dicofol’a kars1 ¢ok yiiksek oranlarda direng¢ kaydedildigini
bildiren arastiricilar bu durumu, iilkemizde spesifik ilaglarin ¢ok fazla tercih
edilmedigine ve genis spektrumlu ilaglarin daha c¢ok tercih edildigine

baglamislardir.

Ay (2006) tarafindan gergeklestirilen bir baska calismada, Antalya’da
Ortiialt1 sebze liretim alanlarinda, yine 7. urticae nin bazi akarisitlere (propargite,
abamectin ve amitraz) kars1t duyarhiliklar1 aragtirilmistir. Calismada kullanilan
akarisitlerden propargite ve abamectin’e karsi onemli Ol¢iide duyarhilik kaybi
belirlenemezken, iilkemizde amitraz’a karsi daha once bir duyarlilik kaybi
bildirilmedigi halde bu ¢aligmada amitraz’a karsi bazi popiilasyonlarda énemli

Olgtide direng belirlenmistir.

Sokeli vd. (2007), elmanm yogun olarak iiretildigi Isparta ili elma
bahgelerindeki 7. wurticae popiilasyonlarmin chlorpyrifos’a kars1 direngli fakat

propargite ve abamectin’e karsi duyarli oldugunu tespit etmislerdir.

Dagli ve Tung (2007), Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera:
Thripidae)’in Antalya’dan elde edilen irklarinin 5 insektisit sinifina kars1 direng
durumunu incelemis ve tiimiinde cypermethrine karsi 1.6 ile 12.2 kat arasinda

degisen direng artis1 tespit etmislerdir.

Erdogan vd. (2008), Adana, Antalya, izmir ve Tarsus pamuk alalarindan

topladiklar1 Tiitiin beyaz sinegi [Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera:
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Aleyrodidae)] popiilasyonlarinin piretroitli insektisitlere karsi 6nemli dercede

direncli olduklarin1 bulmuslardir.

Kumral vd. (2008), Bursa ili elma bahgelerinden toplanan Panonychus ulmi
(Koch) (Acarina: Tetranychidae) popiilasyonlarinin, chlorpyrifosa 6.0 ile 35.6 kat,
lambda-cyhalothrine ise 0.7 ile 5.7 kat daha direngli oldugunu bildirmislerdir.

Velioglu vd. (2008a), igel’de yaptiklari bir ¢alisma sonucunda Myzus
persicae (Sulz.) (Hemiptera: Aphididae) popiilasyonlarinda, yiiksek diizeydeki
karboksilesteraz (E4 ve FE4) nedeniyle viicuda alinan pirimicarb’in bir kisminin
toksik olmayan yapiya doniistiiriildigiinii (detoksikasyon), kalan pirimicarb’in
sinir sistemine ulasabilen kisminin ise, AChE’1n duyarsiz hale gelmesi nedeniyle
(hedef alanin duyarsizlagmasi) etkisini gosteremedigini bildirmislerdir. Bu
calisma sonucunda, M. persicae’nin Igel popiilasyonlarinda farkli iki direng
mekanizmasi tespit edildiginden bu popiilasyonlarda “goklu diren¢ mekanizmasi”

oldugu belirlenmistir.

Yine Velioglu vd. (2008b), pamuklarda zararli Aphis gossypii Glover
(Hemiptera: Aphididae)’nin bes farkli popiilasyonu ile yapilan biyokimyasal
calismalar 151¢1nda, hem yliksek esteraz aktivitesine, hem de direncli olan 1081K
popiilasyonu ile aym bant dizilisine sahip olduklar tespit edilmistir. Ayrica bu
zararlimin  pirimicartb ve demeton-S-metil’e degisen oranlarda duyarsiz
asetilkolinesteraz aktivitesi sergiledikleri, dolayisiyla, bu popiilasyonlarin
karbamatlilara ve organikfosforlulara karsi degisik seviyelerde direng

gosterdikleri bulunmustur.

Ay ve Kara (2009) amitraz ile Tetranychus urticae popiilasyonlarini
seleksiyon yoluyla direngli hale getirmisler, amitraz diren¢ oraninin 14.39 kattan
32.02 kata yiikseldigini; olusan ¢oklu direnci incelediklerinde ise bu
popiilasyonlarda en yiiksek coklu direncin sirasiyla abamectin (8.38 kat),
propargite (6.37 kat), chlorpyriphos (3.53 kat), clofentezine (3.43 kat) ve
fenpyroximate (1.91 kat)’de arttigini; buna karsin bifenthrin’e hassasiyet

olustugunu bildirmislerdir.

Geng vd. (2009), Canakkale ve c¢evresinden toplanan Zeytin sinegi
[Bactrocera oleae (Gmelin) (Diptera: Tephritidae)] popiilasyonlarinin organik

fosforlu ilaglara kars1 dayaniklilik durumlari incelenmis, 2006 yilinda toplanan
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toplam 161 6rnegin % 32’sinin homozigot dayanikli (RR), % 65’ inin heterozigot
dayanikli ve % 3’niin ise hassas oldugu bildirilmistir. Arastiricilar 2007 yilinda
topladiklar1 toplam 181 Ornegin ayni grup aktiflerine karst dayanikliliklar:
incelediklerinde ise % 53’iiniin homozigot dayanikli (RR), % 46’sinin heterozigot

dayanikli (RS) ve %1 inin de hassas (SS) oldugu bildirilmislerdir.

Bahsi vd. (2012), Antalya ve ilgelerinden toplanan Bemisia tabaci
(Gennadius)  (Hemiptera:  Aleyrodidae) popiilasyonlarinin  acetamiprid,
chlorpyrifos-ethyl ve cypermethrin’e karsi duyarlilik diizeylerini belirlemek
amactyla yaptiklari c¢alismada topladiklar1 popiilasyonlarda acetamiprid,
chlorpyrifos ve cypermethrin i¢in ortaya ¢ikan direng diizeyleri sirasiyla 6-299; 2-
16 ve 1-22 kat arasinda oldugunu bulmuslardir. Ayrica acetamiprid ve
chlorpyrifos-ethyl ile seleksiyona tabi tutulan popiilasyonlarin direng diizeylerinde
sirastyla 18 ve 4 kathik artislar kaydetmiglerdir. Bu sonucglara gore, B. tabaci
Antalya popiilasyonlarinin acetamiprid, chlorpyrifos ve cypermethrin’e karsi

onemli diizeylerde direng gelistirdigini belirlemislerdir.

Yukarida aciklandig1 gibi Tiirkiye’de insektisit ve akarisitlere dayaniklilik
ile ilgili calismalar gectigimiz son bes yilda da ¢ok sinirli sayida olmustur. Ustelik
yurdumuzda bag alanlarinda sorun olan zararlilarin insektisit ve akarisitlere

direnci ile ilgili bir calismaya da rastlanilmamustir.

Diinyada bag alanlarinda goriilen tiirlerin insektisit ve akarisitlere direnci ile

ilgili yapilmis 6nemli bazi ¢aligmalarin sonuglari agagida sunulmustur:

Amerika’da bagin Onemli zararlisi Endopiza viteana (Clemens)
(Lepidoptera: Tortricidae)nin hi¢ ila¢ uygulanmayan ve hassas irk oldugu bilinen
digeri ise carbaryl kullanimi olan alandan se¢ilmis 2 popiilasyonunda carbaryl
direnci arastirilmis, yapilan LCsy ve LCy testleri ile 6nemli direng olusumu ortaya
konmus ve calisma sonucunda bu alanda yapilan miicadelede carbaryl
kullaniminin bir an 6nce terkedilerek yerini yeni ve daha etkili insektisitlere
birakmast gerekliligi bildirilmistir. Ayrica bu ¢alismada carbaryle karsi 3. ve 4.
donem larvalarin birinci doneme gore daha diisiik hassasiyet gosterebilecegi,
bunun da diren¢ kazanimi saglayan detoksifiye enzimlerinin ancak bu donemlerde

artisindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Nagarkatti et al., 2002).
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Fransa’da bag alanlarinda sik¢a goriilen avc1 Typhlodromus pyri Scheuten
(Acari:  Phytoseiidae)'nin 13 popiilasyonunun  chlorpyriphos-ethyl  ve
deltamethrine kars1 diren¢ durumunun incelendigi bir ¢alismada populayonlarin
tlimiiniin chlorpyriphos-ethyle karst direngli oldugu, 4 tanesinin de deltamethrine
karst direngli oldugu bildirilmistir. 7. pyri'ye toksik oldugu diisiiniilen bu
insektisitler Tortricidae familyasina dahil zararli tiirlerin kontroliinde de

kullanilmaktadir (Bonafos et al., 2008).

Yunanistan bag alanlarinda zararl Tetranychus pacificus McGregor (Acari:
Tetranychidae)’un akarisitlere direnci ile ilgili yapilan bir ¢alismada, 7. pacificus
popiilasyonlarinin bifenazate ve pyridabene 7-10 kat direngli bulundugu

bildirilmistir (Stavrinides et al., 2010).

Ioriatti et al. (2008), bag alanlarinda L. botrana’nin insektisitlere karsi
diren¢ kazanimi olsa bile, bazi bilesiklerin kullanim kisitlamalar1 veya potansiyel

kayit kaybi1 sebebiyle tespit edilmesinin zor olacagini bildirmektedir.
Bag alanlar1 disinda ise:

Voudouris et al. (2011), Yunanistan’da Elma ickurdu Cydia pomonella
(Lepidoptera: Tortricidae) nin insektisit direncinin durumunun belirlenmesi igin
yaptiklar1 ¢alismada, azinphos-methyl, phosalone, deltamethrin, thiacloprid,
fenoxycarb, tebufenozide, methoxyfenozide ve diflubenzuron’a direncini
incelemislerdir. Hassas popiilasyon ile karsilastirildiginda hemen hemen tiim
poptilasyonlarda duyarlilik azalisi gozlemlemislerdir. Bu duyarlilik azalmasi ile
ilgili olarak biyokimyasal test sonuclarina gore sitokrom P450 polysubstrate
monooksijenazlarinin etkinliginin ve glutation-S-transferaz aktivitesinin artmasi

ve karboksilesteraz etkinliginin azalmasinin goriildiigiinii belirtmislerdir.

Rodriguez et al. (2011), Cydia pomonella’nin birinci donem larvalart ve
yumurtalarinda Ispanya’da C. pomonella’nin  direng gdsterdigi  bilinen
popiilasyonlarinin ~ direncini  belirlemek amaciyla hassas oldugu bilinen
poptilasyonun LCq degerleri baz alinarak teshis konsantrasyonlarin1 bes ve yedi
insektisit i¢in belirlemis ve sirastyla, yumurta ve birinci donem larvalar {izerinde
uygulamiglardir. Uygulama yapilan yumurtalarin % 96’sinda hassas popiilasyonla
karsilagtirildiginda diisiik etkinlik gozlemlemislerdir. Uygulama yapilmis birinci

donem larvalarda ise belirgin bir hassasiyet azalmasi goézlemlemislerdir.
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Flufenoxuron, azinphos-methyl ve phosmet c¢ok diisiik etkinlik gdosterirken
lambda-cyhalothrin, alpha-cypermethrin ve chlorpyrifos-ethyl’in ¢ok yiiksek
etkinlik gosterdigini belirtmislerdir. Biyokimyasal testler sonucunda insektisit
detoksifikasyonu ile ilgili en 6énemli enzim sisteminin, en yliksek enzim aktivite
oran1 ile MFO oldugunu gozlemlemislerdir (Dokuz bdlgeden toplanan
poplilasyonlarin birinci donem larvalarn i¢in; 5,1-16,6). Hassas popiilasyonla
karsilastirildiginda popiilasyonlardan birinde sirasiyla GST ve EST i¢in ii¢ kat ve
bes kat enzimatik aktivite oram1 ve gelismis GST ve EST aktivitesi

belirlemislerdir.

IRAC web sayfasindaki diren¢ vaka kayitlar1 incelendiginde Lepidoptera
takimina bagl tiirlerden 89 tanesinde, bunlardan da Tortricidae familyasina bagh
tiirlerden 13 tanesinde diren¢ vakasi bildirilmistir. Ancak bu ¢aligmalardan sadece
bir tanesi bagda L. botrana ile ilgilidir (APRD, 2014). Bu tek kayitta da,
Ermenistan’da bagda L. botrana’nin DDT ye kars1 diren¢ durumu bildirilmistir
(Mardzhanyan et al., 1974). S6z konusu c¢alismaya ulasilamamis arastirma detay

ve sonuclariin FAO’da kayith oldugu bildirilmistir.

Rodriguez Garcia et al. (2011), C. pomonella’nin birinci donem larvalari ve
yumurtalarinda insektisit direncinin belirlenmesi amaciyla ¢alisma yapmiglardir.
Ispanya’da C. pomonella’nm direng gdsterdigi bilinen popiilasyonlarinin direncini
belirlemek amaciyla hassas oldugu bilinen popiilasyonun LCyy degerleri baz
alinarak teshis konsantrasyonlarini bes ve yedi insektisit i¢in belirlemis ve
sirasiyla, yumurta ve birinci donem larvalar tizerinde uygulamislardir. Uygulama
yapilan yumurtalarin % 96’sinda hassas popiilasyonla karsilastirildiginda diisiik
etkinlik gozlemlemislerdir. Uygulama yapilmis birinci donem larvalarda ise
belirgin bir hassasiyet azalmasi gozlemlemislerdir. Flufenoxuron, azinphos-
methyl ve phosmet cok diisiik etkinlik gdsterirken lambda-cyhalothrin, alpha-
cypermethrin ve chlorpyrifos ethylin ¢ok yiiksek etkinlik gosterdigini
belirtmislerdir. Biyokimyasal testler sonucunda insektisit detoksifikasyonu ile
ilgili en Onemli enzim sisteminin, en yiiksek enzim aktivite orani ile MFO
oldugunu  goézlemlemislerdir.  Hassas  popiilasyonla  karsilastirildiginda
popiilasyonlardan birinde sirastyla GST ve EST i¢in ii¢ kat ve bes kat enzimatik
aktivite oran1 ve gelismis GST ve EST aktivitesi belirlemislerdir. Biyoassaylerde

kullanilan LCy teshis konsantrasyonlarinin etkili oldugunu bulmuslardir. MFO
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aktivite konsantrasyonlarimin yaninda insektisit teshis konsantrasyonlari ile
biyoassaylerin de birinci donem larvalarda insektisit direncinin izlenmesinde arag

olarak kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

Salkim giivesi, lizim {retimi yapan tim Avrupa ve Akdeniz iilkelerinde
oldugu gibi, Tiirkiye’de de bagin ana zararlisi konumundadir. Avrupa da oldugu
gibi Tirkiye’de de L. botrana miicadelesi daha c¢ok sentetik insektisitlerle
yapilmaktadir. Bag alanlarinda L. botrana’ya karsi kullanilan insektisitlere direnci
konusunda, bu caligmanin planlandig: siirecte hem Tiirkiye’de hem de diinyada
giincel bir ¢alisma olmadigi dikkat ¢ekmektedir. iste bu verilerden hareketle
onerilen bu g¢alisma ile, yurdumuzun en Onemli bag alanlarina sahip Manisa
[linde, bagin ana zararlist olan Salkim giivesi popiilasyonlarmin yaygin kullanilan
insektisitlere direncinin ve bu direncin biyokimyasal mekanizmalarinin

belirlenmesi amaglanmaistir.

4.6 Salkim Giivesinin Insektisitlere Direnci Ile Tlgili Calismalar

Salkim giivesi miicadelesi, Avrupa’da oldugu gibi Tiirkiye’de de genelde
sentetik insektisitlerle yapilmaktadir. Manisa ilinde her ne kadar erken uyar
sistemi sayesinde, Salkim gilivesi’'ne karst uygulama zamani, sayisi ve
kullanilacak ilaglar bildirilse de ne yazik ki iireticiler, iiriinii kaybetme korkusu
nedeniyle, bilingsiz ve kontrolsiiz kimyasal uygulamalar1 yapabilmektedirler.
Gerek ihrag ettigimiz, gerekse i¢ pazardan alinan Orneklerde rastlanan tolerans

tizeri pestisit kalintilar1 bildirilmesi bunun en énemli gostergesidir.

Insektisitlerin yaygin ve bilingsiz kullanimi, basta kalint1 sorunu nedeniyle
insan saghgini tehdit etmekte, ¢evreyi olumsuz etkilemekte ve zararhlarda cesitli
tiplerde diren¢ goriilmesine neden olmaktadir. Buna karsin Tirkiye’de
dayaniklilik ile ilgili ¢aligmalar hem genel anlamda yetersizdir hem de bag
alanlarinda sorun olan zararlilarin insektisit ve akarisitlere direnci ile ilgili bir

calismaya rastlanmamstir.

Diinyada bag alanlarinda goriilen zararlilarin insektisit ve akarisitlere
direnci ile ilgili yapilmig bazi c¢aligmalar mevcuttur. Salkim glivesi’nin
insektisitlere direnci konusunda, giincel bir ¢calisma 2014 yilinda Civolani et.al.
(2014) tarafindan yapilmistir. Italya’da Trento bdlgesinden almmis uzun yillardir

tiretimi devam eden bir hassas populasyon ile Ravenna bolgesinden toplanmis bir
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populasyonda, indoxacarb, methoxyfenozide ve emamectin benzoat ile biyoassay
testler ile diren¢ durumunu arastirmislardir. Arastirma sonucunda; Ravenna
populasyonunda, hassas populasyona gore indoxacarb’a LCsy degerlerini

karsilastirarak 12 kat direng tespit etmiglerdir (Civolani et.al., 2014).
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3. MATERYAL

5.1 Salkim Giivesi Popiilasyonlar:

Salkim gilivesi popiilasyonlar1 Manisa ilinin ¢esitli ilgelerinden 2011-2012
yillarinda toplanan bireylerden iiretilmistir. Baslangicta toplam 17 popiilasyon ile
iretim ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir, ancak ilerleyen donemlerde, iklim odasinin
17 populasyonun iiretimine miisait olmamasi, isgiicliniin ve zamanin 1 is giinii
boyunca 17 populasyona yetersiz olmasi, iklim odasinin bulundugu sera alalaninin
su baskini ile zarar gormesi, iiretim esnasinda yapay besin iizerinde akar sorunun
goriilmesi gibi cesitli olumsuz sebeplerden dolay1r 7 popiilasyonun {iretimine
devam edilememistir. Proje kapsaminda {iiretimi yapilan popiilasyonlar igin
asagidaki kisaltmalar kullanilmistir. Merkez 1 popiilasyonu ilaglama yapilmayan
bir ev bahgesinden toplandig1 icin hassas popiilasyon olarak isimlendirilmistir
(Cizelge 5.1, Sekil 5.1)

Cizelge 5.1 Manisa ili bag alanlarindan toplanan popiilasyonlar ve kisaltma dizini

Bag bolgesi Kullanilan kisaltmalar Denemelerde kullanilan popiilasyonlar
Merkez1 (Hassas) MER1 (HAS) MERI1 (HAS)
Merkez 2 MER2 (MER) MER2 (MER)
Ahmetli 1 AHM 1 AHM
Ahmetli 2 AHM 2 Uretimine devam edilemedi
Alagehir 1 ALS 1 ALS
Alasehir 2 ALS 2 Uretimine devam edilemedi
Alagehir 3 ALS 3 Uretimine devam edilemedi
Saruhanl SAR SAR
Salihli 1 SLH 1 Uretimine devam edilemedi
Salihli 2 SLH 2 Uretimine devam edilemedi
Salihli 3 SLH 3 SLH
Saribey 1 SRBY 1 SRBY
Saribey 2 SRBY 2 Uretimine devam edilemedi
Sar1gél 1 SARI1 SAR 1
Sarigdl 2 SAR2 SAR 2
Yesilyurt 1 YY1 YY

Yesilyurt 2 YY 2 Uretimine devam edilemedi
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Sekil 5.1 Ornekleme yapilan Manisa ili bag alanlarinin harita {izerinde gosterimi.

5.2 Kullamlan insektisitler

Tiirkiye’de Salkim giivesine karsi ruhsatli insektisitler arasinda; biyolojik
insektisitlerden Bacillus thuringiensis, organik fosforlu bilesiklerden Chlorpyrifos
ethyl, Chlorpyrifos methyl, Fenitrothion, Methidathion, Methomyl, Quinalphos ve
Phosalone; karbamatli bilesiklerden Thiodicarb; sentetik piretroidli bilesiklerden
Bifenthrin, Cypermethrin, Deltamethrin, Esfenvalerate, Gamma cyhalothrin,
Lambda cyhalothrin ve Zeta cypermethrin; benzoyl iirelerden Flufenoxuron ile
Lufenuron ve Fenoxycarb karisimi, digerleri arasinda ise Emamectin benzoate,
Indoxacarb, Methoxyfenozide, Spinosad ve Tebufenozide aktif maddeli ilaglar
bulunmaktadir (KKGM, 2010). Bu c¢alisma planlandigi zaman, bolgedeki bag
alanlarinda kullanim miktarlari, belirli bir slire sonra yasaklanacak olmalari,
Avrupa Birliginde de ruhsath olmalari, maksimum kalint1 limitleri gibi kriterler
g6z Oniinde tutularak, degisik gruplar1 temsilen, Chlorpyrifos ethyl, Deltamethrin,
Indoxacarb ve Spinosad secilmistir. Denemelerde s6z konusu ilaglarin tiretici
firmalarindan temin edilen teknik maddeleri kullanilmistir. Teknik maddeler
istenen dozda agirlik / hacim (pg/pl) esasina gore uygun bir ¢oziiciide ¢oziilerek
stok ¢Ozelti hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden bir sonraki doz, bundan da bir

sonraki doz elde edilecek sekilde seri konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir.



5.2.1  Chlorpyrifos Ethyl

Chlorpyrifos (IUPAC adi: O, O-dietil O-3,5,6-trichloropyridin-2-il
fosforotioat) bir kristalin organofosfat insektisittir. Kimyasal formiilii
CyoH;;C;3NO5PS’dir (Sekil 5.2). Dow Chemical Company tarafindan 1965 yilinda
tamitilmis ve Dursban ve Lorsban dahil olmak iizere birgok ticari isimle

bilinmektedir.

Degisik yollarla bocek biinyesine alinan organik fosforlu insektisitler,
asetilkolinesteraz (AChE) enziminine baglanarak faaliyetini durdurur ve alici
reseptorlere baglanmis olan asetilkolinin hidrolize olmasini1 Onler. Bdylece
sinapslarda asetilkolin birikir ve asetilkolin, asetik asit ve koline ayrisamadigi igin

uyart1 siirekli olur ve 6liim gerceklesir (Unal ve Giirkan, 2001).

Cl
Cl
N/
/—O\P//S
/_O/ \O N
Cl

Sekil 5.2 Chlorpyrifos etkili maddesinin molekiil yapisi (FAO, 2013).

Chlorpyrifos insanlara orta derecede toksiktir ve kronik maruz kalma
sonucunda norolojik etkiler, gelisimsel bozukluklar ve otoimmiin hastaliklar ile
baglantili oldugu bilinmektedir. Hamilelik sirasinda maruz kalma cocuklarin
zihinsel gelisimini geciktirir, kullanim1 ABD'de 2001 yilindan bu yana
yasaklanmistir (Israel, 2012). Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
(EPA)’na gore tarimda en yaygin kullanilan insektisitlerden biri olarak
bildirilmigtir (United States Environmental Protection Agency, 2000).
Chlorpyrifos-ethyl sistemik olmayan direkt temas, sindirim ve solunmasi halinde
etkili olmasi i¢in tasarlanmig bir insektisittir. Chlorpyrifos-ethyle’in zararh
miicadelesinde kullanilmasi sonucu olusan 2 adet diren¢ olayr kayithdir. Bir

lepidoptera ve bir akar tiiriinde goriilen dayaniklilik Cizelge 5.2°de verilmistir.

Cizelge 5.2 Chlorpyrifos-ethyl direnci bildirilen bocek tiirleri (APRD, 2014)

Tiir Takim Familya Konukc¢u

Cydia pomonella Lepidoptera Tortricidae Meyve agaclari

Typhlodromus exhilaratus ~ Acarina Phytoseiidae
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5.2.2 Deltamethrin

Deltamethrin, sentetik piretroidler sinifina ait bir insektisittir. Piretroidler
lipofilik yapilar1 nedeniyle biyolojik membranlar ve dokularda kolayca emilirler.
Bocek kiitikiilasina niifuz ederek, sinir hiicrelerinde sodyum kanallarin agik
kalmasin1 saglayarak uyartilarin siirekli olmasina neden olurlar. Sonugta, sinir
iletimi bozulur, beslenme durur, daha sonra kas kontroliiniin kaybi, fel¢ ve
neticede Oliim goriiliir. Deltamethrin diger bircok pyrethroidin aksine hava ve
giines 15181na kars1 daha stabildir (Kumar et al., 2002). Dordiincii nesil sentetik
piretroit molekiilii (Sekil 5.3) olan deltamethrin dekara 1-5 gr aktif madde
dozunda gii¢lii insektisit etkiyi gostermekte ve bitkideki kaliciigr 10 giin
siirebilmektedir. Bu yiiksek insektisit etkisine karsin memelilere olan toksisitesi

oldukga diisiiktiir (Onciier ve Durmusoglu, 2008).

0

Sekil 5.3 Deltamethrinin etkili maddesinin molekiil yapisi1 (FAO, 2013).

Bu pestisit sucul yasam, ozellikle baliklar i¢in son derece zehirlidir, bu
nedenle su ve ¢evresinde ¢ok dikkatli kullanilmasi gerekir. Genellikle insanlarin
etrafinda kullanmanin gilivenli oldugu kabul edilse de, yine de insanlara
norotoksiktir. Bir kadinda cilt yoluyla kana ve anne siitiine gegmesi miimkiindir
(Bouwman et al., 2006). Deltamethrin sindirim yoluyla ve dogrudan temas yolu

ile boceklere karsi etkilidir.

Deltametrin pamuk, misir, tahil, soya fasulyesi ve sebzeler dahil olmak
tizere ¢esitli tirlinler lizerinde bulunan akarlar, karincalar, bocekler vb. zararlilara
karst kullanilmaktadir. Deltamethrinin  zararli miicadelesinde kullanilmasi
durumunda olusan bir¢ok diren¢ olayr kaydedilmistir. Dayaniklilik saptanan

tiirler, takim, familya tiir ad1 ve konukgulariyla birlikte Cizelge 5.3°de verilmistir.

Cizelge 5.3 Deltamethrin direnci rapor edilen bocek tiirleri (APRD, 2014)
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Tiir Takim Familya Konuk¢u

Aedes aegypti Diptera Culicidae Insan

Aedes albopictus Diptera Culicidae Insan

Alabama argillacea Lepidoptera Noctuidae Pamuk

Amblyomma cajennense  Acari Acaridae l;ﬁgleig:;:ﬁrﬁngenler’
Anopheles albimanus Diptera Culicidae

Anopheles arabiensis Diptera Culicidae

Anopheles funestus Diptera Culicidae

Anopheles nuneztovari ~ Diptera Culicidae

Anopheles sacharovi Diptera Culicidae

Aphis gossypii Hemiptera Aphididae Pamuk, sebzeler

Bemisia tabaci Hemiptera Aleyrodidae  Pamuk

Blattella germanica Blattodea Blattellidae

Boophilus microplus Acari Ixodidae Sigir

Brevicoryne brassicae Hemiptera Aphididae Lahanagiller

Cacopsylla pyri Hemiptera Psyllidae

Cavariella salicicola Hemiptera Aphididae

Choristoneura rosaceana Lepidoptera Tortricidae

Chrysoperla carnea Neuroptera Chrysopidae

Cimex lectularius Hemiptera Cimicidae Insan

Culex pipiens Diptera Culicidae

C. quinquefasciatus Diptera Culicidae

C. tritaeniorhynchus Diptera Culicidae

Cydia pomonella Lepidoptera Tortricidae Meyve agaglari, ceviz
Dendrolimus punctatus ~ Lepidoptera Lasiocampida Cam

Earias vittella Lepidoptera Noctuidae Pamuk

Frankliniella occidentalis Thysanoptera  Thripidae Pamuk

Haematobia irritans Diptera Muscidae Ciftlik hayvanlari
Helicoverpa armigera Lepidoptera Noctuidae g:i?sl:,k(’iomr:::;r, siipiirge
Helicoverpa zea Lepidoptera Noctuidae

Heliothis virescens Lepidoptera Noctuidae Nohut, misir, pamuk,
Laodelphax striatellus Hemiptera Delphacidaec  Celtik

zzféiz;;;aerszz Coleoptera Shrysomelida gg'i:;:;r;, biber, patates,
Musca domestica Diptera Muscidae

Mythimna separata Lepidoptera Noctuidae

Myzus persicae Hemiptera Aphididae Cigek, - bitkileri, meyve,

agaclar, tahil, tiitiin, sebze

Cizelge 5.3. Deltamethrin direnci rapor edilen bocek tiirleri (APRD, 2014) (Devami)
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Tiir Takim Familya Konuke¢u
Nasonovia ribisnigri Hemiptera Aphididae
Pectinophora gossypiella Lepidoptera Gelechiidae Pamuk
Phyllonorycter Lepidoptera Gracillariidae ~ Elma
Phytoseiulus macropilis  Mesostigmata Phytoseiidae
Phytoseiulus persimilis ~ Acari Phytoseiidae Akarlar
Pieris rapae Lepidoptera Pieridae Turpgiller
Piophila casei Diptera Piophilidae
Plutella xylostella Lepidoptera Plutellidae Turpgiller, latin ¢icegi
Pseudoplusia includens  Lepidoptera Noctuidae Soya fasulyesi
Rhipicephalus microplus Ixodida Ixodidae
Rhodnius prolixus Hemiptera Reduviidae
Simulium spp. Diptera Simuliidae Memeliler
Sitophilus granarius Coleoptera Curculionidae  Depolanmis tahil
. . . Pamuk, domates, kereviz, marul,
Spodoptera exigua Lepidoptera Noctuidae lahana ve yonca
Spodoptera frugiperda  Lepidoptera Noctuidae Pamuk, tahil, ¢im, seker kamist
Spodoptera littoralis Lepidoptera Noctuidae Yonca pamuk, patates, sebze
Spodoptera litura Lepidoptera Noctuidae Tiitiin
Tetranychus urticae Acari Tetranychidae P.am.uk,' meyve, sebze, ceviz, sils
bitkileri
Thrips tabaci Thysanoptera Thripidae Sogan
Trialeurodes . . et o1
. Hemiptera Aleyrodidae Hiyar, domates, siis bitkileri
vaporariorum
Triatoma infestans Hemiptera Reduviidae Sicak kanli hayvanlar
Tribolium castaneum Coleoptera Tenebrionidae  Depolanmus tiriinler
Tuta absoluta Lepidoptera Gelechiidae Domates, patates
5.2.3 Indoxacarb

Indoxacarb, DuPont tarafindan gelistirilen Lepidoptera larvalarina karsi
etkili, bir oksadiazin grubu pestisittir, Indoxacarb teknik maddesi i¢eren, Steward
ve Avaunt insektisitleri ticari olarak pazarlanmaktadir. Ayrica, DuPont'un Advion
ve Arilon ticari adli insektisitlerinde de aktif bilesen olarak kullanilir (United

States Environmental Protection Agency, 2000).

Kimyasal formilii CyH;;CIF3;N3O07’dir (Sekil 5.4). Indoxacarb sinir
sistemindeki sodyum kanallarin1 bloke ederek sodyum iyonlarinin girisinin

engellenmesine neden olur. Bocegin felg olmasi, beslenmesinin durmasi ve
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sonunda Sliime dayali bir etki mekanizmasina sahiptir. 4,65 bir K,y degeri ile
oldukea lipofiliktir. Indoxacarb bocek tarafindan viicuda alindiktan sonra 0-4 saat
igerisinde bocekte beslenme durur. 4-48 saat igerisinde Once felg sonra da 6liim

gerceklesir (Lee ve Robinson, 2005).

COOCH,

Ci /u\(m
OCF

Sekil 5.4 Indoxacarbin etkili maddesinin molekiil yapisi (FAO, 2013).

Indoxacarb genis etki spektrumuna sahip en az 10 takimdan 30’dan fazla
familyada yer alan bdceklere karsit etkilidir. Lepidoptera bu zararlilarin
cogunlugunu temsil etmektedir, ayn1 zamanda yaprak pireleri, diger larvalar ve
sinekler gibi birgok tiirii de kontrol altina alir. Indoxacarbin zararli miicadelesinde
kullanilmas1 durumunda Lepidoptera ve Dipterada goriilen 10 adet direng olay1
kaydedilmistir. Dayaniklilik saptanan tiirler, takim, familya tir adi ve
konukgulartyla birlikte Cizelge 5.4’te verilmistir.

Cizelge 5.4 Indoxacarb direnci rapor edilen bocek tiirleri (APRD, 2014)

Tiir Takim Familya Konukcu

Aedes albopictus Diptera Culicidae  Insan

’i};fl;;i:;ir;eura Lepidoptera Tortricidae

Earias vittella Lepidoptera Noctuidae  Pamuk

Helicoverpa armigera Lepidoptera Noctuidae gamuk, musir, - siiplirge
aris1, domates

Heliothis virescens Lepidoptera Noctuidae = Nohut, misir, pamuk, tiitiin

Musca domestica Diptera Muscidae

Plutella xylostella Lepidoptera Plutellidae  Turpgiller, latin ¢icegi

Spodoptera exigua Lepidoptera Noctuidae iznrﬁlfiahiz?i‘f?onﬁrevm

Spodoptera litura Lepidoptera Noctuidae  Tiitiin

Tuta absoluta Lepidoptera Gelechiidae Domates, patates
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5.2.4  Spinosad

Toprak kokenli aktinomiset bakteri Saccharopolyspora spinosa'dan dogal
yollarla (Fermantasyon-mayalanma yoluyla) elde edilmistir. Spinosad, spinosin A
ve spinosin D metabolitlerinin karigimidir (Kirst et al., 1991; Thompson et al.,
2010). Kimyasal formiilii Spinosyn A: C41HesNOjo Spinosyn D: C42He7NOjg *dir
(Sekil 5.5). Spinosad etkili maddesi agik gri ve beyaz kristal rengindedir. Mide
zehiri ve temas yolu etkilidir. Translaminar etkisi vardir ve sinirli sistemik
etkilidir. Spinosad duyarli boceklerde sinir sistemini hizla uyararak sinir
hiicrelerinin nikotinik asetilkolin reseptorlerine etki eder ve uyart1 iletimini

engeller (Thompson et al., 2010).

Spinosyn A

Spinosyn D

Sekil 5.5 Spinosadin etkili maddesinin molekiil yapisi (FAO, 2013).

Spinosad birgok insektisite gére daha hizl etki gdstermektedir. Ik birkag
dakika i¢inde belirtiler goriilmeye baslar ve birka¢ saat igcinde bireylerde oliim
gerceklesir. Aktif maddenin mideye alinmasindan birka¢ dakika sonra beslenme
durur. Bocekte ilk olarak titremeler meydana gelir, daha sonra bir siire hareketsiz
kalarak felg gecirir ve Oliir. Spinosad ayrica GABA reseptor hiicrelerinin
islevlerini de etkiler (Thompson et al., 2010). Spinosadin zararli miicadelesinde
kullanilmast durumunda Lepidoptera ve Diptera basta olmak iizere bir¢ok
takimdan bir ¢ok familyada direng olay1r kaydedilmistir. Dayaniklilik saptanan

tiirler, takim, familya tiir ad1 ve konukgulariyla birlikte Cizelge 5.5’te verilmistir.
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Cizelge 5.5 Spinosad direnci rapor edilen bocek tiirleri (APRD, 2014)

Tiir Takim Familya Konukgu
Aedes albopictus Diptera Culicidae Insan
Bactrocera dorsalis Diptera Tephritidae Meyve agagclari
Bactrocera oleae Diptera Tephritidae Zeytin
Bactrocera zonata Diptera Tephritidae Sebzeler ve meyveler
Cotesia plutellae Hymenoptera  Braconidae Lahana yaprak giivesi larvasi
Deraeocoris brevis Hemiptera Miridae Yumusak ¢ekirdekli meyveler
Frankliniella occidentalis  Thysanoptera  Thripidae Pamuk
Helicoverpa armigera Lepidoptera Noctuidae Pamuk, misir, domates
Heliothis virescens Lepidoptera Noctuidae Nohut, misir, pamuk, tiitiin

) Patlican, biber, patates,
Leptinotarsa decemlineata  Coleoptera Chrysomelidae  jmates
Liriomyza trifolii Diptera Agromyzidae Krizantem, kereviz
Musca domestica Diptera Muscidae
Plutella xylostella Lepidoptera Plutellidae Turpgiller, latin cicegi
Sesamia inferens Lepidoptera Noctuidae Seker kamisi ve celtik
Spodoptera exigua Lepidoptera Noctuidae ii?ﬁf’\/‘io}ili?;’ kereviz, marul,
Spodoptera litura Lepidoptera Noctuidae Tiitiin
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6. METOT

6.1 Salkim Giivesi Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

6.1.1 Popiilasyonlardan o6rnek toplanmasi

Salkim giivesi elde etmek icin arazi ¢alismalar1 2011 yili Nisan ayindan
itibaren baslatilmigtir. Manisa ilinin birgok bolgesine haftada 2 kez planlanan
arazi ¢ikiglar1 ve yapilan gozlemler sonucunda bag alanlarinda ¢igek doneminden
itibaren orneklemeler yapilmistir. Arazi hatti, Izmir-Manisa Merkez ve Izmir-
Salihli olmak iizere 2 yon olarak belirlenmis, Merkez hattinda Saruhanli’ya kadar,

Salihli hattinda ise Sarigdl’e kadar 6rneklemeler yapilmistir.

Arazi ¢alismalar1 2012 yilinin Eyliil ay1 sonuna kadar devam etmistir ve
calismada kullanilan toplam 10 popiilasyonun ¢alisma boyunca sorunsuzca

tiretilmistir.

Arazide 6rnekler, zararlinin goriildiigii bitki kismu ile birlikte alinmistir. Bag
alanlarinda ¢igeklenme zamaninda larva goriilmesi durumunda ¢igekler ile birlikte
alinmis, taneler tizerinde goriilmesi durumunda tanelerle birlikte alinmistir. Alinan
larvalarin iklim odasinda yasamini1 devam ettirip pupa olabilmesi i¢in ilagsiz bitki
kisimlarindan da alinarak yikanip gerekli durumlarda ek besin olarak
kullanilmistir. Ayrica larva disinda bulunan pupalar ve tane lizerinde yumurta
gorlilmesi durumunda bu taneler de alinmistir. Alinan 6rnekler 5 cm capinda 10
cm yiiksekliginde agiz ve yan taraflarinda tiil ile kapatilmis agikliklar1 bulunan
plastik kaplara konmus ve iklim odasmna (16:8 A:K, 25+ 2 °C, %60-65 nem)
almmustir. Her baga ait popiilasyonlara bolgelerini temsil edecek bir kisaltma isim
verilmigtir (Bkz. Cizelge 5.1). Araziden getirilen tiim Orneklerin pupa olmasi
beklenmistir, pupa olduktan sonra ise ayni popiilasyona ait diger bireylerin de
pupa olmasi i¢in ilk elde edilen pupalar +10°C’de bekletilmistir. Boylece farkl
zamanlarda olusan pupalarin ayni anda acilmalariyla ciftlesme ve dolayisiyla

birakilan yumurta sayisinin maksimum olmasi saglanmistir.

6.1.2  Yapay besin hazirlanmasi

Salkim giivesinin iiretiminde kullanilan hazir besin, Rapagnani et al.,

(1990)'a gore hazirlanmistir. Kullanilan maddeler Cizelge 6.1°de verilmistir.
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Cizelge 6.1 Salkim giivesi liretimi i¢in kullanilan yapay besinin bilesenleri ve miktarlari

64 gr misir irmigi 20 gr agar 5.7 gr askorbik asit o
(1 It su igin)

66 gr bugday 0ziitii 30 gr bira mayast 2.3 gr nipagin

Yapay besin hazirlamak i¢in 1 1t su 2 ayr1 1 It lik plastik vida kapakli
otoklavlanabilir cam siselere 500’er ml olarak aktarilmistir. Bu kaplardan bir
tanesine agar ve musir irmigi eklenmistir. Daha sonra bu iki sise 120 °C’de 20 dk
otoklavda sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Otoklavdan ¢ikan agar - misir
irmigi — su iceren sise karistirict alete (mixer) bosaltilmis, diger sisede bulunan su
yardimi ile dipte yapisip kalan agar-misir irmigi karistmi da tamamen

cikartilmistir.

Daha sonra karistiriciya eklenen karisimin sicakligr sik araliklarla dlciilerek,
sicakligin 70 °C’ye diismesi beklenmistir. Bu noktadan itibaren bugday 6zii ve
bira mayast kisim kisim eklenerek iyice karistirilmistir. Sicakligin 60°C’ye
diismesinden sonra ise askorbik asit saf su i¢inde, nipagin ise % 96’lik alkol
icinde (¢cok az miktarda) ¢oziilerek karigima eklenmistir. Karistiricr ile iyice
karigmasi1 saglandiktan sonra elde edilen 1 It yapay besin donmasi igin steril
plastik kaplara 2 cm kalinliginda dokiilerek {izeri bir tiil ile ortiilmiis ve oda
sicakliginda 24 saat donmasi i¢in bekletilmistir. Daha sonra +4°C’de

buzdolabinda kullanilmak iizere saklanmaistir.

Dolapta kullanima hazir olarak bekletilen besinler Salkim giivesi liretiminde
uygun biiytikliiklerde kesilerek gerekli oldugu zaman kullanilmigtir. Denemelerde
kullanilmasi gerektiginde ise ilagh ve temiz besin denemeden 24 saat 6nce ayni

sekilde hazirlanmustir.
6.1.3  Popiilasyonlarin iiretimi

Uretim ¢aligmalar1 icin 2 mm kalmliginda 70x100 cm dlgiilerinde seffaf pve
tabakalar1 rulo sekline getirilerek kullanilmistir. Altina ve listiine plastik kapak

konmustur (Sekil 6.1).

Oncelikle 20x15 cm olgiilerinde bir pvc tabakasi rulo yapilmis ve Salkim
giivesi ergin disilerin yumurta birakmasi i¢in s6z konusu rulolar i¢ine yagl kagit
konmustur, alternatif olarak rulonun i¢ ylizeyi seffaf naylon ile kaplanmistir. %5
lik sekerli su emdirilmis kurutma kagitlar1 yine dibinde sekerli su bulunan plastik

uzun kaplara agz1 delinerek konmustur (Dunley and Welter, 2000; Mota-Sanchez
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et.al., 2008). Yapilan 6n denemeler sonucu seffaf naylon ile yapilan uygulamada

daha iyi sonug alindigi icin iiretime bu yontemle devam edilmistir.

—

—

Sekil 6.1 Salkim giivesi disilerinin yumurta birakmasi i¢in PVC rulodan yapilmis yetistirme
kaplart.

I¢ kistmda kaplanan naylon yumurta birakma donemi sona erdikten sonra
almmis ve yumurta olan bolgeler yaklasik 4 cm?” civarindaki pargalar seklinde
kesilmis ve 10x20x5 cm’lik plastik kaplara dokiilen besinlerin {izerine
birakilmistir. Bu sekilde yapilan uygulamalarda larva elde etme oranmin ¢ok
diisiik olmas1 sebebiyle farkli uygulamalara gidilerek bu oranin artirilmasi
hedeflenmistir. Bunun i¢in hazirlanan rulonun yiiksekligi ve ¢apr arttirilmistir.
Pvc tabaka 4 esit pargaya boliinmiistiir, bdylece 50x35 cm Olgiilerinde kesilmis ve
15 cm’lik ¢apa sahip bir daire yapacak sekilde kivrilip 35 cm yiiksekliginde rulo
haline getirilmistir. Yine %S5 lik sekerli su emdirilmis kurutma kagitlar1 plastik
uzun kaplar ile taban kismima konmustur. Bu rulo pvc alt tarafi saksi tabagina
oturtulmus, iizerine ise tamamen agzini kapatacak sekilde 20 cm ¢apinda siit
siizgeci kapatilmistir. Boylece i¢ine konulacak pupalardan ¢ikan erginlerin disari
kagmalar1 da engellenmistir. Ayrica bilyliyen boyutlar ile erginler i¢in daha fazla
ucus-hareket alani saglanmistir. Yine Onlem amaclh saksi tabagina oturtulan
rulonun alt kisimina, tabakla arasinda boslugu kapatacak sekilde pamuk seritler

konmustur (Sekil 6.2).
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Sekil 6.2 a-Kullanilan iiretim rulosu, b-Dip kismina pamuk sikistirma iglemi.

Bu uygulamada rulonun i¢ kismi seffaf naylon ile kaplanmamigtir. Ayrica
parca keserek yumurta elde etmek yerine, bu rulonun sekli bozulmamis, giinliik
gozlemlerle birakilan yumurtalardan ¢ikan larvalarin yine giinliik olarak yumusak
bir firca yardimiyla yapay besine alinmasi seklinde iiretim gerceklestirilmistir.
Boylece tiim yumurtlama doneminin bitmesi ya da bu tarihe karar vermek gibi bir
zorunluluk ortadan kalkmus, bir rulodan erginler dliinceye kadar faydalanilmus, ilk
birakilan yumurtadan da son birakilan yumurtadan da larva alinmasi miimkiin
olmustur. Yumurtadan ¢ikan larvalar rulo iistiindeki siizgece dogru yonelmis ve
kenar kisimlarinda hareket halinde gézlemlenerek bir firca yardimiyla alinmustir.
Burada larvalarin ipliksi salgi olusturma davraniglart bir firga yardimiyla
neredeyse larvaya hi¢ dokunmadan onlart almay1 kolaylastirmistir. Ancak yogun
pupa sayilarinda yumurtlamanin en yiiksek seviyesini takiben bu doneme ait

yumurtalarin agildig: giinlerde yapilan gézlemlerin siklagmasi gerekmistir.

Rulo iizerindeki kapaklardan toplanan larvalarin iklim odasindaki diger
poplilasyona ait larvalarla karigmasint Onlemek i¢in de oOnlemler alinmistir.
Oncelikle rulolar arasinda 10 cm mesafe birakilmistir, ayrica her rulo altinda
bulunan saks1 althig1 yine kiigiik bir saksinin ters ¢evrilerek i¢i su dolu bir kaba
oturtulmast ile zemin olusturulmus ve rulolar bu zemine yerlestirilmistir. Boylece
rulo altindan saksi1 tabagina giden, ya da rulo iistiinden kapaktan sarkarak asagiya
diisen larvalarin suya diismesi saglanmistir. Boylece herhangi bir hareketlilik
olmasi engellenmis ve bir iklim odasinda alan miisade ettik¢e bu Olciiler dahilinde

bir ¢ok popiilasyonun sorunsuz iiretilmesi saglanmistir (Sekil 6.3).
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Sekil 6.3 Iklim odasinda Salkim giivesi iiretiminde kullanilan iiretim rulolari.

Her bir popiilasyon icin birden fazla iiretim rulolar1 olusturulmustur,
izerlerine igerisine konan pupa sayisi, tarih ve popililasyonun ismi yazilmistir.
Pupalar 3 cm ¢apinda agz1 tamamen acgik plastik seffaf kaplara konmus ve bu

kaplar saks1 tabagina konmustur.

Ust kapagm plastik kismindan toplanan 1. ddénem larvalar bir firga
yardimiyla rulo {iistiinden i¢inde 2 cm yiikseklginde ve 3x3 cm boyutunda besin
bulunan agz tiil kapakli 3 cm capindaki kaplara alinmistir. Her bir kaba 20’ser
adet larva konmus, agz1 kapatilarak {lizerine popiilasyon adi, alindig: tarih ve larva

sayist yazilarak iklim odasinda muhafaza edilmistir.

Bu kaplara konulan besinin daha sonraki donemlerde {izeri bir igne

yardimiyla delikler agildiktan sonra iizerine larva birakilmigtir.

Bu sekilde tiim popiilasyonlardan elde edilen larvalar giinde 2 defa iklim
odasinda yapilan ¢alismalarla besin iceren kaplara konmus ve 20-25 giin sonra
pupalar i¢lerinden alinarak tekrar {iretim rulolarina konmus (Sekil 6.4) ve bu
iiretim dongiisii boyle devam etmistir. Biyoassay denemeler i¢in yeter sayida larva
bulundugunda ise larvalar 9 giinlilkken besin icinden alinmis ve denemelerde
kullanilmistir. Denemelerde kullanilacak larva sayist hesaplanirken {iretimin

devam edebilmesi de goz oniinde tutularak secimler bu prensibe gore yapilmistir.
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Sekil 6.4 Yapay besinde beslenmis ve pupa olmus Salkim giivesi bireyleri.

6.2 Tlaclarin Stok Solusyonlarinin ve Seri Konsantrasyonlarin

Hazirlanmasi

Denemede kullanilacak olan ilaglar teknik madde olarak iiretici firmalardan
edinilmis (Cizelge 6.2) ve buzdolabinda +4°C’de saklanmistir. Stok solusyonlar
denemenin kurulacagi zaman hazirlanmistir. Her etkili madde i¢in uygun
coziicliler arastirilmis ve sonugta aseton ve methanolde sorunsuz ¢6ziindiigi tespit
edilmistir. Ancak kullanilacak yontemler de goz oniine alindiginda uguculugunun

asetona gore daha az olmasi agisindan methanol ile ¢alisilmigtir.

Cizelge 6.2 Denemelerde kullanilan etkili maddeler ve kisaltmalari

CE Chlorpyrifos-ethyl
SPN Spinosad

INDX Indoxacarb

DLT Deltamethrin

Denemelerde her ilacin farkli en az 6 dozu ve kontrol kullanilmistir. Bunun
icin her etkili maddeden hazirlanan bir stok solusyondan (10.000 ppm)

uygulamada kullanilacak seri konsantrasyonlar hazirlanmistir (Sekil 6.5).
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Sekil 6.5 Bir etkili madde i¢in hazirlanmis olan seri konsantrasyonlar.

Stok solusyon hazirlamak i¢in hazirlanacak olan etkili maddeden 1 gr
tartilmis ve 100 ml ethanolde ¢oziilmiistiir. Boylece 10.000 ppm’lik stok solusyon
elde edilmistir. Stok solusyondan hazirlanan seri konsantrasyonlarda ise distile su
kullanilmistir. Stok solusyondan 10 ml alip tlizerine 90 ml distile su ilavesi ile
1000 ppm, 1000 ppm lik ¢ozeltiden ise 10 ml alip {izerine 90 ml distile su ilavesi
ile 100 ppm lik ¢ozelti elde edilmistir. Bu sekilde hazirlanan seri
konsantrasyonlarin her biri i¢in 10 ve 100 ml’lik balon joje ve yine her biri i¢in

ayr1 cam pipetler kullanilmistir.

6.3 Uygun Biyoassay Yonteminin Belirlenmesi

Daha 6nceki boliimlerde de bahsedildigi gibi (Bkz. 4.4. Direnci tespit etme
yontemleri) bocekler ile yapilan biyoassay c¢alismalarda genel olarak 4 farkh
yontem On plana ¢ikmaktadir. Bu calismada, bu dort yontemden uygun olmayan
daldirma yontemi disindaki 3 yontem kullanilmistir. Daldirma yonteminde
zararlinin beslendigi konukgu bitki yapraklari/kismi kullanilmaktadir ve genellikle
yapraklar1 hazirlanmis olan ilagli solusyonlara daldirmak suretiyle yapilmaktadir.
Ancak burada esas tercih edilmeme sebebi konukgudur. Salkim giivesi liziim ile
beslenmekte ve bu bitki kisa siirelerde kontrollii kosullarda yetistirip tiretimi
mimkiin olmamaktadir. Bu yontem sadece dogada salkim bulundukca

yapilabilmektedir.
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Birinci yontem, olarak bu tiir zararhlarda kullanimi siklikla goriilen topikal
uygulamadir. Yapay besin ile kullanilan diger 2 yontem ise besine dogrudan ilag

karistirilmasi ve yapay besin iizerine ilag piiskiirtme seklinde uygulanmaistir.

Biyoassay yontemler i¢in normal kosullarda tiretimi gerceklestirilen Salkim
giivesi larvalarinin belli bir sayiya ulagsmasi amacglanmistir, boylece yapilacak 3
farkli uygulama ve 4 ilacin farkli dozlar1 ayn1 anda ve ayni kosullarda denemeye
alinmustir. Oncelikle bu ¢alismalarda kullanilacak olan larva sayisi ve ilag dozlari

ile ilgili 6n hazirliklar yapilmistir (Cizelge 6.3):

Cizelge 6.3 Her bir etkili madde i¢in uygulanan deneme plani

Besine ilag piiskiirtme (ilaglama kulesi ile)

Uygulamalar Kontrol Doz 1 Doz 2 Doz3 Doz4 Doz 5 Doz 6 Toplam larva

Larva sayis1 30 30 30 30 30 30 30 210

Besine karigtirma

Uygulamalar Kontrol Doz 1 Doz2 Doz3 Doz4 Doz 5 Doz 6 Toplam larva

Larva sayisi 30 30 30 30 30 30 30 210

Topikal uygulama

Uygulamalar Kontrol Doz 1 Doz 2 Doz3 Doz4 Doz 5 Doz 6 Toplam larva
Larva sayis1 30 30 30 30 30 30 30 210

Tiim yontemlerde de bireylerin beslenmesi i¢in yapay besin kullanilmistir.
Bu yiizden daha 6nce sadece popiilasyonlarin iiretimi i¢in kullanilan besin igerigi
ayn1 kalmak kosuluyla sadece sekil degistirerek denemelerde kullanilmistir. Sekil
degisikligi ise besine uygulanacak ilacin miktarinin hesaplanabilir ve sabit bir
besin agirlig1 eldesi agisindan yapilmigtir. Ayrica besin bu sekilde kullanildiginda,
icine kondugu hiicreyi tamamen kaplamadig i¢in larvalarin hareket edecek alani
artmig ve sayim zamaninda goriilmesi kolaylasmistir. Bu amagla besinler biiyiik
saklama kaplarina dokiilmiis ve daha sonra lem®liik besin (~1.3 gr) pargalarina

ayrilmustir (Sekil 6.6). Bu besin parcalari ise her larvaya 1 adet kullanilmustir.

Sekil 6.6 Biiyiik besin kaplarina dokiilen besinin 1cm®’liik pargalara ayrilmasi.
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Biyoassay denemelerin tiim yontemlerinde kullanmak {izere Bio-Serv
(Kanada-One 8th Street, Suite One Frenchtown, NJ 08825) firmasindan 16 hiicreli
seffaf kaplar (Bio-Assay Tray Lid- 16 cells) ve lizerine kapatilacak olan hava
alabilen seffaf film (Clear P.E. film on P.E. liner) alinmistir (Sekil 6.7). Kiip
seklinde kesilen besinler bu kaplara aktarilmistir. Her bir kap 16 hiicreden
olusmaktadir, her doz i¢in 30 birey kullanildig1 i¢in bu kaplara 1 ve 2 numara
seklinde numara verilerek 15’er besin ve birey konularak denemeler

gergeklestirilmistir.

PULL N' PEEL TAB

Sekil 6.7 Uzerine seffaf film kapatilmis 16 hiicreli kaplar (BIO-CV-16).

6.3.1  Topikal uygulama

Doz-tepki iliskisi bu yontemde larvalarin thorax kismina birakilan ilagh sivi
ile arastirilmistir. Uygulamada petri i¢inde bulunan larvalara 6nce kontrol olmak
tizere en diislikten en yiiksek doz sirasiyla 1ul solusyon verilmistir. Bunun igin el
ile kontrol edilen mikrouygulayici (Burkard Hand-Operated Microapplicator) aleti
kullanilmistir (Sekil 6.8). Kontrol i¢in distile su kullanilmistir.

Sekil 6.8 Burkard marka elle ¢alisir mikro aplikatér (Hand-operated microapplicator).



64

Salkim giivesi liretiminde kullanilan yapay besin biiyiik kaplara dokiilmiis
ve biyoassay denemelerde kullanilacak olan kiip seklinde kesilmis besinler
hiicrelere konmus ve topikal uygulama yapilmis larvalar bu besinler {izerine

almmustir (Sekil 6.9).

Sekil 6.9 Topikal uygulama i¢in temiz besinlerin hiicrelere aktarilmasi.

Buzdolabinin dondurucu kistminda 4 dk’lik soguga maruz birakma
yontemiyle hareketsiz kalan larvalara uygulama yapilmistir. Tam anlamiyla 2-3
dakika sonra hareketlenen larvalar daha sonra kiip seklinde 15 adet temiz besinle
doldurulmus olan 16’11 hiicreler igeren deneme kaplarina her hiicreye 1 adet olmak
iizere aktarilmistir. Bu islem kontrol i¢in saf su ile ve her doz i¢in 30 bireyle

tekrarlanmistir (Sekil 6.10).

Sekil 6.10 Topikal uygulama yontemi ve uygulama yapilmis larvalar ile olusturulan bir tekerrir.
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Topikal uygulama yontemi, baska bir etkili madde ve 2 popiilasyonla da
tekrar edilmistir.

Topikal uygulama ile ilaca maruz birakilan bireyler, uygulama biter bitmez
Salkim giivesi Uretiminin yapildigi iklim odalarina taginmistir. Uygulama
sonrasinda deneme kaplarina uygulanan ilag¢ adi-dozu-tarih-yontem-popiilasyonu
ve her bir doz i¢in 2 adet deneme kabi 1 ve 2 numaralarim1 belirten ibareler
yazilmistir. Iklim odasinda {izerine herhangi bir sey konmadan siralanan deneme

kaplar1 72 saat sonra yine iklim odasinda degerlendirmeye alinmistir.

Degerlendirmeye once kontrolden baglanmistir. Deneme kaplarina alt
ylzeyinden bakilmis dncelikle genel goriintli incelenmistir, daha sonra ince uglu
bir pens yardimiyla larvalara zarar vermeden canlilik durumlar1 kontrol edilmistir.
Hareketli olup da beslenmesine devam eden bireyler canli kabul edilmis, hicbir
hareket gostermeyen bireyler 6lii olarak kayitlara gegmistir. Bu degerlendirmenin
bitmesinden sonra deneme kaplarmin iklim odasindaki diizeni bozulmamis, canli
bireyler pupa oluncaya kadar beklenmistir. Bu bireylerin pupa olmasindan sonra

deneme kaplar1 ¢ope bosaltilmistir.
6.3.2  Besin iizerine piiskiirtme yontemi

Pratikte ilaglarin meyve lizerine puskiirtiildiigli durumu simule edebilmek
icin bir diger yontem olarak besin {izerine piiskiirtme yontemi de biyoassay
yontemi olarak secilmistir. Besinin ilagla kaplanmasi yonteminde Burkard
Agronomic Instruments (ingiltere) firmasindan temin edilen manuel yiiklemeli
ilaglama kulesi (Potter-Precision Laboratory Spray Tower) ve ilaglama kulesinin

calismasi i¢in bir hava kompresorii de kullanilmistir (Sekil 6.11).
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Sekil 6.11 Manuel yiiklemeli ilaglama kulesi ve hava kompresorii.

Besinler daha 6nce de bahsedildigi gibi yine kiip seklinde kesilmistir. Ancak
bu sefer besin ilaglanacagi i¢in cam petrilere 10’ar adet olmak iizere
yerlestirilmistir. Her doz igin 3 petri (30 besin) kullanilmustir. Ilaglama kulesinde
once kontrol ile uygulamaya baslanmis ve kontrol i¢in distile su kullanilmistir.
Ilaglama kulesinin ila¢ haznesine 2 ml distile su konmus ve 1 bar basincla
calistirilip tabla {izerinde i¢inde 10 parca besin bulunan petri ilizerine piiskiirtme
yapmasi saglanmistir. 3 tekerriirde toplam 30 adet besin parcast her 10 besin
parcasi i¢in 2 ml su kullanilarak bu sekilde piiskiirtmeye maruz birakilmistir, bu
isleme kontrol ile baslaylp daha sonra en diisiik ila¢ konsantrasyonundan en

yiiksege dogru devam ederek ayni sekilde tamamlanmustir.

Tabla tizerinden Besine ila¢ piiskiirtmeden hemen sonra alinan petriler
iizerindeki besin kiipleri, bir pens yardimiyla petri zemininde yer degistirmek
suretiyle besinlerin taban kisminin da (Besine ila¢ piiskiirtme esnasinda besinin
pluskiirtmeye maruz kalmayan taban kismi) petriye ulasan ila¢ ile maruz kalmasi

saglanmistir. BOylece kiip seklinde kesilmis olan besinin tiim yiizeylerinin ilagla
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kaplanmis, larvanin beslenme esnasinda besinin alt yliziine hareket ederek besin
icine oradan girmesi ve ilacla karsilasma sansinin azalmasma karsit onlem
almmustir (kiip seklindeki besin parcalar1 16 hiicreli kaplara, piiskiirtmede petride
durdugu pozisyonda yerlestirilmistir).

Oda sicakliginda 30 dk bu sekilde bekletilen ilaglanmis besin parcalar1 16
hiicreli kaplara her hiicreye 1 adet olmak {izere bir kaba 15 adet, her bir doz i¢in 2
kap, toplamda 30 besin pargas1 kaplara yerlestirilmistir. Daha sonra besin i¢inden
cikarilan larvalar bekletilmeden her bir hiicreye (besine) 1 adet olarak birakilmig
ve lizerine bu kap i¢in iretilmis olan hava alabilen seffaf kapak ile kapatilmistir.

Uzerine doz ve popiilasyon bilgileri yazilmis olan 16 hiicreli kaplar iklim odasina

alarak 72 saat sonra Olii/canli sayimlar1 yapilmak iizere muhafaza edilmistir

(Sekil 6.12).

Sekil 6.12 lag piiskiirtiilen besinlerin hiicrelere aktarilmasi, besinlere larva birakilmasi ve kapakla
kapatilmis deneme hiicreleri.

Denemenin degerlendirilmesi bir 6nceki boliimde verildigi gibi yapilmistir.
6.3.3 Besinin ilacla karistirilmasi yontemi

[lacin besine karistirilmas1 yonteminde Salkim giivesi larvalarinin ilagla
homojen sekilde karismis besinle beslendiginde doz-6liim iligkisi arastirilmastir.
Besin tamamen hazir olmadan, yani hem sterilizasyon isleminden ilacin
etkilenmemesi hem de ilacin besine homojen olarak karistirilabilmesi igin besin
donmadan kisa bir siire 6nce ilag besine karistirilmistir. Bu amagla daha 6nce de
besinin hazirlanis seklinde bahsedilen otoklavdan ¢iktiktan sonraki donem 6nem
kazanmistir. Hatirlanacagi gibi (Bkz 6.1.2 Yapay besin hazirlanmasi) besinin
bugday 0zii ve bira mayast igerikleri sterilizasyon sonrasi besine
karistirllmaktaydi. Bunun i¢in otoklavdan ¢ikarilan misir irmigi ve agar igeren

kismin 70 °C’ye diismesi beklenmekte ve bugday 6zii ve bira mayasi
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karigtirllmaktadir, ardindan 60 °C’ye diisiince askorbik asit ve nipagin
eklenilmektedir. Bu asamadan sonra temiz besin kaplara dokiiliip donmast i¢in
beklenmektedir. ilagh besin ise besin kaplara ddkiilmeden 6nce, ilacin
bozunmayacagi ve besinin akiciligini da kaybetmeyecegi en diisiik sicaklik olan
40 °C uygun bir sicaklik olarak belirlenmistir. Bu sicakliga kadar besin devamli
karistirllmis ve uygun miktarda hazirlanan ilaghh suyun behere eklenerek

karistirilmasiyla ilagh besinler elde edilmistir.

Bu islemde 100 ml’lik beherler kullanilmistir. 100 ml’lik behere sicakligi 40
°C’ye kadar diismiis olan 90 ml besin ve balon joje i¢inde hazirlanmis 10 ml ilagh
sivi ilave edilmistir. Bir karistirict yardimiyla elde homojen bir karigim oluncaya
kadar karistirilmis ve beherin agzi stre¢ film ile kapatilarak oda sicakliginda
sogumaya birakilmistir. Bu uygulama denemeden 24 saat Once yapilmis ve
besinin istenen olgunluga ulagsmasi icin gerekli siire elde edilmistir. Bu sekilde
tim dozlar i¢in bu islem ayr1 beherler ve karistiricilar yardimiyla yapilmis,
tizerlerine ilacin adi ve dozu yazilarak ilagli besinler hazirlanmistir. Kontrol i¢in

ise ayn1 oranda distile su karistirtlmistir.

Bu sekilde hazirlanan besinlerde kullanilan ilaghh sivinin dozu 10 kat
seyrelecegi i¢in besinde hedeflenen dozu elde etmek amaciyla ilagh sivi 10 kat
yiiksek dozda hazirlanmistir. Bu yilizden 6rnegin 10 ppm’lik bir ilagh besin
hazirlanacagr zaman; 100 ppm lik ilagh sividan 10 ml alinip 90 ml besine

karistirtlmis boylece 10 ppm’lik besin elde edilmistir.

Deneme mutlaka ilagli besinin hazirlanmasindan 24 saat sonra yapilmstir.
Bunun i¢in beherlerden ¢ikarilan besin yine ~1 em’ liik besin pargalarina ayrilmis
ve 16 hiicreli deneme kaplarindan 2 tanesine 30 adet olacak sekilde, her hiicreye 1

adet larva yerlestirilmistir (Sekil 6.13).
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Sekil 6.13 Ilag karistirilmis besin ve bu besinlerin deneme hiicrelerine aktarimu.

Denemelerde sayim ve degerlendirme bir dnceki boliimde verildigi gibi

yapilmustir.

6.4 Biyoassay Testler

6.4.1 Denemenin kurulmasi

Salkim gilivesine uygun biyoassay yontemi olarak besine karistirma yontemi
belirlendigi i¢cin Ege liniversitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii iklim
odasinda iiretimi yapilan toplam 10 popiilasyon ile, ilacin besine karistirilmasi

yontemiyle biyoassay c¢alismalar yapilmstir.

Tim islemler ilacin besine karistirilmasi yonteminde agiklandigi gibi

gergeklestirilmistir.

Bu denemeler i¢in de yeni doz serileri ile hazirlanmis ilagh besinler yine ~1
cm’ lik besin parcalarma ayrilmis ve 16 hiicreli deneme kaplarma 15 adet olmak
izere her doz i¢in 2 kap i¢inde 30 adet yerlestirilmistir. Hemen sonra her hiicreye

1 adet larva eklenmistir.

Denemeye once kontrolden baslanmis daha sonra her ilag i¢in en diisiik
dozdan baglayarak en yiiksek doza dogru besinlerin kesilip kaplara yerlestirilmesi
islemiyle devam etmistir. Her popiilasyon ve her ila¢ dozu i¢in deneme kaplari
iclerinde o doza ait besin pargalar1 ile iizerlerine larva birakmak iizere
hazirlanmistir. Daha sonra iklim odasindan 9 giin yasinda olan larvalari iginde

bulunduran besin kaplar1 getirilmistir. Bu besinlerden ¢ikarilan larvalar deneme
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kaplarindaki hiicrelere tek tek yerlestirilerek agzi hava alabilen yapiskan

kapaklarla kapatilmigtir.
6.4.2 Denemede kullanilan insektisit dozlar:

Denemelerde daha Once kullanilan dozlar dikkate alinarak %10 - %90

arasinda Olim saglayacagi ongoriilen asagidaki dozlar belirlenmistir. (Cizelge

6.4).

Cizelge 6.4 Biyoassay ¢aligmalarda kullanilan etkili madde dozlar1

flaglar Dozlar (ppm)

CE 1 3 6 10 30 60
SPN 0,1 0,3 0,6 1 3 6
INDX 0,1 0,5 1 5 10 50
DLT 0,5 1 5 10 50 100

6.4.3  Denemenin degerlendirilmesi

Denemelerde giinliikk gozlemler yapilmis ancak sayimlar sadece 72 saat
sonunda Olii bireyler iizerinden gergeklestirilmistir. Canli larvalarin gelisimi

acisindan gozlemlere pupa oluncaya kadar devam edilmistir.
6.4.4 Lcso-Lcgg degerlerinin ve direng katsayilarinin hesaplanmasi

Biyoassay test sonuclarinda elde edilen degerler PoloPlus (Leora Software)
programi kullanilarak LCsy ve LCyy degerleri hesaplanmistir. Direng katsayisinin
hesaplanmas1 i¢in her etkili madde icin popiilasyonlarin LCsy ve LCoyy degerleri

hassas popiilasyondan elde edilenler ile kiyaslanmistir.

6.5 Biyokimyasal Testler

Besine karigtirma yontemiyle tiim popiilasyonlar i¢in yapilan biyoassay
caligsmalar esnasinda, biyoassay c¢aligmalarda kullanilan larvalardan biyokimyasal
testlerde kullanilmak {izere her popiilasyondan en az 20 adet 9 giin yasinda larva

-20°C’de saklanmak tizere derin dondurucuya kaldirilmugtir.

Biyokimyasal testler enzim analizlerine yonelik oldugu ve enzim
kaynaginin sicakta bozunmamasi i¢in ¢aligmalar klimali bir ortamda ve 18 °C’de
yapilmistir. Ayrica yine bu duruma destek olmasi agisindan 6rnekler daima buz

tizerinde bekletilmistir.
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Enzim kaynagi hazirlanmasi1 asamasinda siklikla kullanilan sogutuculu

santrifuj de yine aynmi gerekgeyle +4 °C’de kullanilmugtir.

Biyokimyasal testlerde okumalar kinetik microplate okuyucu (VersaMax

ELISA Microplate Reader) ile yapilmistir (Sekil 6.14).

Sekil 6.14 Kinetik microplate okuyucu (VersaMax ELISA Microplate Reader).

Salkim giivesi ile daha Once yapilmig biyokimyasal test calismasi
bulunmadig: i¢in Salkim giivesi ile ayn1 familyada (Tortricidae) yer alan Elma
ickurdu ile yapilan ¢aligmalardan faydalanilmistir. O c¢alismalardaki bilgilerden
hareketle, biyokimyasal testlerde 4 farkli enzim analizi i¢in 4 farkli yontemden
yararlanilmistir. Esteraz, Glutathion S-transferaz ve P450 enzimleri igin
kullanilacak enzim kaynagi ile ACHe testi i¢in enzim kaynagi olmak {izere 2

enzim kaynagi kullanilmistir.

6.5.1  EST, GST ve P450 enzim preparasyonu ve aktivitelerinin

belirlenmesi
6.5.1.1 Enzim kaynag hazirlanmasi

Salkim giivesi’nin detoksifikatasyon enzimlerinin 6l¢iilmesinde Qian et al.
(2008)’den alinan enzim preparasyon yontemi uyarlanarak kullanilmistir. Buna
gore, Salkim gilivesi’nin 9 giinliik 3 larvast 1 ml homojenasyon buffer [0,1 M
sodium phosphate buffer, pH 7,6 ve 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid

(EDTA), 1 mM 1,4-dithiothreitol (DTT), I mM phenylmethyl sulfonylfluoride
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(PMSF) ve 1 mM phenylthiourea (PTU) iceren] igerisinde homojenize edilmistir.
Once 15.000xG (RCF)’de 20 dk +4°C’de santrifiij yapildiktan sonra iistte kalan
kistm alinip sonra 20.000xG de 20 dk daha +4°C’de santrifiij yapilnustir. Ustte
kalan temiz kisim alinarak eppendorf tiip icine konmus ve hemen buz iizerine

konularak esteraz, P 450 ve GST analizi i¢in enzim kaynagi olarak kullanilmustir.
6.5.1.2  EST analizi

EST Enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢cin Han et al. (1998) yonteminden
yararlanilmigtir. Buna gdre, mikroplaka hiicrelerinin herbirine substrat olarak 90
pl 0,1 M sodium fosfat buffer (pH 7,6) ve 200 pl soliisyon karisimi (10 mM 1-
naphthyl asetat solution ve 4 mM fast bluee RR salt) konulmustur. Reaksiyon,
stok soliisyondan 10 pl enzim kaynagi ilave edilerek baslatilmistir. EST enzim
aktivitesi, “Versamax microplate reader’da 27 °C ve 450 nm dalga boyunda 10 s
araliklarla 10 dk boyunca tutulmus ve optical density (OD) degerleri
belirlenmistir. Ayrica popiilasyonlarin protein konsantrasyonlari, bovine serum
albumin (BSA)’nin standart olarak kullanildig1 Bradford (1976) yontemine gore
belirlenmis ve boylece popiilasyonlarin EST enzim aktiviteleri toplam protein

miktarlari icindeki orani tespit edilmistir.
6.5.1.3  GST analizi

GST enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in Oppenoorth (1979) yonteminden
yararlanilmigtir. Buna gore, substrat olarak hem 1-chloro-2,4-dinitrobenzene
(CDNB) hem de 1,2-dichloro-4-nitrobenzene (DCNB) kullanilmistir. Reaksiyon,
CDNB ile yapilacagi durumda; mikroplakanin her bir hiicresine stok soliisyondan
10 pl enzim kaynagi, 90 ul 0,1 M sodyum fosfat buffer (pH 7,6), 100 ul 6 mM
CDNB ve 100 pl 6 mM glutathione (GSH) konmus, DCNB ile reaksiyon
baslatilmak istendiginde ise mikroplakanin her bir hiicresine stok soliisyondan
100 pl enzim kaynagi, 100 pl 1,2 mM DCNB ve 100 pl 6 mM GSH konmustur.
Yapilan testler sonucunda (CDNB) substrat olarak kullanildiginda elde edilen
sonuclar kullanilmistir. GST enzim aktivitesinin Slgiilmesi microplate okuyucuda
27 °C ve 340 nm dalga boyunda 10 s araliklarla 10 dk boyunca tutulmus ve OD
degerleri belirlenmistir. Ayrica popiilasyonlarin protein konsantrasyonlari

BSA’nin standart olarak kullanildigi Bradford (1976) yontemine gore belirlenmis
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ve boylece popiilasyonlarin EST enzim aktiviteleri toplam protein miktarlar

icindeki orani tespit edilmistir.
6.5.1.4  P450 analizi

P450 enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in Hansen ve Hodgson (1971)
yonteminden yararlanilmistir. Buna gore, mikroplaka hiicrelerinin herbirine stok
soliisyondan 90 pl enzim kaynagi, substrat olarak 100 pul 2mM p-nitroanisole
(PNOD) karistirilmigtir. 27 °C’de 2 dk inkiibe ettikten sonra 10 pl 9,6 mM
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) ilave edilerek reaksiyon
baslatilmistir. P450 enzim aktivitesinin Olgiilmesi microplate readerda 27 °C ve
405 nm dalga boyunda 10 s araliklarla 10 dk boyunca tutularak elde edilmis, OD

degerleri belirlenmis ve Bradford (1976)’a gore protein miktarlar1 hesaplanmustir.
6.5.2  AChE enzim preparasyonu ve aktivitesinin belirlenmesi
6.5.2.1 Enzim kaynag1 hazirlanmasi

Asetilkolinesteraz aktivitesinin belirlenmesinde Stumpf et al. (2001)
yontemi uyarlanarak kullanilmistir. Salkim giivesinin 9 giinlik 3 larvasi
eppendorf tiip i¢inde bulunan % 0,1 Triton X-100 igeren 0,1 M fosfat buffer (1ml,
pH:7,5) i¢inde plastik pestle ile homojenize edilmistir. Buz i¢inde 25 dakika
dokularin ¢oziilmesi beklendikten sonra, homojenat +4°C de 11.000 rpm’de, 25
dakika santrifiij edilerek elde edilen supernatant enzim kaynagi olarak kullanilmak

lizere yine buz igine alinmistir.
6.5.2.2  AChE analizi

AChE aktivitesini 6lgmek i¢in mikroplaka hiicrelerine 100 pl Acetylcholine
iodide (ATChI), 100 pl 5.5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) ve 50 pl fosfat
buffer icinde 50 pl enzim solisyonu konulmustur. 300 pl’lik final
konsantrasyonunda herbir maddenin miktar1 0,5 mM olmustur. AChE aktivitesi
mikroplaka okuyucuda 23 °C ve 405 nm’de 20 dakika tutularak belirlenmistir.
Ayrica poplilasyonlarin protein konsantrasyonlari BSA’nin standart olarak
kullanildigi  Bradford (1976) yoOntemine goére belirlenmis ve bdylece
popiilasyonlarin EST enzim aktivitelerinin toplam protein miktarlar1 i¢indeki

orani tespit edilmistir.
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7. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

7.1 Salkim Giivesi Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

Salkim giivesini kiiltiire alma calimalarinda baslangigta olusturulan rulo
icine seffaf naylon konmus, birakilan yumurta sayisi daha 6nce kullanilan yaglh

kagida gore daha fazla olmus ve birakilan yumurtalar daha kolay gézlenmistir.

Bu sekilde yapilan uygulamalarda yumurta agilimi olmustur ancak birakilan
yumurta sayist ile elde edilen larva sayis1 karsilastirildiginda larva elde etme
oraninin ¢ok diisiik oldugu, bircok yumurtanin agilmadigi gézlemlenmistir. Bu
ylizden i¢ yiizeye kaplanan naylon kullanilmadan yumurtalarin dogrudan pvc

ylizeye birakilmasi saglanmustir.

Literatiire bakildiginda 1.d6l i¢in yumurta agilma siiresi 7-11 giin, larva
gelisme siiresi 25-30 giin, pupa agilmasi ise 6-14 giin olarak bildirilmektedir
(Varela, 2010). Diger dollerde ise yumurta acilma siiresi 4-6 gilin olarak
bildirilmistir (Rice et al., 2011). Araziden alinan ornekler ile yapilan iiretim
rulolarinda pupalarin tamaminin agilmas1 yaklasik 3-4 giin siirmektedir.
Ucugsmaya baglayan erginler ise 2. giinden itibaren yumurta koymaya
baslamislardir. Yumurtalarin genelde seffaf olan pvc rulonun duvarlarina, az
miktarda da olsa altta bulunan saksi tabaginda ve tistte bulunan siizgecli kapagin

plastik kismina da birakildig: goriilmiistiir.

Ovipozisyon 4-5 giin kadar slirmiis ve ilk yumurta koyma déneminden 1
hafta sonra da ilk larvalar goriilmiistiir. Larvalar glinliik gozlemlerle (fazla pupa
sayisina sahip rulolarda giinde 2 kez) 6zellikle {ist kapagin plastik kismindan bir

fir¢a ile toplanmustir.

Toplanan larvalar igine besin bulunan ve her birine 20 adet larva konulan
kaplara alinmigtir. Besin lizerine igne yardimiyla agilan delikler ile larvanin
besinin i¢ine girmesi kolaylastirilmis, delik agilmayan diiz zeminli besine gore

pupa elde etme ylizdesi artmistir.

Bu kaplarda pupa olan bireyler tekrar tiretim rulolarina linmis ve bu sekilde

salkim giivesi liretimi sorunsuz ve en yiiksek verimle devam etmistir.
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7.2 Uygun Biyoassay Yonteminin Belirlenmesi

Biyoassay metodu i¢in en uygun yoOntemin belirlenmesi ¢alismalarinda
topikal uygulama, ilacin besine piskiirtilmesi ve ilact besine karistirma
yontemlerinde bircok doz serisi ile bir¢ok kez on deneme yapilmistir. Bu
denemelerde sayica uygun hale gelen (en gii¢lii gelisen) bazi popiilasyonlar
denemeye alinmis ve uygulamalar bu popiilasyonlar ile devam ettirilmistir. Sonug
olarak 3 wuygulamanin da karsilagtirilmasi acisindan, popiilasyona bagh
farkliliklarin da ortadan kaldirilmasi anlaminda 3 popiilasyon ile ve yontemlere
cevap veren en uygun doz serileri belirlenerek yontem calismalari tek bir
popiilasyonda maksimum birey kullanilarak ¢alismanin basinda hedeflenen plan

ile sonlandirilmistir.

Onceden de planlandig1 gibi biyoassay calismalarda amag farkli yontemleri
bir arada kullanarak hangi yontemin iyi sonug¢ verdigini belirlemek olmustur.
Besin miktari, uygulama zamani, sicaklik ve nem gibi degerler tiim ¢aligsmalarda

sabit tutulmustur.

Yapilan 3 uygulamanin sonucunda uygulamalarin birbirlerine gére avantajli

ve dezavantajli durumlari irdelenmistir.

Oncelikle topikal uygulama iizerinde durulmus ilk olarak bu ydntemin
saglikli bir bigimde caligmasi i¢in ¢aba gosterilmistir. Topikal uygulama birgok
bdcek i¢in yaygin kullanilan bir yontemdir. Salkim giivesi ile yapilan uygulamada
ise baz1 zorluklar ile dikkat ¢ekmistir. Topikal uygulama i¢in Salkim giivesinin 9

giinliik larvalar kullanilmistir.

Salkim giivesi larvalarmin ¢ok kiiciik olmasi ve cok hareketli olmalari
topikal uygulamada zorluklar ¢ikarmistir. Bu zorluklar1 asmak amaciyla 6n
denemeler yapilarak larvalarin zarar gormeden buzdolabinda bekletilerek
hareketsiz olacaklar1 siire belirlenmistir. Bu amagla larvalar steril plastik petri
kaplarmma 10’lu gruplar halinde konmus ve buzdolabinin dondurucu kisminda
(0°C) 4 dk bekletilmistir. 4 dk’lik siirenin belirlenmesinde ise larvalar yapilan bir
on denemede incelenmis ve 10 dk’ya kadar tutulan larvalarin oda sicakligina
alindiktan 2-3 dk sonra tekrar hareketli olabildigi goriilmiistiir. Buzdolabinda
tutulan siirenin en az olmasi ve buzdolabindan ¢ikan bireylere topikal uygulama

yapilacak siirenin de yeterli olan en az siire olmas1 amaglanmigtir. Bu yiizden 4 dk
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sonra cikarilan larvalarin yaklasik 1 dk i¢inde hareketli olmasi ve bu zaman
dilimde 10 adet larvaya topikal uygulama yapilabiliyor olmasi bu zaman diliminin
secilmesine sebep olmustur. 3dk ve daha az siireler ile buzdolabinda tutulan
bireyler oda sicakligina alindiginda, 10 bireye topikal uygulama yapamadan

hareketlendikleri i¢in bu siireler uygun goriillmemistir.

Bu uygulama sekli hareketli olma sorununu ortadan kaldirsa da larvada
olusan sicaklik diisiisii sebebiyle bu sefer damlanin larva iistiine yapismasi ve
dolayisiyla igne ucunda larvanin yapisik vaziyette asili kalmasi durumu ile
siklikla karsilasilmistir. Bu sorunun asilmasi i¢in 5 ve 6 dk buzdolabinin
dondurucu kisminda (0°C) bekletilen larvalara da uygulama yapilmis ve ayni
sorun devam etmistir. Bu ylizden 4 dk’lik dondurucu kisimda bekletme yontemi
ile uygulamalar yapilmistir. Ayrica ilagl s1vi damlasinin sorunsuz verilmis olmasi
durumunda bir baska problem olarak larvanin siviyr viicuduna tam olarak

alamadan hareketli hale gegmesi ve siviy1 ortama bulastirdigi gézlemlenmistir.

Denemelere gecilmeden dnce 6n deneme olarak larvalara su ve methanol
verilerek teknik maddelerin ¢ozlilmesinde kullanilan methanolun olumsuz etkileri
incelenmistir. 3 adet petri icinde bulunan 5’er adet larvaya su, ayni sekilde diger
15 larvaya da 1 pl methanol uygulanmistir. Daha sonra besine birakilan bu
larvalar pupa oluncaya kadar izlenmis ve methanol uygulamasi ile distile su

uygulamasi arasinda bir fark goriilmemistir.

Ancak larvanin oda sicakliginda tekrar hareket kazanmasi sonucunda
thoraks kismina birakilan ilagli sivi damlasi heniliz emilmedigi i¢in hareketlenme
sonucu etrafa degme etkisi ile viicut lizerindeki ilagli sivi miktarinda eksilmeler
olabilmektedir. Topikal uygulamada verilen ila¢ dogrudan bocek viicudu ile

karsilastig1 icin diisiik dozlarda bu uygulama basarili olmustur.

Piiskiirtme yontemi ile yapilan uygulamalarda ise ilk yapilan denemelerde
(diisiik doz serisi ile) dozlarin arttirilmast gerektigi goriilmiistiir. Yapilan 6n
denemeler sonucu tamamen Oliimiin goriildiigli dozun oldukca yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ancak bu durum istenilen 6liim oranlarini yakalamay1 saglasa da
teknik maddeden hazirlanan doz serilerinde c¢ok yiliksek dozlar i¢in homojen

karisamama, ya da zaman zaman ilaclama kulesinin meme diizeneginde
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tikanmalara sebep olmustur. Diger yontemler ile karsilastirildiginda piiskiirtme

yonteminde etkili olan doz serisi diger yontemlere gore oldukea yiiksek olmustur.

Besine ilag karistirma yonteminde ise dozun artisina bagli olarak Sliim

oranlarinin belirgin bir sekilde arttig1 tek deneme olmustur.

Ug yéntem hazirlik asamasi, kullanilan malzeme/alet ve sonug vermesi
acisindan olduk¢a farkli ozellikler gostermektedir. Yontemlerin saglikli
kullanilmasi i¢in gereken fiziki sartlar ayni1 degildir, ilaglama kulesi kullaniminda
iyi bir havalandirma gerekirken, topikal uygulama da larvalar1 sogutma, besine

karistirma da ise sabit oda sicakligi gerekliligi vardir.

Yontemlerden besine karigtirma disindaki iki yontem ilacli su hazirlandiktan
sonra hemen kullanima hazir hale gelmesine ragmen besine karistirma
yonteminde besin {izerine larvalarin birakilmasi i¢in bir siire beklenmesi

gerekmektedir.

Yontemlerde larvalarin %100 6liim gosterdigi dozlar birbirinden oldukga
farkli tespit edilmistir. Bu sonuca bakilarak 3 yontem icin ayr1 doz serisi
belirlenmesi zorunlulugu ortaya g¢ikmistir. Besine karistirma ydnteminde en
yiiksek dozda tiim ilaglarda %100 oliim meydana gelmis ve bu yontem doz

serilerine paralel olarak daha giivenilir 6liim oranlar1 vermistir.

Ilaglama kulesi ile ilact besine piiskiirtme ydnteminde, besinin ilagla
kaplanma oran1 ve ilacin biiyiik bir kisminin hedefe ulagmiyor olmasi besine
karigtirma yontemine gore daha yiiksek dozlar kullanilmasi gerekliligini

dogurmustur.

Son olarak besine ila¢ piiskiirtme yonteminde ilacla kaplanmis besine
birakilan larvanin besinin dis kisminda kisa bir siire beslendikten sonra, besinin i¢
kismina hareketlenmesi ve hig¢ ilag icermeyen/daha az ilag iceren i¢ kisimda
beslenmeye devam etmesi larvanin ilagla her besin hiicresinde ayni oranda
karsilasamayacagi sonucunu ortaya ¢ikarmistir. Bu yontemde, teorik olarak larva
ilk beslenme anlarinda dis ylizeyden aldigi ilag miktar1 ile ya 6lmekte ya da
beslenmeye iceride devam etmektedir. Bu durum artan doza ragmen beklenen

Oliim artiginin saglanmamasina neden olmustur.
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Besine karistima yOonteminde ise her besin pargasi i¢in homojen bir ilag
miktar1 saglanirken, larvanin beslenme sekline gore degismeksizin larva sayimin

yapildig1 saate kadar (beslenme devam ediyorsa) ilacl besin ile karsilagmaktadir.

Yapilan 6n denemeler kullanilacak yontem hakkinda bazi ipuglar1 verse de
bu sonuclar1 yontemlerden elde edilecek LCsy/LDsy sonuglarina ve bazi sayisal

verilere gore degerlendirmek icin bazi denemeler yapilmistir.

Oncelikle doz bagina 10 birey iizerinden 2 popiilasyon (Yesilyurt ve Merkez
2) ile tiim yontemlerde kullanilmak iizere 4 doz ile bir doz serisi olusturulmus ve
tim ilaglar ve 3 yontemde kullanilarak bir deneme yapilmistir. Bu denemedeki
amac¢ uygun bir doz araligi bulmak ve uygulama sekillerinin sorunsuz calistigini

gérmek olmustur (Cizelge 7.1).

Cizelge 7.1 iki farkl1 popiilasyonda 3 farkli biyoassay yontemi ile elde edilen 6lii birey sayilari
(n=10)

Merkez 2 popiilasyonu (30.12.2012) Yesilyurt popiilasyonu (29.12.2012)
Topikal uygulama Topikal uygulama

Dozlar (ppm) K 1 10 100 1000 |K 1 10 100 1000
CE 0 0 0 4 5 0 1 1 3 7
SPN 1 0o 3 7 10 0 0 1 10 10
INDX 0 0O 0 O 4 1 3 5 7 10
DLT 0 0o 2 3 4 0 1 0 4 9
Tlaci1 besine piiskiirtme Tlac1 besine piiskiirtme

CE 0 0o 2 2 6 0 1 2 3 4
SPN 0 1 2 9 9 0 1 2 6 8
INDX 0 2 4 5 8 0 2 3 5 6
DLT 0 0 1 3 7 0 0 0 3 6
Besine karigtirma Besine karistirma

CE 0 0o 3 8 10 0 0 3 7 10
SPN 0 2 6 10 10 0 2 6 10 10
INDX 0 2 4 5 10 0 4 6 10 10
DLT 1 0 2 4 10 0 0 3 10

Iki popiilasyon ile doz basina 10 birey kullanilarak yapilan 6n denemeden
elde edilen sonuglar; oncelikle kullanilacak birey sayisinin daha fazla olmasi
gerektigini, 10 bireyle yapilan bir denemenin verecegi bilgilerin gilivenilir
olmadigin1 gostermistir. Ancak besine karistirma yonteminde elde edilen sonuglar
tatmin edici olurken, topikal uygulamada Merkez 2 popiilasyonunda elde edilen
sonuclar ilaglara gore ciddi farkliliklar gostermis, doz-6liim iliskisi anlamsiz
bulunmustur. Secilen dozlar arasindaki fark 10 kat olmasina ragmen bazi

uygulamalarda 6li birey sayilar1 bu doz serilerine gore farklilik gostermemistir

(Cizelge 7.1).
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Sonug olarak deneme kurmaya yeter sayida olan tek bir popiilasyon ile
(Yesilyurt) doz serileri yeniden diizenlenerek bir 6n deneme daha yapilmistir. Bu
denemede tiim ilaglar ile 3 uygulama i¢in ayr1 ayr1 yeni doz serileri belirlenmis
boylece her uygulama icin %100 olimiin gergeklestigi bir doz olmasi
hedeflenmistir (Cizelge 7.2).

Cizelge 7.2 Yesilyurt popiilasyonunda {i¢ farkli biyoassay yontemi ve farkli doz serileri

kullanilarak yapilan denemede 6lii birey sayilari (n=30)

TOPIKAL
dozlar (ppm) K 1 3 10 30 100 300
CE 1 5 6 5 7 11 27
SPN 11 307 10 27 29
INDX 0 3 313 24 30 30
DLT 0 3 6 18 24 30 30
~  BESINEILAC PUSKURTME
S dozlar (ppm) K 10 30 100 300 1000 3000
§ CE 1 6 21 26 28 30 30
S/ dozlar (ppm) K 1 3 10 30 100 300
& SPN 0 2 17 24 26 30 30
Z dozlar (ppm) K 10 30 100 300 1000 3000
5 INDX 1 6 22 22 25 29 30
Ay
O dozlar (ppm) K 10 30 100 300 1000 3000
£ DLT 0 18 24 28 29 30 30
E BESINE KARISTIRMA
% dozlar (ppm) K 1 3 6 10 30 60
> CE 2 5 4 9 10 20 30
dozlar (ppm) K 0.1 03 06 1 3 6
SPN 0 1 2 13 16 26 30
dozlar (ppm) K 0.1 05 1 5 10 50
INDX 0 19 23 30 30 30
dozlar (ppm) K 05 1 5 10 50 100
DLT 0 0o 1 2 18 24 30

Cizelge 7.2°de goriildiigii gibi doz serileri yeniden diizenlenmis ve boylece
tiim yontemlerde hemen hemen %100 6liime ulasilmistir. Boylece ilaglama kulesi
kullanilarak yapilan denemelerde doz serisinin ¢ok daha yiiksek dozlar igermesi
gerektigi Ongorlisii ispatlanmistir. Ayrica topikal uygulamada daha saglikli

sonuclar elde edilmesi acisindan ara dozlar eklenmistir.
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Ilaglama kulesinin yap: itibartyle ¢ok yiiksek dozlar kullammina, ilacin
¢ozilicii maddesine bagl olarak uygun olmadig1 tespit edilmistir. 100 ppm lik bir
doz su ya da bagka bir ¢oziicii (aseton/metanol) ile hazirlansa da uygulamada
sorun ¢ikarmazken, 1000 ppm lik bir doz hazirlanirken ¢oziicii olarak su
kullanildiginda ilacin ¢dziinmesinde olumsuzluklar oldugu, uygulama esnasinda
da piiskiirtme memesinde tikanmalar meydana geldigi goriilmiistiir. Ancak daha
onemli bir problem, 100 kat artis gosteren doz serisinde (30-100-300 ppm) 6lim
oranlarinda goriilen yakin sayilar olmustur. Bu sonuglar da ilagclama kulesi ile

yapilan denemelerin sonucunda giivensizlik olusturmustur.

Besine karistirma yontemi ise en bastan beri daha saglikli sonuclar
vermistir. Tiim ilaglarda ayn1 saglikli sonuglar1 veren yontem ise su 6zellikleriyle
diger yontemlere gdore daha avantajli olmustur: Hazirlanig yontemi sonucunda
ilaclarin besine homojen bir bicimde karistiriliyor olmasi, larvanin tiikettigi
besinin en kiiciik parcasinda bile ilagla kargilasmasi doz-6liim iligkisini net bir

sekilde gostermektedir.

Ancak yapilan 2. 6n denemenin tek bir popiilasyonla yapildigi ve
tekerriirsiiz yapildigi goéz oOniine alindiginda yontemleri karsilagtirmak iizere
yapilacak olan esas deneme i¢in kullanilacak doz serilerinde yapilandirmaya
ihtiya¢ oldugu goriilmistiir. Her ne kadar her bir ilag ve popiilasyona gore doz
serisinin farklilik gostermesi normal olsa da ¢alismanin kolay yapilabilirligini ve
kullanilacak ila¢ solusyonlarinin miimkiin oldugunca ayni olmasi amaglandigi i¢in
kullanilacak doz serilerinde ortak degerler olusturulmustur (Cizelge 7.3). Buna
ragmen besine karistirma yonteminde, 6zellikle spinosad ve indoxacarb i¢in 30 ve
100 ppm dozlarinda % 100 6lim elde edildiginden bazi ara dozlar eklenmesi
zorunlulugu ortaya ¢ikmistir. Bu durumda da sadece s6z konusu iki etkili
maddenin ara dozlar ile yapilan deneme sonuglar1 da bu kapsama ilave edilerek 3
farkl1 popiilasyonda biyoassay yontemi ile elde edilen doz-6lii birey sayilari
Cizelge 7.4’de sunulmustur.

Cizelge 7.3 Farkli biyossay yontemlerinin karsilastirilmasinda kullanilan doz serileri

DOZLAR
YONTEMLER 0lppm | 1ppm | 10ppm | 30ppm | 100 ppm | 300 ppm {1000 ppm|3000 ppm

BESINEKARSTRMA | v/ |/ [ | v |+

SPREVLEME v [V NArArAara
TOPIKAL UYGULAMA v IV IV IV IV [V
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Doz serilerinin son olarak tekrar diizenlenmesi sonucunda elde edilecek

verilerin giivenilirligi agisindan 3 popiilasyon ile tiim yontemler ayn1 doz serileri

kullanilarak denemeye alinmistir. Ayn1 deneme 3 ayri tarihte tekrar edilerek elde

edilen 6lii birey sayilarinin ortalamalari1 sonuglarda kullanilmistir (Cizelge 7.4).

Cizelge 7.4 MER1,YY1 ve MER2 popiilasyonlarinda farkli biyoassay yontemleri ile 3

farkli tarihte yapilan denemelerde elde edilen 6lii birey sayilart (n=30)

21.01.2013 K 0,1 ppm 0,5ppm 1 ppm 5 ppm 10 ppm 30 ppm 100 ppm

CE 0 2 4 22 25 30

< SPN 0 2 7 24 28 29 30 30

5 MERI INDX 0 0 3 16 18 28 30 30

e DLT 11 6 18 24 30

5% CE 0 0 2 9 21 25

Z = [yvi SPN 0 1 7 21 28 29 30 30

F- INDX 0 2 4 14 15 21 28 30

m = DLT 0 1 6 16 19 27

Z CE 0 0 3 23 27 30

2 | ver2 SPN 0 0 6 15 29 29 30 30

INDX 1 1 4 8 18 19 27 29

DLT 0 1 6 11 24 29

K 1 ppm 10ppm 100 ppm 300 ppm 1000 ppm 3000 ppm
E CE 0 2 1 6 15 12 21
= SPN 11 2 22 24 26 30
& |MERI INDX 0 1 1 15 11 20 30
X DLT 0 1 8 18 17 26 30
2 CE 0 0 9 6 20 26 30
vy; SEN 0 1 6 27 25 30 30
2 INDX 0 9 12 18 25 29 30
= DLT 0 0 1 10 24 30 30
- % CE 0 0 6 8 14 19 27
2 £ |mer2 SPN 0 4 4 19 21 30 30
%z INDX 0 1 11 19 17 22 30
= = DLT 0 0 2 8 10 24 30
K 1 ppm 10ppm 30ppm 100 ppm 300 ppm 1000 ppm

CE 0 4 8 16 26 30 30
< SPN 0 4 16 17 28 30 30
> |MERI INDX 1 8 20 20 30 29 30
5 DLT 0 7 14 15 16 2 26
2> CE 0 1 8 11 11 24 30
> Elyy; SPN 01 9 10 26 25 30
3 Z INDX 1 2 12 27 26 30 30
v DLT 0 11 11 22 30 30 30
% CE 0 5 9 7 19 20 30
) SPN 0 0 12 16 28 28 30
= [MERZ nibx 0 0 8 14 17 20 25
DLT 0 1 8 9 20 19 26
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Cizelge 7.4 (Devami)
24.02.2013 K 0, ppm 0,5ppm 1 ppm S ppm 10ppm  30ppm 100 ppm
CE 0 0 4 18 26 30
S MERI SPN 0 4 10 22 27 30 29 30
= INDX 1 2 5 16 19 24 29 30
=§ DLT 0 1 6 22 30 30
<2: CE 0 0 0 10 19 29
é - SPN 0 3 17 27 30 30 30
fé% INDX 1 3 4 15 16 28 30 30
v DLT 0 2 6 15 24 25
2 CE 0 0 6 18 28 30
[%
2 MER2 SPN 0 1 7 13 28 30 30 30
INDX 0 2 4 8 19 27 30 30
DLT 0 2 5 19 22 28
lppm 10ppm 100 ppm 300 ppm 1000 ppm 3000 ppm
. CE 0 4 2 9 11 10 25
=
= MERI SPN 1 0 2 17 20 22 30
B INDX 0 0 2 15 6 28 30
. DLT 0 2 6 15 24 28 30
z CE 0 4 5 10 24 28 30
a4
2 vyl SPN 0 2 7 18 29 30 30
3 INDX 0 5 9 12 28 28 30
=
< DLT 0 1 4 4 26 30 30
= CE 0 1 6 10 21 22
m
Z
Z MER2 SPN 0 4 8 25 24 30 30
o INDX 0 2 17 12 13 28 30
DLT 0 0 5 13 16 24 30
K lppm 10 ppm 30 ppm 100 ppm 300 ppm 1000 ppm
CE 0 8 8 5 27 30 30
S wmpri SPN O 8 15 18 22 30 30
E INDX 1 10 16 26 30 30 30
S DLT 0 8 18 19 24 23 26
<2t CE 0 4 4 9 15 28 30
<
5 vy SPN 0 2 11 13 27 30 30
o INDX 0 2 14 22 23 30 30
3 DLT 0 8 9 28 26 30 30
;5 CE 0 4 9 8 20 21 30
=
S MER2 SPN 0 2 10 15 30 30 30
INDX 0 1 9 12 14 21 26
DLT 0 5 11 11 21 24 24
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Cizelge 7.4 (Devami)

31.03.2013 K 0,1ppm 0,5ppm 1 ppm 5 ppm 10 ppm 30 ppm 100 ppm
— CE 0 1 6 19 26 30
=
S MERI SPN 0 1 9 25 26 30 30 30
Z INDX 0 1 4 13 19 27 30 30
i~ DLT 0 1 9 23 26 30
§ CE 0 0 11 21 27
> SPN 1 2 18 27 30 30 30
=YYl
2 INDX 0 1 13 17 26 29 30
25 DLT 0 2 15 22 25
- CE 0 0 5 25 29 30
z
£ Mpro SPN 0 1 9 19 25 30 30 30
& INDX 0 2 5 8 18 22 29 30

DLT 0 1 5 20 23 28
K 1 ppm 10ppm 100 ppm 300 ppm 1000 ppm 3000 ppm

CE 0 4 6 5 13 22 22

m  uvprg SEN 02 2 15 19 23 30

2 INDX 0 0 0 12 14 20 30

1= DLT 0 5 5 22 19 22 30

B = CE 0 2 4 10 21 30 30

= H vy;y SPN 0 0 6 18 25 29 30

Oz

=5 INDX 0 3 7 15 22 30 30

g >~ DLT 0 0 3 14 22 30 30

Z CE 0 0 6 4 10 18 25

wn

2 MER2 SPN 0 1 5 17 19 29 30

INDX 0 3 6 16 16 24 30

DLT 0 0 3 7 9 19 30

K 1 ppm 10 ppm 30 ppm 100 ppm 300 ppm 1000 ppm

—_ CE 0 5 12 10 23 25 30
E SPN 0 8 12 12 22 30 30
&  MERI
Z INDX 0 9 13 16 29 30 30
= DLT 0 11 12 20 21 21 30
g CE 0 5 7 8 15 24 30
<
S yy; SN0 S 8 8 22 28 30
= INDX 1 1 17 24 24 30 30
2 DLT 0 9 11 23 28 30 30
5 CE 0 1 9 10 16 23 30
2 Mer SPN 0 2 11 12 21 30 30
S INDX 0 0 11 11 12 17 22

DLT 0 3 9 11 17 18 26

Bir¢ok 6n denemeden sonra elde edilen veriler 1518inda 3 farkli biyoassay
yontemi ile 3 farkli tarihte yapilan testlerin karsilastirilmasi Cizelge 7.4’de

goriilen ortalama rakamlar ile tamamlanmistir.
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Uygulamalarin LCsy ve LDsp sonuglari

[lacin besine karistirilmasi, topikal uygulama ve besinin ilagla spreylenmesi

ile 3 yontem ve 3 popiilasyonda 4 ilacin etkilerinin arastirildigi denemede elde
edilen veriler PoloPlus (LeOra Software Company®,
degerlendirilmistir. Bunun sonucunda 3 farkli uygulama ve ilaglar i¢cin LCsy ve

LDso degerleri Cizelge 7.5’de sunulmustur. Ayrica probit egrileri ¢ikartilarak

1987) programinda

yontemlerin sonuglar1 bu bilgiler 1s181nda yorumlanmstir (Sekil 7.1, 7.2, 7.3).

Cizelge 7.5 MER1,YY1 ve MER?2 popiilasyonlarinda farkli biyoassay yontemleriyle yapilan
testlerde hesaplanan L.Cs 9o/LDsg 99 sonuglari

LC m LC m =
P EM* o’ 0,9;0 gf\)/el?l aralig1 0,9;0 gl)lglerz aralig1 H egimsh’
CE 450 4,47 (1,94-9,04) 38,42 (17,41-158,28) 2,56 1,37+0,10
< MERI SPN 630 0,66 (0,34-1,16) 3,72 (1,96-12,38) 4,43 1,71+0,12
E INDX 630 1,86(0,93-3,33) 12,78 (6,53-43,39) 4,19 1,5340,11
5 DLT 450 3,73 (2,61-5,04) 29,67 (21,21-45,61) 0,97 1,42+0,13
~ CE 450 16,44 (12,96-20,63) 102,80 (73,69-160,65) 0,24 1,61+0,14
i vy SPN 630 0,85(0,62-1,11) 3,92 (2,83-6,18) 1,02 1,94+0,17
% INDX 630 2,19 (0,85-4,31) 19,34 (8,93-89,96) 4,58 1,35+0,10
‘3 DLT 450 7,93 (5,62-11,14) 191,20 (110,99-392,24) 0,48  0,92+0,07
m CE 450 4,09 (3,16-5,19) 21,69 (16,32-30,81) 0,42 1,76+0,14
MER2 SPN 630 1,00 (0,83-1,19) 4,11 (3,23-5,56) 0,23 2,08+0,15
INDX 630 2,98(2,25-3,81) 22,76 (16,80-33,60) 0,59 1,4540,12
DLT 450 6,03 (3,41-10,27) 88,70 (43,79-263,90) 1,16 1,09+0,08

LC5 m LC m oy
P! EM o 0,950 gﬁeﬁ aralig1 0,920 é%ieﬁ aralig1 H'  cgimish®
m CE 540 658,26 (164,22-9447,60) 104988,11 (7962,15-938369909,32) 4,41 0,58+0,05
E MERI SPN 540 114,11 (27,44-264,41) 1191,39 (474,55-11304,61) 4,61 1,25+0,11
:% INDX 540 228,50 (43,92-939,79) 2485,00 (683,03-449106,97) 9,48 1,23+0,09
% DLT 540 57,14 (22,54-126,37) 1494,53 (553,52-8434,74) 2,90 0,90+0,06
:E CE 540 82,69 (13,12-361,08) 1370,74 (323,79-112270,25) 9,68 1,05+0,07
% vy SPN 540 36,23 (27,10-47,51) 328,11 (235,73-488,74) 0,73 1,33+0,09
= INDX 540 27,12 (3,80-105,83) 813,69 (186,54-34870,12) 7,24 0,86+0,06
2 DLT 540 101,74 (18,01-335,20) 615,50 (211,51-24278,71) 10,35  1,63+0,12
A CE 540 411,51 (119,78-2352,09) 17088,81 (2784,26-5429528,21) 536  0,79+0,06
= MER2 SPN 540 39,88 (10,25-115,08) 656,15 (207,08-7248,94) 5,83 1,05+0,07
INDX 540 65,38(7,90-321,21) 2930,02 (515,14-894322,89) 7,78 0,77+0,06
DLT 540 240,92 (74,57-738,83) 2878,73 (886,23-86752,22) 6,52 1,19+0,09

LD m LD m o
P’ BM* o 0,9;0;?1563 aralig1 0,9;();%1\)/611) aralig H' cgimsh®
CE 540 19,36 (2,24-84,14) 300,92 (72,57-66609,92) 10,74 1,07+0,08
< MERI SPN 540 10,69 (2,15-29,80) 295,26 (61,80-3446,68) 5,88 1,01+0,08
5 INDX 540 5,66 (0,79-15,26) 77,69 (28,06-745,85) 4,79 1,12+0,10
5] DLT 540 11,46 (6,27-18,69) 2254,60 (965,02-7890,68) 0,92  0,55+0,06
g CE 540 51,39 (10,76-248,76) 873,21 (197,85-233486,85) 9,43 1,04+0,07
3 vy SPN 540 25,40 (8,62-61,97) 270,24 (100,16-2657,07) 5,81 1,24+0,09
§ INDX 540 12,05 (3,82-25,09) 92,23 (42,19-454,65) 431 1,45+0,12
‘g DLT 540 6,12 (0,44-21,83) 86,79 (23,95-6195,33) 9,04 1,11£0,08
= CE 540 46,51 (12,23-167,69) 1083,63 (259,23-82236,44) 6,56  0,93+0,07
MER2 SPN 540 19,81 (11,17-32,41) 144,63 (79,66-386,22) 2,37 1,48+0,11
INDX 540 83,12(38,88-191,75) 3171,67 (914,81-41855,01) 2,39 0,81+0,07
DLT 540 54,72 (31,18-96,14) 2688,90 (1030,03-12902,14) 1,18 0,75+0,06

! Pouplasyonlar

4 Heterojenite

2 Etkili maddeler
3 Standart hata

3 Birey sayist
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Sekil 7.1 Chlorpyrifps-ethyl (CE), deltamethrin (DL), indoxacarb (IN) ve spinosad (SP) ile
Merkez 1 (MER1), Merkez 2 ve Yesilyurtl (YY1) popiilasyonlarinda besine karigtirma biyoassay
yontemiyle saptanan probit egrileri: a) CE-MER1, b) CE-MER2 ¢) CE-YY1, d) DL MERI, ¢) DL
MER2, f) DL YY1,g) IN-MERI h) IN-MER2, i) IN-YY, j) SP-MERI1 k) SP-MER2 1) SP-YY1
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Sekil 7.2 Chlorpyrifps-ethyl (CE), deltamethrin (DL), indoxacarb (IN) ve spinosad (SP) ile
Merkez 1 (MERI1), Merkez 2 ve Yesilyurtl (YY1) popiillasyonlarinda besine ilag piiskiirtme
biyoassay yontemiyle saptanan probit egrileri: a) CE-MER1, b) CE-MER2 c¢) CE-YY1, d) DL
MERI, ¢) DL MER2, f) DL YY1,g) IN-MER1 h) IN-MER2, i) IN-YY1, j) SP-MER1 k) SP-
MER2 1) SP-YY1
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Sekil 7.3 Chlorpyrifps-ethyl (CE), deltamethrin (DL), indoxacarb (IN) ve spinosad (SP) ile
Merkez 1 (MER1), Merkez 2 ve Yesilyurt 1(YY1) popiilasyonlarinda topikal uygulama biyoassay
yontemiyle saptanan probit egrileri: a) CE-MER1, b) CE-MER2 ¢) CE-YY1, d) DL MERI, ¢) DL
MER2, f) DL YY1,g) IN-MER1 h) IN-MER2, i) IN-YY1, j) SP-MER1 k) SP-MER2 1) SP-YY1
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3 farkli popiilasyonda 3 farkli biyoassay yontemiyle 4 farkli ilag i¢in 3
tekerriirlii olarak elde edilen veriler, bircok agidan degerlendirildiginde, besine
ilag karigtirma yontemi diger yontemlere gére daha uygun bir biyoassay yontem

olarak tespit edilmistir.

Besine ilag karistirma yontemi ile elde edilen LCsy degerleri, diger
yontemlere gore daha tekrarlanabilir bulunmustur. Denemedeki tiim LCsy ve LDsg
degerleri bir arada incelendiginde besine karistirma yontemi ile elde edilen
degerlerde giiven araligi min ve max degerleri birbirine yakin olurken, diger iki
yontemde giiven araligt min ve max degerlerinin ¢ok araliklt oldugu, 6zellikle
Besine ilag piiskiirtme yonteminden elde edilen sonuglar agisindan incelendiginde

bu rakamlarin biiyliyen LCs degeriyle birlikte olduk¢a acildig: goriilmektedir.

Kullanilan ii¢ yontemin farkli popiilasyonlardaki heterojenite degerleri
Cizelge 7.5°de goriilmektedir. Besine karistirma yonteminde popiilasyon
heterojenite degerleri 0,2-4,6 arasinda dagilim gosterirken, Besine ilag piiskiirtme
yonteminde 0,7-10,4 arasinda, topikal uygulama yonteminde ise 0,9-10,8 arasinda
degismistir. Bu acidan bakildiginda da besine karistirma yonteminin daha iyi

sonug verdigi goriillmektedir.

Kullanilan popiilasyonlardan MERI1 isimli popiilasyonun yillardir ilaca
maruz kalmadig1 bilinen bir popiilasyon oldugu ve bu yiizden hassas popiilasyon
olarak kabul edildigi daha onceki boliimlerde belirtilmisti. Dolayisiyla bu
popiilasyondan elde edilecek LC/LD degerlerinin diger popiilasyonlardan elde
edilenlere oranla daha diisiik olmasi beklenilmektedir. Besine karistirma
yonteminde elde edilen LCsy degerleri ilaglara gore popiilasyonlar arasinda
karsilastirildiginda bir istisna hari¢ (CE’de MER2 popiilasyonu en diisiik degere
sahiptir) 4 ila¢ i¢in en diisik LCso degerlerinin MER1 popiilasyonunda oldugu
goriilmektedir. Diger yontemlerde ise bu durum olduk¢a farkliliklar
gostermektedir. Ornegin Besine ilag piiskiirtme uyglamasinda deltamethrin harig
diger 3 ila¢ i¢in MER1 popiilasyonundan elde edilen LCsy degerleri beklenenin
aksine ¢ok yliksek olmustur. Topikal uygulamada ise deltamethrin uygulamasinda
en diisik LDsy degeri YY popiilasyonunda bulunmustur. Dolayisiyla farkli
yontemlerin degisik popiilasyonlardaki LC ve LD degerleri kiyaslandiginda da en

uygun yontem besine karigtirma yontemi olarak belirlenmistir.



89

Popiilasyonlarin LCsy ve LDsy degerlerinin farkli biyoassay yontemlerine
gore degismesi olas1 bir sonugtur. Ancak bir popiilasyon i¢in artan ilag dozuna
bagl olarak 6liimiin de artmasi seklinde sonug beklenilir. Doz artisina paralel
O6lim oranmin da artmasi, yontemin uygun oldugunu gosteren bir diger

parametredir.

Doz-6lim iligkisi agisindan da en uygun yontem olarak besine karigtirma
yontemi belirlenmistir. Nitekim bu iliskiyi en iyi gdsteren “egim” degerlerini
inceledigimizde (Cizelge 7.5) besine karistirma yonteminde egim degerleri 0,92-
2,08 arasinda degistigi, Besine ilag piiskiirtme yonteminde bu degerin 0,58-1,63
arasinda, topikal uygulama ydnteminde ise bu degerin 0,55-1,48 arasinda oldugu

gorlilmektedir.

Salkim giivesi ile yapilan c¢alismalara bakildiginda ¢ok fazla calisma
olmadigi, ancak bununla birlikte tespit edilen g¢aligmalarda da besine ilag
karistirma ya da dogrudan ilaglanan salkim iizerinde beslenme suretiyle testlerin

yapildig1 goriilmektedir.

Lufenuron ile yapilan bir ¢aligmada, larva biyoassay c¢aligmalar1 besine
karistirma yontemiyle gerceklestirilmistir. Birinci déonem i¢in 0,015-0,16 ppm
aralifinda, tigiincti donem i¢in 0,05-0,15 ppm, besinci donem i¢in 0,05-0,21 ppm
dozlar1 igeren besinler kullanilmistir. Uygulama 5 cm c¢apl bir petri tabagina
ilacla muamale edilmis bes porsiyon (~ 1 gr) suni besin ve iizerlerine 10 larva

birakilarak yapilmistir (Saenz-De-Cabezon et al., 2006).

Chlorantraniliprole etkili maddesinin Salkim giivesi larva ve yumurtalarina
etkilerinin arastirildigi bir calismada ise, larva biyoassay calismasinda temiz
oldugu bilinen bir salkim, kullanilan doza uygun 1 It lik solusyona 5 sn.
batirilmak suretiyle uygulama yapilmis ve bu salkima birakilan yumurtadan yeni
cikan larvalarin chlorantraniliprole i¢in LCsy degeri 0,11 ppm bulunmustur

(Toriatti et al., 2008).

Ispanya’da azadirachtin etkili maddeli bir insektisitin Salkim giivesine
etkilerinin arastirildigr bir ¢alismada 3. donem larvalar i¢in besine karigtirma
yontemi kullanilmis ve 8 ile 32 ppm arasinda degisen bir doz serisi kullanilarak
azadirachtin i¢in LCsy degeri 18,71 ppm olarak tespit edilmistir (Irigaray et al.,
2010).
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Baska tiirlerde ise baz1 biyoassay karsilastirma ya da gelistirme caligmalari

goriilmektedir.

Perez et al. (1997)’nin yaptig1 bir calismada, Lahana yaprakgiivesi (Plutella
xylostella)’nin Bacillus thuringiensis’e direncini tespit etmek amaciyla yaprak
daldirma ve yapay besin iizerinde beslenme yontemleri karsilagtirilmigtir.
Aragtiricilar sonu¢ kisminda “Birisi, duyarli bireylerin % 99 unu 6ldiiren bir
ayrimct konsantrasyon se¢mek istiyorsa, duyarli ve direncli popiilasyonlarin
arasinda net bir ayrim icin yaprak daldirma biyoassay yontemi daha etkilidir;
¢linkii, bu yontem daha direngli bireyleri yapay besin ile yapilan biyoassaye gore
daha diisiik bir oranda oOldiirmektedir” seklinde agiklama yapmislardir. Ancak,
ideal bir biyoassay yonteminin hizli olmasi, isgiicii oraninda verimli olmasi
gerektigini (Ffrench-Constant & Roush, 1990) ve yapay besinin hazirlamasi ve
saklanmasi kolay oldugunu ve bu kriterlere gore, yapay besin ile yapilan yontemin

tercih edilmesi gerektigini bildirmislerdir.

Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) i¢in hizli bir biyoassay
yontemi gelistirmek amaciyla yapilan bir ¢alismada da yapay besin kullanilmustir.
Yapay besinden diskler halinde kesilen pargalar microplate hiicrelerine aktarilmis
ve bu besin parcalar1 CRY3Aa siispansiyonu ile muamele edilerek 24 saat
inkubasyona birakilmis, daha sonra her bir hiicre iizerine bir larva birakilarak

biyoassay calismasi tamamlanmistir (Oppert, 2010).

Biyoassay testlerin karsilastirilmasinda her zaman yontemler arasinda bir
iliski saptanmasit so6z konusu degildir. Bazi1 caligmalarda, farkli biyoassay

yontemlerinin direnci belirlemede farkli sonuglar verdigi de goriilmektedir.

Leibee and Savage (1992) iki Plutella xvlostella popiilasyonlarinin iizerinde
fenvalerate ile yaptiklari caligmalarda topikal uygulama ve yaprak daldirma
biyoassay yontemlerini kullanmiglar ve elde edilen sonuglarin iliskili olmadiginm

bildirmislerdir.

Benzer bir korelasyon eksikligi de Dennehy et al. (1983) tarafindan
akarlarla, yaprak-kalinti ve slayt daldirma biyoassay yoOntemleriyle yapilan bir

calismada rapor edilmistir.
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Perez et al. (1997), kullanilacak biyoassay yOnteminde; tek bir/az sayida
konsantrasyon kullaniminin bir dizi konsantrasyona goére daha kullanish
oldugunu, genellikle fazla konsantrasyonlarin hazirlanmasi i¢in daha fazla zaman
ve emek gerektigini ve az sayidaki doz ile direng ¢aligmalarin verimliliginin de

arttirilabilecegini bildirmislerdir.

Direng caligmalar1 birgok bolgede, bolge ve kiiltiir i¢cin ana zararlilar basta
olmak tizere bircok arastirici tarafindan yapilmaktadir. Uluslararasi bir bilgi
agmin da varligi s6z konusu oldugunda yapilan calismalarda kullanilan
yontemlerin  bir bagka arastirict tarafindan  kullanilabilmesi de Onem
kazanmaktadir. Bu anlamda tekrarlanabilirlik kavrami ©ne c¢ikmaktadir.
Yontemlerin agik ve anlasilir belirtilmesinin yani sira kullanilan alet ve ekipmanin
da aym sekilde anlagilir ve miimkiin oldugunca kolay elde edilir olmasi,
isgliclinlin ve zamanin etkin kullanim1 gibi etmenler yontemin tekrarlanabilirligi
acisindan 6nemlidir (Perez et al., 1997). Ayrica veriler agisindan bu durum da

desteklenebilmelidir.

Bu caligmada, yontemler arasinda elde edilen verilerin tekrarlanabilirlige
uygunluguna bakildiginda, 3 farkli zamanda yapilan 3 farkli yonteme gore Oli
birey sayilarinin birbirine yakin sonuglar vermesi besine karistirma yonteminde

gorililmiis ve tekrarlanabilirlik agisindan da bu yontem 6ne ¢ikmustir.

Sonug olarak; daha dnce sayilan tiim avantajlarin yaninda tekrarlanabilirlik,
dolayistyla giivenilirlik agisindan da bakildiginda, ilact besine karistirma
yonteminin Salkim giivesi ile diren¢ ¢alismalarinda biyoassay yontemi olarak

kullanilmasinin daha uygun oldugu goriilmektedir.
7.3 Biyoassay Test Sonuclari
Manisa ili bag alanlarindan toplanan farkli Salkim giivesi popiilasyonlarinda

4 etkili madde kullanilarak ilact besine karistirma yontemi ile yapilan biyoassay

test sonuglarindan elde edilen 6lii birey sayilar1 Cizelge 7.6’da verilmistir.
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Cizelge 7.6 Farkli Salkim giivesi popiilasyonlarinda farkli etkili maddelerin ¢esitli dozlari ile
yapilan biyoassay testlerinden elde edilen 6li birey sayilari (n=30)

Chlorpyrifos-ethyl

popiilasyon K* 1 ppm 3 ppm 6 ppm 10ppm 30ppm 60 ppm
HAS** 0 1 17 24 29 30 30
AHM 0 2 7 11 24 30 30
ALS 0 1 5 10 12 25 30
MER 0 3 10 22 22 30 30
SAR 0 2 5 10 12 28 30
SLH 1 1 4 12 16 30 30
SRBY 0 2 2 6 18 22 26
SRG 1 1 0 3 8 14 25 30
SRG 2 1 0 0 0 9 21 30
YY 0 0 3 4 9 23 26

Spinosad

K 0,1 ppm 0,3 ppm 0,6 ppm 1 ppm 3 ppm 6 ppm
HAS 0 1 6 13 24 29 30
AHM 0 0 2 3 11 17 30
ALS 0 2 4 11 14 29 30
MER 0 0 4 11 15 30 30
SAR 0 0 1 6 13 21 24
SLH 0 0 3 11 14 29 29
SRBY 1 1 0 0 0 11 24
SRG 1 0 1 5 15 18 29 30
SRG 2 0 0 10 15 27 30 30
YY 0 4 5 12 23 28 30

Indoxacarb

K 0,1 ppm 0,5 ppm 1 ppm 5 ppm 10 ppm 50 ppm
HAS 0 0 2 14 20 24 30
AHM 0 0 1 1 7 11 16
ALS 0 0 0 4 9 14 30
MER 0 2 4 5 17 25 30
SAR 1 1 3 9 20 29 30
SLH 0 1 1 10 19 26 30
SRBY 0 0 1 5 11 14 30
SRG 1 0 0 0 4 9 22 30
SRG 2 0 0 9 11 13 23 30
YY 0 1 5 14 16 22 30

Deltamethrin

K 0,5 ppm 1 ppm 5 ppm 10ppm 50 ppm 100 ppm
HAS 0 1 5 17 21 29 30
AHM 0 1 3 4 13 21 27
ALS 1 0 1 7 16 25 30
MER 0 1 3 15 17 27 29
SAR 0 0 0 5 7 23 30
SLH 0 2 3 7 7 20 25
SRBY 0 0 1 7 10 19 30
SRG 1 0 1 2 7 11 14 30
SRG 2 0 1 2 7 11 23 28
YY 0 1 2 6 14 25 28

* Kontrol ** Hassas popiilasyon

Biyoassay ¢aligmalar, Salkim giivesi popiilasyonlarinin denemede kullanilan

etkili maddelere kars1 direng gelistirip gelistirmedigi gérmek amaciyla yapilmustir.
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Cizelge 7.7°de tiim popiilasyonlarda 4 etkili madde i¢in hesaplanan LCsy ve LCq

degerleri toplu olarak goriilmektedir.

Cizelge 7.7 Farkli Salkim giivesi popiilasyonlarinda farkl etkili maddelerin besine karistirma
yontemiyle yapilan biyoassay testlerinden elde edilen LC, heterojenite, egim ve Ki kare degerleri

P! EM? n’ ](;C9;0 g(iip\f)errrll)arall 81 OLS;O g(iiirr?)arah 81 H' egimsh’ 2
CE 180 3,014 (2,384-3,673) 7,164 (5,671-10,209) 0,32 3,408+0,501 1,289
HAS SPN 180 0,589 (0,470-0,735) 1,740 (1,295-2,2743) 0,48 2,723+0,368 1,908
INDX 180 2,269 (0,999-5,076) 14,077 (6,015-112,571) 2,07 1,617+0,204 8,264
DLT 180 4,278 (3,040-5,992) 23,073 (14,873-43,816) 0,26 1,751+0,215 1,028
CE 180 5,607 (3,497-8,966) 17,232 (10,370-58,149) 1,73 2,628+0,353 6,904
AHM SPN 180 1,665 (0,972-3,327) 5,721 (2,977-34,057) 2,24 2,391+0,306 8,963
INDX 180 13,495 (9,382-21,012) 77,494 (43,071-208,088) 0,64 1,688+0,250 2,579
DLT 180 16,172 (8,843-32,669) 157,527 (66,015-848,806) 1,10 1,296+0,164 4,391
CE 180 9,758 (7,566-12,741) 39,321 (27,094-69,137) 0,89 2,117+0,266 3,567
ALS SPN 180 0,796 (0,469-1,417) 2,806 (1,539-12,298) 2,04 2,342+0,294 8,146
INDX 180 7,768 (3,641-21,720) 38,629 (15,705-633,848) 2,25 1,840+0,257 8,982
DLT 180 11,347 (6,561-18,629) 49,993 (28,361-146,086) 1,06 1,99+0,277 4,227
CE 180 4,044 (3,093-5,152) 14,311 (10,400-23,367) 0,90 2,335+0,320 3,588
MER SPN 180 0,797 (0,654-0,988) 2,030 (1,524-3,237) 0,96 3,157+0,457 3,853
INDX 180 2,815 (1,272-6,746) 21,220 (8,346-186,630) 1,94 1,461+0,178 17,779
DLT 180 6,593 (4,567-9,490) 45,768 (28,135-92,736) 0,25 1,523+0,181 1,002
CE 180 8,620 (5,012-15,687) 33,465 (17,742-156,657) 2,00 2,175+0,271 7,993
SAR SPN 180 1,693 (1,287-2,301) 7,850 (5,063-15,689) 0,81 1,924+0,255 3,221
INDX 180 2,298 (1,566-3,221) 9,303 (6,214-17,376) 0,85 2,110+0,318 3,393
DLT 180 18,067 (11,596-28,683) 68,847 (40,591-181,083) 1,03 2,206+0,288 4,134
CE 180 8,056 (6,308-10,076) 19,259 (14,474-32,546) 0,69 3,385+0,622 2,753
SLH SPN 180 0,868 (0,707-1,079) 2,303 (1,722-3,642) 0,59 3,023+0,417 2,374
INDX 180 2,471 (1,291-4,816) 14,065 (6,698-65,306) 1,55 1,697+0,209 6,210
DLT 180 21,071 (13,287-36,697) 321,040 (141,736-1227,683) 0,95 1,083+0,150 3,799
CE 180 12,397 (6,771-25,314) 69,594 (31,709-508,630) 1,86 1,710+0,222 7,432
SRBY SPN 180 3,773 (3,082-4,569) 7,368 (5,785-12,085) 0,83 4,409+0,913 3,325
INDX 180 6,767 (3,271-17,551) 42,264 (16,610-507,547) 1,90 1,611+0,217 7,606
DLT 180 16,979 (8,067-39,668) 103,099 (43,057-887,645) 1,97 1,636+0,208 7,881
CE 180 10,953 (8,552-14,008) 33,466 (24,363-54,417) 0,62 2,642+0,359 2,464
SRGI SPN 180 0,665 (0,527-0,838) 2,123 (1,552-3,429) 0,46 2,541+0,335 1,847
INDX 180 5,684 (2,980-11,917) 23,313 (11,305-153,569) 1,86 2,091+0,289 7,426
DLT 180 19,139 (5,380-155,757) 201,945 (47,100+£204155,079) 3,68 1,252+0,166 14,708
CE 180 17,963 (10,992-30,660) 40,500 (25,162-141,258) 2,27 3,630+0,483 9,075
SRG2 SPN 180 0,812 (0,392-1,659) 4,065 (1,903-36,585) 2,35 1,832+0,240 9,401
INDX 180 2,594 (0,783-9,556) 28,040 (8,115-2025,002) 2,87 1,240+0,163 11,494
DLT 180 14,062 (9,651-21,027) 111,220 (63,647-257,184) 0,39 1,427+0,175 1,566
CE 180 16,277 (12,589-21,627) 65,145 (43,939-119,241) 0,52 2,128+0,270 2,081
vy SPN 180 0,727 (0,410-1,277) 4,004 (2,032-18,278) 1,55 1,730+0,224 6,181
INDX 180 2,400 (1,002-5,909) 25,477 (9,144-308,823) 1,81 1,249+0,162 7,241
DLT 180 12,002 (8,340-17,539) 84,459 (50,475-180,201) 0,41 1,512+0,181 1,653
! Popiilasyon Etkilimadde  *Larvasayisi  *Heterojenite  ° Standart hata °
chi kare

Diren¢ durumlarimi gérmek amaciyla bu popiilasyonlarin LCsy ve LCq
degerlerini etkili maddelere gore ayri ayri vererek direng katsayilart ile birlikte
gostermek daha uygun olacagi icin Cizelge 7.8’de Chlorpyrifos-ethyl igin, LCs

ve LCqg degerleri direng katsayilart ile birlikte verilmistir.
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Cizelge 7.8 Farkli Salkim giivesi popiilasyonlarinda chlorpyriphos ethyl ile besine karigtirma yontemiyle
yapilan biyoassay testlerinden elde edilen LC, heterojenite, egim ve Ki kare degerleri ile direng katsayilari

Diren Diren
P n 8(932 0((}11)1;\)/1;3 Aralig ](;Sz O((i?llfz?g Aralig H Egimesh 2 Kats;;ym KatSa;;’lSI

LC50 LC90
HAS 180 3,014 (2,384-3,673) 7,164 (5,671-10,209) 0,32 3,408+0,501 1,289 1,00 1,00
AHM 180 5,607 (3,497-8,966) 17,232 (10,370-58,149) 1,73 2,628+0,353 6,904 1,86 2,41
ALS 180 9,758 (7,566-12,741) 39,321 (27,094-69,137) 0,89 2,117+0,266 3,567 3,24 5,49
MER 180 4,044 (3,093-5,152) 14,311 (10,400-23,367) 0,90 2,335+0,320 3,588 1,34 2,00
SAR 180 8,620 (5,012-15,687) 33,465 (17,742-156,657) 2,00 2,175+0,271 7,993 2,86 4,67
SLH 180 8,056 (6,308-10,076) 19,259 (14,474-32,546) 0,69 3,385+0,622 2,753 2,67 2,69
SRBY 180 12,397 (6,771-25,314) 69,594 (31,709-508,630) 1,86 1,710+0,222 7,432 4,11 9,71
SRG1 180 10,953 (8,552-14,008) 33,466 (24,363-54,417) 0,62 2,642+0,359 2,464 3,63 4,67
SRG2 180 17,963 (10,992-30,660) 40,500 (25,162-141,258) 2,27 3,630+0,483 9,075 5,96 5,65
YY 180 16,277 (12,589-21,627) 65,145 (43,939-119,241) 0,52 2,128+0,270 2,081 5,40 9,09

Hassas popiilasyon i¢in LCsy degeri 3.014 ppm iken en yakin deger MER
popiilasyonunda 4.044 ppm, en yiiksek deger de SRG2 popiilasyonunda 17.963
ppm olarak bulunmustur. Hassas popiilasyon disindaki popiilasyonlarin
Chlorpyrifos i¢in elde edilen LCsy ve LCyy degerlerinin hassas popiilasyondaki
degerlerle oranlanmasi sonucu ortaya ¢ikan diren¢ katsayilarina gore duyarlilik
kayiplar1 en yiiksek 3 popiilasyon; LCso degerlerine gore sirastyla SRG2 5.96, YY
5.40, SRBY 4.11 kat, LCyy degerleri i¢in ise SRBY 9.71, YY 9.09, SRG2 5.65 kat
olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu sonuglara gére Chlorpyrifosa karsi en fazla
ile SRG2

hassasiyet azalmasi (LCsy degerlerine gore) yaklastk 6 Kkat

poplilasyonunda goriilmiistiir (Cizelge 7.8; Sekil 7.4)

Chlorpyrifos-ethyl LC50 Chlorpyrifos-ethyl LC90

(ppm) (ppm)
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Sekil 7.4 Farkli Salkim giivesi popiilasyonunda chlorpyrifos igin elde edilen LC degerleri

Bu 3 popiilasyon disinda diger popiilasyonlarin Chlorpyrifos i¢in elde edilen
LCso degerlerinin hassas popiilasyondaki degerlerle oranlanmasi sonucu ortaya
¢ikan direng katsayilar1 1.86 ile 3.63 kat arasinda; LCyy degerlerinde ise 2.00 ile
5.49 kat arasinda bir hassasiyet azalmasi tespit edilmistir (Cizelge 7.8; Sekil 7.4).

Sekil 7.5 ve 7.6°da goriildiigii gibi Chlorpyrifos uygulanmis popiilasyonlarin

logaritmik doz - % o6lim iliskisini gdsteren probit egrileri hassas popiilasyondan
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farkli olmustur. Probit egrilerinin egimi ve yeri popiilasyonlarin hassasiyetine ve
poplilasyon yapilarina gore degismistir. Bununla beraber popiilasyonlarin %
50’sini Oldiiren logaritmik dozlarin birbirinden degisen oranlarda farkli oldugu
goriilmiistiir. Tiim popiilasyonlarin bir arada goriildiigii grafikte ise hassas

poplilasyon en solda yer almistir.
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Sekil 7.5 Salkim giivesi popiilasyonlarmin ayr1 ayri chlorpyrifos i¢in saptanan probit egrileri,
a)Hassas, b) Ahmetli, c) Alasehir, d) Merkez, e) Saruhanli, f) Salihli, g) Saribey, h) Sarigdl 1, i)
Sarigdl 2, j) Yesilyurt populasyonu.



100

PERCENT RESPONSE

97

90

80

70

60

50

40

30

20

10

IlIIIlIllIIllIIlIlIIlIIIIIIlIIlllIIlIllIllllIlllI

SLH

HASSAS

SRG1

SRBY

(=]

PoloPlus 2.0

DOSE (logarithmic scale)

Lobesia botrana, Chlorpyrifos ethyl
PARALLEL 02 Mar 2014

Sekil 7.6 Salkim giivesi popiilasyonlarinda chlorpyrifos i¢in saptanan probit egrilerinin birlikte
gorinimi.

Deltamethrin i¢in, hassas popiilasyonda LCsy degeri 4.278 ppm iken en

yakin deger MER popiilasyonunda 6.593 ppm, en yiiksek deger de SLH

poptilasyonunda 21.071 ppm olarak bulunmustur (Cizelge 7.9).

Cizelge 7.9 Farkli Salkim giivesi popiilasyonlarinda deltamethrin ile besine karistirma yontemiyle
yapilan biyoassay testlerinden elde edilen LC, heterojenite, egim ve Ki kare degerleri ile direng

katsayilari
LC50 (ppm) LC90 (ppm) g Rty atan
P n 0.95 Giiven Aralig1 0.95 Giiven Aralig1 H Egim:tsh 2 151 st
LC50  LC90

HAS 180 4,278 (3,040-5,992) 23,073 (14,873-43,816) 0,26  1,751+0,215 1,028 1,00 1,00
AHM 180 16,172 (8,843-32,669) 157,527 (66,015-848,806) 1,10 1,296+0,164 4,391 3,78 6,83
ALS 180 11,347 (6,561-18,629) 49,993 (28,361-146,086) 1,06  1,99+0,277 4,227 2,65 2,17
MER 180 6,593 (4,567-9,490) 45,768 (28,135-92,736) 0,25 1,523+0,181 1,002 1,54 1,98
SAR 180 18,067 (11,596-28,683) 68,847 (40,591-181,083) 1,03 2,206+0,288 4,134 422 298
SLH 180 21,071 (13,287-36,697) 321,040 (141,736-1227,683) 0,95 1,083+0,150 3,799 493 1391
SRBY 180 16,979 (8,067-39,668) 103,099 (43,057-887,645) 1,97  1,636+0,208 7,881 3,97 447
SRGL 180 19,139 (5,380-155,757) 201,945 (47,100£204155,079) 3,68  1,252+0,166 14,708 4,47 8,75
SRG2 180 14,062 (9,651-21,027) 111,220 (63,647-257,184) 0,39  1,427+0,175 1,566 329 4,382
Yy 180 12,002 (8,340-17,539) 84,459 (50,475-180,201) 041 1,512+0,181 1,653 281 3,66
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Hassas popiilasyon disindaki popiilasyonlarin deltamethrin i¢in elde edilen
LCsp ve LCyy degerlerinin hassas popiilasyondaki degerlerle oranlanmasi sonucu
ortaya cikan diren¢ katsayilarina gore duyarlilik kayiplari en yiiksek 3
popiilasyon; LCsy degerlerine gore sirasiyla SLH 4,93, SAR 4,22, SRGI 4,47 kat,
LCyy degerleri i¢cin ise SLH 13,91, SRGI 8,75, AHM 6,83 kat olarak
hesaplanmistir. Elde edilen bu sonuglara gore deltamethrine karsi en fazla
hassasiyet azalmasi (LCsy degerlerine gore) yaklasik 5 kat ile SLH
popiilasyonunda goriilmiistiir (Cizelge 7.9; Sekil 7.7).

Deltamethrin LC350 Deltamethrin LC90
(ppm) (ppm)
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Sekil 7.7 Farkli Salkim giivesi popiilasyonlarinda Deltamethrin i¢in elde edilen LC degerleri

Bu 3 popiilasyon disinda diger popiilasyonlarin Deltamethrin i¢in elde
edilen LCsy degerlerinin hassas popiilasyondaki degerlerle oranlanmasi sonucu
ortaya ¢ikan direnc katsayilar1 1,54 ile 3,97 kat arasinda; LCoy degerlerinde ise

1,98 ile 4,82 kat arasinda bir hassasiyet azalmasini1 gostermektedir.

Sekil 7.8 ve 7.9°da goriildiigii gibi deltamethrin uygulanmis popiilasyonlarin
logaritmik doz - % o6liim iliskisini gdsteren probit egrileri hassas popiilasyondan
farkli olmustur. Probit egrilerinin egimi ve yeri popiilasyonlarin hassasiyeti ve
popiilasyon yapilarina gore degismistir. Bununla beraber popiilasyonlarin %
50’sini oldiiren logaritmik dozlarin birbirinden degisen oranlarda farkli oldugu
goriilmiistiir. Tiim popiilasyonlarin bir arada goriildigli grafikte ise hassas

poplilasyon en solda yer almistir.
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Sekil 7.8 Salkim giivesi popiilasyonlarinin ayr1 ayr deltamethrin i¢in saptanan probit egrileri,
a)Hassas, b) Ahmetli, c) Alasehir, d) Merkez, ) Saruhanli, f) Salihli, g) Saribey, h) Sarigdl 1,
1) Sar1gdl 2, j) Yesilyurt populasyonu.
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Sekil 7.9 Salkim giivesi popiilasyonlarinda deltamethrin i¢in saptanan probit egrilerinin birlikte
gorinimil.

deger

Indoxacarb i¢in, hassas popiilasyonda LCsg degeri 2,269 ppm iken en yakin

SAR popiilasyonunda 2.298 ppm,

popiilasyonunda 13.495 ppm olarak bulunmustur (Cizelge 7.10).

en yiksek deger de

AHM

Cizelge 7.10 Farkli Salkim giivesi popiilasyonlarinda indoxacarb ile besine karistirma yontemiyle
yapilan biyoassay testlerinden elde edilen LC, heterojenite, egim ve Ki kare degerleri ile direng

katsayilar1

LC50 LC90 Keay, Dieng
P n 0.95 Giiven Arahgl)pm) 0.95 Giiven Arahgl(ppm) H Egimsh 2 gz o Eét;gym

50

HAS 180 2,269 (0,999-5,076) 14,077 (6,015-112,571) 2,07 1,6174#0,204 8264 1,00 1,00
AHM 180 13,495 (9,382-21,012) 77,494 (43,071-208,088) 0,64 1,688£0,250 2,579 595 5,51
ALS 180 7,768 (3,641-21,720) 38,629 (15,705-633,848) 2,25 1,840+0,257 8982 342 2,74
MER 180 2,815(1,272-6,746) 21,220 (8,346-186,630) 1,94 1461+0,178 7,779 124 1,51
SAR 180 2,298 (1,566-3,221) 9,303 (6,214-17,376) 0,85 2,110£0318 3,393 1,01 0,66
SLH 180 2,471 (1,291-4,816) 14,065 (6,698-65,306) 1,55 1,697+0,209 6,210 1,09 1,00
SRBY 180 6,767 (3,271-17,551) 42,264 (16,610-507,547) 1,90 1,611x0217 7,606 2,98 3,00
SRGI 180 5,684 (2,980-11,917) 23,313 (11,305-153,569) 1,86 2,091:0,289 7426 2,51 1,66
SRG2 180 2,594 (0,783-9,556) 28,040 (8,115-2025,002) 2,87 1,240+0,163 11,494 1,14 199
YY 180 2,400 (1,002-5909)  25477(9,144-308,823) 1,81 1249+0,162 7241 106 181




101

Hassas popiilasyon disindaki popiilasyonlarin Indoxacarb i¢in elde edilen
LCsp ve LCyy degerlerinin hassas popiilasyondaki degerlerle oranlanmasi sonucu
ortaya cikan diren¢ katsayilarina goére duyarlilik kayiplart en yiliksek 3
poptilasyon; LCsy degerlerine gore sirastyla AHM 5,95, ALS 3,42, SRBY 2,98
kat; LCoy degerleri icin ise AHM 5,51, SRBY 3,00, ALS 2,74 kat olarak
hesaplanmistir. Elde edilen bu sonuglara gore Indoxacarba karsi en fazla
hassasiyet azalmasi1 (LCsp degerlerine gore) yaklastk 6 kat ile AHM
poplilasyonunda goriilmiistiir (Cizelge 7.10; Sekil 7.10).

Indoxacarb LC50 Indoxacarb LC9% (ppm)
(ppm) 100
15 - 80 -
10 | 60 - :
40
| wll L
o m Illlllll_ SIE I FYEREN]
2E92E38EET | 239833fgEC

Sekil 7.10 Farkli Salkim giivesi popiilasyonlarinda indoxacarb i¢in elde edilen LC degerleri.

Bu 3 popiilasyon disinda diger popiilasyonlarin Indoxacarb icin elde edilen
LCsp degerlerinin hassas popiilasyondaki degerlerle oranlanmasi sonucu ortaya
c¢ikan direng katsayilar1 1,01 ile 2,51 kat arasinda; LCyy degerlerinde ise 0,66 ile
1,99 kat arasinda bir hassasiyet azalmasini gostermektedir (Cizelge 7.10; Sekil

7.10).

Sekil 7.11 ve 7.12°de goriildigli gibi Indoxacarb uygulanmis
popiilasyonlarin logaritmik doz - % 6liim iligkisini gosteren probit egrileri hassas
popiilasyondan farkli olmustur. Probit egrilerinin egimi ve yeri popiilasyonlarin
hassasiyeti ve popiilasyon yapilarina gore degismistir. Bununla beraber
poplilasyonlarin % 50’sini oldiiren logaritmik dozlarin birbirinden degisen
oranlarda farkli oldugu goriilmiistiir. Tiim popiilasyonlarin bir arada gorildigi

grafikte ise SAR popiilasyonu hassas popiilasyonla birlikte en solda yer almistir.
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Sekil 7.11 Salkim giivesi popiilasyonlarmin ayr1 ayr1 indoxacarb i¢in saptanan probit egrileri,
a)Hassas, b) Ahmetli, ¢) Alasehir, d) Merkez, ¢) Saruhanl, f) Salihli, g) Saribey, h) Sarigél 1,
1) Sarigdl 2, j) Yesilyurt populasyonu.
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Sekil 7.12 Salkim giivesi popiilasyonlarinda indoxacarb igin saptanan probit egrilerinin birlikte

gorunimil.

Cizelge 7.11°de spinosad i¢in, hassas popiilasyonda LCs degeri 0,589 ppm

iken en yakin deger SRGI popiilasyonunda 0.665 ppm, en yiiksek deger de SRBY

popiilasyonunda 3.773 ppm olarak bulunmustur.

Cizelge 7.11 Farkli Salkim giivesi popiilasyonlarinda spinosad ile besine karistirma yontemiyle
yapilan biyoassay testlerinden elde edilen LC, heterojenite, egim ve Ki kare degerleri ile direng

katsayilari
P n I(;.(932()Gi'1ven Ara(lll)glm ) ggg()(}ﬁven Arallg(lppm) H Egim:sh 12 EZ:E;SI E:;I;;Sl
LC50 LC90
HAS 180 0,589 (0.470-0,735) 1,740 (1,295-2,2743) 048  2,723+0368 1,908 1,00 1,00
AHM 180 1,665 (0,972-3,327) 5,721 (2,977-34,057) 224 23910306 8963 2383 3,29
ALS 180 0,796 (0,469-1,417) 2,806 (1,539-12,298) 2,04 23420294 8,146 135 1,61
MER 180 0,797 (0,654-0,988) 2,030 (1,524-3,237) 096  3,157+0457 3,853 135 1,17
SAR 180 1,693 (1,287-2,301) 7,850 (5,063-15,689) 0,81  1924+0255 3221 287 451
SLH 180 0,868 (0,707-1,079) 2,303 (1,722-3,642) 0,59  3,023£0417 2374 147 132
SRBY 180 3,773 (3,082-4,569) 7,368 (5,785-12,085) 0,83  4,409+0913 3325 641 423
SRGI 180 0,665 (0,527-0,838) 2,123 (1,552-3,429) 0,46  2541+0,335 1,847 1,13 1,22
SRG2 180 0,812(0,392-1,659) 4,065 (1,903-36,585) 2,35  1,832+0240 9401 138 2,34
YY 180 0,727 (0,410-1277) 4,004 (2,032-18278) 1,55  1,730£0224 6,181 123 2,30
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Hassas popiilasyon disindaki popiilasyonlarin spinosad i¢in elde edilen LCsg
ve LCyg degerlerinin hassas popiilasyondaki degerlerle oranlanmasi sonucu ortaya
c¢ikan direng katsayilarina gore duyarlilik kayiplari en yiiksek 3 popiilasyon; LCsg
degerlerine gore sirastyla SRBY 6,41, SAR 2,87, AHM 2,83 kat; LCq degerleri
icin ise SAR 4,51, SRBY 4,23, AHM 3,29 kat olarak hesaplanmistir. Elde edilen
bu sonuclara gore Spinosada karsi en fazla hassasiyet azalmasi (LCs, degerlerine
gore) yaklasik 7 kat ile SRBY popiilasyonunda goriilmiistiir (Cizelge 7.11; Sekil
7.13)

Spin()sad LCs0 SpillOS‘dd LCoo
(ppm) (ppm)
4 5 10
| S
0_-_|_l_l_l_l_ mEam | o/ mAAmEnlnN il
R 22553370 F 2205500 %
o E‘I§ gmgg% ngzmm§§§

Sekil 7.13 Farkli Salkim giivesi popiilasyonlarinda spinosad i¢in elde edilen LC degerleri

Bu 3 popiilasyon disinda diger popiilasyonlarin Spinosad i¢in elde edilen
LCso degerlerinin hassas popiilasyondaki degerlerle oranlanmasi sonucu ortaya
¢ikan direng katsayilar1 1,13 ile 1,47 kat arasinda; LCyy degerlerinde ise 1,17 ile
2,34 kat arasinda bir hassasiyet azalmasini gostermektedir (Cizelge 7.11; Sekil

7.10).

Sekil 7.14 ve 7.15’de goriildiigli gibi spinosad uygulanmis popiilasyonlarin
logaritmik doz - % olim iliskisini gdsteren probit egrileri hassas popiilasyondan
farkli olmustur. Probit egrilerinin egimi ve yeri popiilasyonlarin hassasiyeti ve
popiilasyon yapilarina goére degismistir. Bununla beraber popiilasyonlarin %
50’sini Oldiiren logaritmik dozlarin birbirinden degisen oranlarda farkli oldugu
gorlilmiistiir. Tiim popiilasyonlarin bir arada goriildigli grafikte ise hassas

popiilasyon en solda yer almistir.
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Sekil 7.14 Salkim giivesi popiilasyonlarmin ayr1 ayri spinosad igin saptanan probit egrileri,
a)Hassas, b) Ahmetli, c) Alasehir, d) Merkez, e) Saruhanli, f) Salihli, g) Saribey, h) Sarigdl 1,
i) Sarigdl 2, j) Yesilyurt populasyonu.
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Sekil 7.15 Salkim giivesi popiilasyonlarinda spinosad i¢in saptanan probit egrilerinin birlikte
gortinimi.

Manisa ili bag alanlarindan toplanan farkli Salkim giivesi popiilasyonlarinin
farkli ilaglara kars1 direng durumunun belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen bu ¢alisma
sonucunda direng katsayilar1 hassas popiilasyon ile kiyaslanarak elde edilmis ve
direng diizeyleri ¢ok yiliksek olmamistir. Bu duruma temel olarak hassas
popiilasyon olarak kullanilan MER1 popiilasyonundan elde edilen degerler sebep
olmustur. Hassas popiilasyon olarak yurtdisindan ya da bagka bir ilimizden elde
edilecek bir popiilasyon kullanilsaydi diren¢ katsayilar1 ¢ok farkli olabilecekti.
Nitekim Civolani et al. (2014) Italya’da bulunan uzun yillardir {iretimi devam
eden bir hassas populasyonda indoxacarb i¢in LCsy degerini 0.177 ppm olarak,
yani bu projedeki hassas popiilasyonun LCsy degerinden yaklasik 13 kat daha
diistik bulmustur. Sayet elimizde Oyle bir hassas popiilasyon olsaydt AHM
popiilasyonunda indoxacarb i¢in yaklasik 76 kat, ALS popiilasyonu i¢in yaklasik
44 kat diren¢ten bahsetmek miimkiin olacakti.
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7.4 Biyokimyasal Test Sonug¢lar:

Biyokimyasal testlerin 3 tanesinde olumlu sonuclar elde edilmis olmasina
ragmen P450 enzim kaynaginin tespitinde yapilan birgok teste ragmen
degerlendirilebilecek higbir bir sonug elde edilememistir. Ayrica GST analizinde
DCNB substrat olarak kullanildiginda higbir sonu¢ alinamamistir. GST analizleri
CDNB kullanilarak yapilmustir.

P450 disinda diger 3 enzim oOlglimlerinde elde edilen sonuglar ve elde edilen
enzim aktivitesi sonuglart hassas popiilasyona gore oranlanarak katsay1 degerleri
de Cizelge 7.12°de verilmistir. Popiilasyonlarin enzim aktiviteleri degerleri ile
hassas popiilasyondan elde edilen degerler arasinda kaydadeger bir farklilik
gorlilmemistir. Hassas poplilasyona gore diger popiilasyonlarin enzim degerlerinin

oranlanmasi ile de elde edilen veriler bu durumu agiklamaktadir (Cizelge 7.12).

Cizelge 7.12 Farkli Salkim giivesi popiilasyonlarinda AChE, GST ve EST enzim aktiviteleri ile bunlarin
hassas popiilasyona gore katsayilari

AChE GST EST
Popiilasyon mOD/min/mg Katsayt  mOD/min/mg Katsay1  mOD/min/mg Katsay1
HASSAS 0,054 1,00 23,284 1,00 7,138 1,00
AHM 0,094 1,73 21,170 0,91 7,872 1,10
ALS 0,120 2,21 16,825 0,72 7,708 1,08
MER 0,130 2,40 25,000 1,07 10,044 1,41
SAR 0,112 2,05 24,971 1,07 8,683 1,22
SLH 0,098 1,80 20,413 0,88 7,301 1,02
SRBY 0,133 2,44 23,012 0,99 7,187 1,01
SRGl1 0,125 2,30 20,224 0,87 7,023 0,98
SRG2 0,264 4,85 23,285 1,00 10,729 1,50
YY 0,174 3,19 23,600 1,01 10,101 1,41

Cizelge 7.12’den de goriilmektedir ki en dikkat cekici farkliliklar AChE
enzim katsayilarinda goriilmektedir. SRG2 ve YY popiilasyonlar1 hassas
popiilasyona gore sirasiyla 4,85 ve 3,19 kat daha fazla AChE enzim aktivitesi
gostermistir. Diger populayonlardan elde edilen AChE enzim aktivitesi degerleri
ise hassas popiilasyona gore 1,73 kat ile 2,44 kat arasinda degisen degerler
almistir. En disik AChE enzim aktivitesi degeri hassas popiilasyonda

gorilmiistiir.

EST enzim aktivitesi agisindan ise, SRG1 ve hassas popiilasyonun en diisiik
degerleri gosterdigini sdylemek miimkiindiir. En yiiksek degerler ise hassas
poplilasyona gore 1,50 ve 1,41 kat ile sirastyla SRG2 ve YY popiilasyonlarinda

gorilmiistiir.
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SRG2 ve YY popiilasyonlarinin hem AChE enzim degerleri agisindan hem
de EST enzim degerleri agisindan en ytiksek ilk 2 popiilasyon olmasi ve diger

poplilasyonlardan yiiksek direng katsayilarina sahip olmasi ile dikkat ¢ekicidir.

Cizelge 7.8’de biyoassay test sonuglarinda chlorpyrifos-ethyl i¢in elde
edilen LCsy degerlerine bakildiginda ise AChE enzim aktivitesi degerleri ile
paralellik gosterdigi goriilmektedir. Hassas popiilasyon ile oranlandiginda
yaklasik 6 kat daha fazla LCsy degerine sahip olan SRG2 ve YY popiilasyonlart,
Cizelge 7.12°de goriildiigii gibi, AChE enzim aktivitesi degerlerinde de hassas
popiilasyona gore sirasiyla 4,85 ve 3,19 kat daha fazla enzim aktivitesine sahip
oldugu goriilmektedir. AChE enzim aktivitesi ile chlorpyrifos-ethyl i¢in elde
edilen LCsy degerlerinin korelasyon analizi sonucunda r=0,85 rakami elde
edilmistir ki bu rakam da enzim miktar1 ile LCsy degerleri arasinda kuvvetli bir
pozitif iligki oldugunu gostermektedir. Diger yandan EST enzim aktivitesi
sonuglarinda da; biyoassay test sonuglarinda chlorpyrifos-ethyl i¢in elde edilen
LCso degerleri ile paralellik goriilmektedir. En yiiksek degeri alan iki popiilasyon
olarak yine karsimiza SRG2 ve YY popiilasyonlart c¢ikmaktadir. Hassas
popiilasyona gore katsayr oranlari 1,5 kat civarinda olmasina ragmen diger
popiilasyonlardan, degerlerine bakildiginda farklilik gostermeleri sonucunda

ayrilmaktadirlar (Cizelge 7.12).

Organikfosforlu bir insektisit olan chlorpyrifos-ethylin; 6zellikle sinir
sisteminde asetilkolinesteraz iizerinde etkilerini gdsterdigi bilinmektedir.
Asetilkolin ise sinir impulslarinin sinapslardan ge¢isini kolaylastiran bir
norotransmitter maddedir (Bkz. 4.3. Direng ile ilgili enzimler). Organofosfatlar ve
karbamatlar ise AchE‘m analogu olarak calisirlar ve AchE‘in aktif bdlgesine
baglanirlar. Fakat asetilkolin hidroliz olmasina ragmen, insektisitler, enzim-
substrat kompleksi olarak sabit kalirlar. Boylece insektisitler, asetilkolinesteraz
inhibisyonuyla sinir impulslarinin transmiyonunu bloke eder ve asetilkolin
reseptorlerinin uyusmasina neden olurlar ve sonugta dliime sebep olurlar. Ancak
bocekte artan bir AChE enzim seviyesi ile bu sekilde etki eden insektisitlerin
Oliimle sonuglanan etkilerinden kurtulabilme sansi1 vardir. Ayrica organofosfatli
insektisitler esteraz inhibitdrleri olarak da tanimlanir ve bocekte artan EST enzim

aktivitesi de organikfosforlu insektisitlere karsi diren¢ gelismesi durumunda
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arastirilan diger 6nemli enzim grubudur. Elde edilen enzim aktivitesi sonuglarinda
ise artan EST ve oOzellikle AChE enziminin tespiti olast bir diren¢ gelisimi

konusunda anlam kazanmaktadir.

Literatiirde, Salkim giivesi ile yapilmis enzim aktivitesi tespiti ¢aligmasi
olmamasina ragmen ayni familyadan olan Elma igkurdu ile yapilmis ¢aligsmalar

enzimler ve direng iligkileri hakkinda fikir vermektedir.

Rodriguez et al. (2011) Ispanya elma bahgelerinden topladig1 Elma i¢ kurdu
poplilasyonlarinda insektisitlere karsi direng gelismini arastirdigi calismada;
insektisitlerin etkinliginin enzim aktivitesine 6nemli Ol¢lide bagimli oldugunu
bildirmis ve Ispanya'dan toplanan popiilasyonlarda yapilan ¢alismalar sonucunda
bolgede en c¢ok kullanilan ii¢ insektisit icin (azinphos-metil, fenoxycarb ve
fosalon) EST ve GST aktivitesine bagimli olarak insektisit direncine sahip

poplilasyonlarin oldugu sonucuna varmigslardir.

Ayrica yapilan diger 2 c¢alismada da Ispanya’da Elma i¢ kurdu
popiilasyonlarinda tespit edilen yiiksek AChE seviyesinin organikfosforlu ve
karbamatli insektisitlere karsi boceklerde duyarliligi azalttigini bildirilmistir

(Reyes et al., 2007;. Reyes and Sauphanor, 2008).

Elma ickurdu i¢in vyapilan diger c¢alismalarda da insektisitlerin,
detoksifikasyon enzimi olan EST aktivitesi ile yakindan ilgili oldugu
goriilmektedir. Arjantin’de (Soleno et al., 2003, 2004, 2008) ve Ispanya’da
(Rodriguez et al., 2011) yapilan c¢alismalarda elde edilen yiliksek seviyelerdeki
EST enzim aktivitesinin organikfosforlulara karsi direng ile ilgili oldugunu
bildirilmistir.

GST enzim aktivitesi sonug¢larina bakildiginda ise en diisiik deger ALS
poplilasyonunda goriilmiistiir. Bunun diginda 4 popiilasyonda da hassas
popiilasyona gore daha diisiik degerler goriiliirken diger 4 popiilasyonun da hemen
hemen hassas popiilasyon ile ayni degere sahip olduklar1 goriilmektedir (Cizelge
7.12). GST enzim analizleri sonu¢ olarak herhangi bir katsayr ile dikkat

¢ekmemektedir.
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8. SONUC

Ayni etki mekanizmasina sahip ilaglarin art arda kullanilmasi nedeniyle
zararl organizmalarda direng gelisimi goriilmektedir. Salkim giivesinin Manisa ili
bag alanlarinda yaygin kullanilan insektisitlere kars1 direnci bilinmedigi i¢in bu
calisma planlanmig ve 2011-2012 yillar1 arasinda Manisa ili bag alanlarindan
toplanan populasyonlara ait 6rnekler Ege Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma Boéliimii iklim odalarinda kiiltiire alinmis ve bu popiilasyonlar ile 2012-

2014 yillar1 arasinda verimi yiiksek bir iiretim modeli gelistirilmistir.

Salkim giivesi popiilasyonunda insektisitlere diren¢ gelisimini tespit etmek
amaciyla bilinen bir biyoassay yontem olmadigi i¢in oncelikle 3 farkli biyoassay
yontemi ayrintili  bigimde irdelenmis ve kullanilacak olan insektitilerin
formulasyon ve etki yolu ile uyumlu olmak kosuluyla kullanilabilecek en verimli
yontem ortaya konmustur. Ilaglarin, dogrudan larvaya topikal aplikasyonu, besin
lizerine piskirtiilmesi ve besine karistirma yontemleri 4 farkl ilag ile 3 farkh
popiilasyon iizerinde 3 tekerriirlii olarak denenerek Salkim giivesi i¢in en uygun

biyoassay yontemi olarak ilacin besine karistirilmasi yontemi belirlenmistir.

Besine karistirma ydntemi kullanilarak iklim odalarinda  kiiltiiri
gelistirilebilen 10 farkli Salkim gilivesi popiilasyonunda LC degerleri
belirlenmistir. Biyoassay ¢aligmalar sonucunda hesaplanan LCsy degerleri hassas
popiilasyon ile kiyaslanmis, chlorpyrifos-ethyl i¢in Sarigdl-2 popiilasyonunda
yaklagik 6 kat, deltamethrin i¢in Salihli popiilasyonunda yaklasik 5 Kkat,
indoxacarb i¢cin Ahmetli popiilasyonu i¢in yaklasik 6 kat, spinosad i¢in Saribey

popiilasyonunda yaklasik 6,5 kat direng tespit edilmistir.

Bu calismada, insektisitlere direng gelisiminin 6nemli gostergelerinden olan
AChE, EST, GST enzim aktiviteleri tespit edilerek biyokimyasal testler de
gerceklestirilmistir. 10 popiilasyon i¢in, hassas popiilasyona gore direng
katsayilar1  belirlenmistir. Biyokimyasal testler sonucunda GST enzim
miktarlarinda 6nemli bir farklilik goériilmemistir. P450 enzim analizlerinde ise
secilen yontem sonucunda degerlendirilebilecek higbir bir sonug elde

edilememistir. Sarigdl-2 popiilasyonunda, AChE enzim aktivitesi hassas
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popiilasyona gore yaklasik 5 kat, EST enzim aktivitesi ise yaklagik 1,5 kat oranla

fazla bulunmustur.

Yapilan calismalar sonucunda hassas popiilasyona gore elde edilen direng
oranlar1 ¢ok yiiksek olmamistir. Bu kadar yogun ila¢ kullanimi olan bir kiiltiirde
bu oranlarin diisiik ¢ikmasinin sebepleri i¢in ise; bag alanlarinda Tarim Il ve ilge
miidiirliikleri araciligiyla yapilan uyarilar1 6ncelikli olarak diisiinmek gerekir. Bu
uyarilar sonucunda c¢iftciler Ozellikle 2. dolden itibaren ilaglamalara
baslamaktadir. Uyarilar her do6l i¢in yumurta ¢ikist ve larva dénemi igin
yapilmaktadir ve her donem i¢in yumurta/larvaya karsi kullanilabilecek farkl

etkili maddeler onerilmektedir.

Ayrica direng yonetimine katkisi olan bagka bir sebepte ¢iftcinin ilag se¢imi
ve iirliniin hasada yaklastiginda piyasa kosullarma gore daha kiymetli olmas1 ve
ihracatta degerlendirilecek iirlinlerde kalint1 riski ile alakalidir. Ciftciler erken
donemdeki zararlarda genellikle daha ekonomik olan insektisitleri tercih
etmektedir, daha sonra ise zararin biliylimesine paralel olarak daha pahali olan
ilaclarin kullanim1 devreye girmekte, sezon sonuna dogru ise kalinti problemi
yasamak istemeyen c¢iftciler bekleme siiresi daha kisa olan insektisitlere
yonelmektedir. Boylece bir iiretim sezonu boyunca ciftciler bilingli bir sekilde
olamasa da farkli etkili madde gruplarina ait insektisitleri kullanmaktadirlar. Bu
duruma ek olarak, yumurta ve larva donemi i¢in birgok etkili madde kullanim
olanaginin bulunuyor olmasi da ilaglamalarda kullanilan etkili maddelerin
farkinda olmadan bir diren¢ yonetim politikasi ¢ercevesinde secilmesine sebep
olmakta ve bilingsiz de olsa bag alanlarinda diren¢ yoOnetimi yapilmasini

saglamaktadir.

Sonug olarak Manisa ili bag alanlarinda Salkim giivesinin yaygin kullanilan

insektisitlere kars1 bir direng gelisimi basladigini séylemek miimkiindiir.
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