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Doktora Tezi

EKIN KAMBUR BIiTi Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bostrychidae)
POPULASYONLARININ FOSFINE KARSI DIRENC DUZEYLERININ
BELIRLENMESI

Abdullah YILMAZ

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal

Danisman: Prof. Dr. Erhan KOCAK

Ekin kambur biti [Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bostrichidae)]
depolanmis hububatin en 6nemli zararlilarindan biridir. Fosfin uzun
yillardir diinya genelinde bu zararliya karsi kullanilmaktadir ve yapilan
calismalar fosfine karsi diren¢ gelistigini gostermektedir. Ancak,
tilkemizde bu zararlida fosfine karsi diren¢ gelisiminin arastirilmasi
yoniinde heniliz bir arastirma yapilmamistir. Bundan hareketle, Ankara,
Konya, Sanlurfa, Izmir, Tekirdag, Kiitahya, Karaman, Samsun, Mersin,
Hatay, Diyarbakir, Batman olmak tlzere bu iller deki Toprak Mahsulleri
Ofisi veya 0zel hububat depolarindan R. dominica ile bulasik bugday
ornekleri toplanmis ve 18 popiilasyon elde edilmistir. Bu popiilasyonlar
laboratuvarda 25#1°C sicaklik ve %655 orantii nem kosullarina
ayarlanmis iklim dolaplarinda kiiltire alinmistir. Kiiltiire alinan
boceklerden 1-3 haftalik erkek ve disi erginler karisik olarak denemelere
alinmistir. Tiim popiilasyonlarin fosfine karsi diren¢ durumu FAO metodu
modifiye edilerek LCso degerlerinin elde edilmesiyle belirlenmistir. Direng
oranlari, bu popilasyonlarin LCso degerlerinin hassas popiilasyon (AVS) ile
kiyaslanmasiyla hesaplanmistir. R. dominica popiilasyonlardan elde edilen
test sonuglarn fosfine karsi farkli seviyelerde diren¢ oranlarini ortaya
cikarmistir. Fosfine karsi elde edilen en yiiksek diren¢ oranlar: sirasiyla,
Sanhurfa 537, Tekirdag 537, Mersin 533, Hatay 377, Ankara 357, Konya
335, izmir 316, Kitahya 99 ve Samsun’da 96 kat olarak bulunmustur.
Karaman, Diyarbakir ve Batman illerinden alinan popiilasyonlar direngli
olarak degerlendirilmemistir. R. dominica popiilasyonlarinda olasi
mutasyon varli§ini tespit etmek amaciyla toplanan bireylerden fosfine
kars1 diren¢ kaynagi ile baglanti gosteren genler molekiiler markerler
kullanilarak belirlenmistir. Toplanan popiilasyonlardan her popiilasyon
icin en az 18 birey molekiiler ¢alismalarda kullanilmistir. Toplam 324 R.
dominica bireyinden ekstrakte edilen DLD geninde aminoasit (P49S)
mutasyonu, bu mutasyonu igceren PCR iirlinleri, direncli aleli belirleyen ve
bu alel ile genotiplerin belirlenmesini saglayan Mbol kesim enzimi ile
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kesilmistir. Buna gore; 324 bireyin 201 tanesi (%62) homozigot direngli,
61 tanesi (%18,8) heterezigot direngli ve 62 (%19,1) adedinin ise
homozigot hassas oldugu gorilmiistiir. Fosfin direnci ile iligkili DLD
geninin islevini degistiren rphZ lokusundaki genetik varyasyonlarin
gorildigi popilasyonlarin fenotip olarak yiliksek direngli oldugu ve
popiilasyonlarda yaygin oldugu goriilmektedir.

Kesim sonrasinda Ankara, Konya, Sanlurfa, [zmir, Tekirdag, Kiitahya,
Samsun, Mersin, Hatay illerindeki popiilasyonlarda fosfin direnci ile iliskili
DLD geninin islevini degistiren rph2 lokusundaki genetik varyasyonlarin
goruldigi populasyonlarin fenotip olarak yiliksek direngli oldugu,
Karaman, Diyarbakir ve Batman popillasyonlarinda genetik
varyasyonlarin heniiz olustugu fenotip olarak direngli olmadigl
belirlenmistir.  Genel  olarak  Tirkiye’den  toplanan  direngli
popiilasyonlarda, DLD geninin islevini degistiren rphZ2 lokusundaki
genetik varyasyonlarin yaygin oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Depo Zararlilari, Direng, Ekin Kambur Biti, Fosfin,
Rhyzopertha dominica,

2018, 90 sayfa
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ABSTRACT
Ph.D. Thesis

DETERMINATION OF PHOSPHINE RESISTANCE LEVELS IN POPULATIONS
OF Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bostrychidae)

Abdullah YILMAZ

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Erhan KOCAK

The lesser grain borer, Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera,
Bostrychidae) is one of the most important pests of stored grain.
Phosphine has been used for many years against this pest. It has been
determined in studies conducted in the world that the pests develop
resistance to phosphine. However, there is no such study about this pest in
Turkey. For that reasons, wheat samples were collected from a total of 12
local soil crops offices or special grain stores, including Ankara, Konya,
Sanhurfa, Izmir, Tekirdag, Kiitahya, Karaman, Samsun, Mersin, Hatay,
Diyarbakir and Batman provinces and totally 18 populations of R.
dominica were obtained. The resistance of all populations to phosphine
was determined by modifying the FAO method to obtain LCso values.
Resistance rates were calculated by dividing LCso values of these
populations by sensitive population (AVS) values. Bioassay results from R.
dominica populations revealed that the resistance rates against phosphine
were at different levels. These ratios were as follows; 537 times in
Sanlurfa and Tekirdag, 533 in Mersin, 377 in Hatay, 357 in Ankara, 335 in
Konya, 316 in [zmir, 99 in Kiitahya and 96 in Samsun. Karaman, Diyarbakir
and Batman populations have not been evaluated as resistant according to
discriminating dose studies.

In order to identify the possible presence of mutation in R. dominica
populations, genes associated with resistance to phosphine in individuals
were identified using molecular markers. 18 individuals from each
population were used in molecular studies. PCR products for the amino
acid mutation (P49S) in the DLD gene extracted from a total of 324
individuals tested in different populations across the country were cut
with the Mbol cutting enzyme, which allows identification of resistant
alleles and genotypes. As a result, 201 (62%) of the 324 individuals were
found to be homozygous resistant, 61 (18.9%) were heterozygous
resistant and 62 (19.1%) were homozygous sensitive. Populations of
Ankara, Konya, Sanlurfa, [zmir, Tekirdag, Kiitahya, Samsun, Mersin and
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Hatay provinces were homozygous for phenotypic changes in the rph2
locus that altered the function of the DLD gene related to phosphin
resistance. Genetic variations in Karaman, Diyarbakir and Batman
populations heterozygote resistance) have yet been established, whereas
homozygote resistance has not detected. Overall it was determined that
populations collected from Turkey has high phosphine resistance. Parallel
to these results, genetic variations in the locus of rph2 that alter the
function of the resistance-associated DLD gene and homozygous
resistance as a phenotype in the populations have been identified.

Key words: Lesser grain borer, Rhyzopertha dominica, Phosphine,
Resistance, DLD, Molecular genetics

2018, 90 pages
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1. GIRIS

Bugday insanlarin temel besin kaynagini olusturan trtinler igerisinde en buyiik
paya sahip olan iriindir. Bugdayin tiiketimi gelismis tUlkelerde daha az
olmasina karsin, iilkemizde ve kisi basina gelir diizeyi diisiik olan iilkelerde
ekmege dolayisiyla bugdaya dayali beslenme oldukga fazladir. Tiirkiye'de tarim
yapilabilir 23,9 milyon hektarlik alan icerisinde %49 ile en biiyiik pay1 tahillar
(hububatlar) (bugday, arpa, dari, ¢avdar, misir gibi) almaktadir. Toplam
hububat alanlar igerisinde ise %67’lik pay ile ilk sirada bugday yer almaktadir.
Bugday1 %24’liik pay ile arpa, %6’lik pay ile misir, %1’lik pay ile ¢eltik, yulaf ve
cavdar takip etmektedir. 2016 Yilinda Tiirkiye’nin hububat tiretimi 20,6 milyon
ton bugday, 6,7 milyon ton arpa, 6,4 milyon ton misir 920 bin ton celtik, 300 bin
ton cavdar ve 225 bin ton yulaf olarak gerceklesmistir (Anonim, 2016).
Hububatin iretim miktarlar1 fazla olmasina ragmen, kisa zamanda
tiiketilememeleri, dogal afetler ve savas gibi 6zel durumlar nedeniyle uygun
kosullarda depolanmalar1 gerekir. Depolama esnasinda meydana gelebilecek
kalite ve agirlik kayiplarinin énlenmesinde triin kaybina yol acan bocek turleri
ile micadele 6nemlidir. Zararhlarin viicut kalintilari, pislikleri ve salgilamis
olduklar1 ag ve benzeri maddeler nedeniyle iiriin kalitesi diismektedir. Ayrica
triinlerde beslenme sonucu agirlik kayiplari, tohumluk 6zelliginin diismesi,
kalite ve besin degerlerinde olumsuz degisiklikler meydana gelmekte ve boylece
Uriintin ticari degeri dismektedir (Boxall, 2001). Turkiye’'de Sitophilus spp.
(Coleoptera: Curculionidae), Tribolium spp. (Coleoptera: Tenebrionidae),
Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrychidae), Trogoderma granarium
Evert. (Coleoptera: Dermestidae), Oryzaephilus surinamensis L. (Coleoptera:
Silvanidae) ve Ephestia kuehniella Zell. (Lepidoptera: Pyralidae) gibi depolanmisg
trin zararhlan o6zellikle hububatin depolanmasi sirasinda agirlik, ¢cimlenme ve
kalite kayiplarina neden olmaktadir (Anonim, 1995; Ozer vd., 1989; Erakay,
1974). Hububat ambar bdcekleri icinde 6nemli zararlilardan biride Ekin kambur
biti olarak bilinen R. dominica’dir. Bu zararlinin gerek Tirkiye'de gerekse yurt

disinda yapilan bazi c¢alismalarda hububatlara bulasma oranlar1 ¢ok yiiksek



bulunurken, erginlerinin depolanmis tanelerde agirlik kaybina neden olduklari
ve bulasmadan 122 giin sonra zararin ekonomik duzeye ulastig bildirilmektedir
(Malagon ve Trochez, 1985; Isikber vd., 2005). R. dominica erginleri 2,24 mm
boyda kirmizimsi sar1 kahve renktedir. Bu tiirde bas thorax’in altina dogru
yoneldiginden tstten bakildiginda goriilmez. Disiler ciftlestikten hemen sonra
yumurtalarini tek tek veya 2- 40’lik gruplar halinde hububat tanelerinin
bulundugu ortama birakirlar. Bir disi ortalama 300 kadar yumurta birakabilir.
Yumurtadan ¢ikan larvalar hububat tanelerini delerek icine girer ve burada
gelisimlerini tamamlarlar. Erginler taneyi delerek disar1 ¢ikar ve bir yilda 4-5
nesil verirler. Erginlerin ortalama yasama siiresi 80-100 giindiir. Uriin zararin
larvalar biitiin hububat cesitlerinin tanelerinde tanenin i¢ kismini yiyerek veya
un ve undan yapilmis maddelerde yapar. Erginler ise taneleri distan kemirerek

zararli olur (Sayeste, 1971).

Diinyada ve tlkemizde depolarda diger bir¢ok zararlinin miicadelesinde oldugu
gibi R. dominica ile micadelede en etkili ve en c¢ok kullanilan yOntem
fimigasyondur. Fimigantlar icerisinde en yaygin olarak kullanilan kimyasallar
metil bromit ve fosfin’dir (Bond, 1984; Evans, 1987; Taylor, 1994). Ancak
Birlesmis Milletler Montreal protokoliine gore metil bromit gelismis tlkelerde
2005 ve gelismekte olan iilkelerde ise 2015 yilina kadar kullanimdan
kaldirilmas: planlanmistir (UNEP, 1995). Ulkemizde ise metil bromit 2004 yili
itibariyle (karantina uygulamalar hari¢) kullanimdan kaldirilmistir. Bu nedenle
tilkemizde fiimigant olarak sadece fosfin (PH3) bulunmaktadir. Fosfin
1700'lerin sonunda kesfedilmistir, 1930'lardan beri Diinya’da, 1950’den bu
yana Turkiye’de fiimigant olarak kullanilmaktadir. Bu fiimigantin diinya
genelinde depolanmis tirtinlerdeki kullanim miktarlari tam olarak bilinmemekle
birlikte, Tiirkiye’de 2011 yilinda 157 ton Aliminyum fosfit ve 12 ton Magnezyum
fosfit ithalat1 gerceklesmistir (Anonim, 2012). Bu kullanim yaklasik rakamlarda
devam etmektedir. Fosfin veya hidrojen fosfin ( PH3) diisiik molekiil agirlikli
(34.04), disiik kaynama noktali (-87.4 9C), materyal icinde hizli yayilma ve
penetre olma ozelligi olan toksik bir gazdir. Gazin diizenli salinimi, kolay

kullanima1 ve fosfinin alev almasini engellemek i¢cin metalik formiilasyonlarindan



gaz lretimi gerceklestirilir. Metalik fosfidlerin formiilasyonu i¢in aliiminyum
veya magnezyum fosfid, amonyum karbamat, amonyum bikarbonat ve parafin
gibi ek materyaller ile formiile edilerek kullaniir (FAO, 2013). Degisik
formilasyonlardaki fosfin gaz1 (PH3 ) uygulama sonrasi hava ile temasinda ve
rutubetin etkisiyle aciga c¢ikar. Gazin insanlar tarafindan fark edilmesini
saglamak icin formiilasyonlara karpit veya sarimsak kokusu ilave edilerek
uyaricl Ozellik kazandirilmistir. Boceklerle miicadelede toksik gazlardan biri
olan fosfine maruz kalma siiresi, yeterli olursa cok diisitk konsantrasyonlarda
dahi etkisi goriilebilir. Boceklere fosfin toksisitesi, sicaklik 59C’ye diistiigiinde
azalir, bu sicakligin altinda kullanim tavsiye edilmez. Maruz kalma stiresinin doz
ile iliskisi kurulamamistir yani dozun arttirilmasiyla maruziyet siiresi
kisaltilamaz, yliksek konsantrasyonlar, azalan o6liimle birlikte narkoz etkisi
olusturmaktadir (FAO, 2013). Fosfin Oz varliginda boceklere toksik etkisi olan
tek bilesiktir. Oz yoklugunda emilmez ve bodceklere toksik degildir. Bununla
birlikte fosfinin hareketi CO: ile yonlendirilir ve maruz kalma siiresi, her iki gaz

mevcut oldugunda azalabilir (FAO, 2013; FAO, 2017b).

Fosfinin boceklerdeki etki mekanizmasi ¢esitli organizmalarda arastirilmis
ancak boceklerdeki biyokimyasal degisiklikleri aydinlatmak igin ¢esitli
calismalar yapilmasina ragmen, yine de fosfinin etki mekanizmasi tam olarak
anlasilamamistir. Nath vd. (2011) fosfinin toksisite mekanizmalarini potansiyel
olarak birbirine bagh sinirsel, redoks iliskili ve metabolik modele gore
gruplandirmislardir. Fosfinin sinir sistemine etkili oldugu calismada; ytliksek
konsantrasyonlarda narkotik etki olusturdugu diistintilen fosfinin ayni etkiyi
diisiik konsantrasyonlarda saglamasi, fosfin kaynakh 6liime direncli bireylerin,
nesillerinin de narkotik olarak fosfine direngli olmas1 gosterilmistir (Winks ve
Waterford, 1986). Fosfin ile c¢alisanlarda insektisit ile c¢alisan insanlarin
karakteristik bir semptomu olan asetilkolin esteraz enziminin yiiksek oldugu
gozlenmistir (Potter vd., 1993). Boceklerde asetilkolin esteraz aktivitesi
tizerinde dogrudan bir inhibitor etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Al-Hakkak
vd., 1989). IRAC fosfini mitokondri bilesik IV (Sitokrom c oksidaz, elektron

transfer zincirinin son bilesigi) asamadaki elektron transferini engelleyici



olarak siniflandirmaktadir. Fosfinin mitokondriyal elektron tasima zincirinin
(ETC) kompleks IV'le etkilesebilecegi gozlemiyle ilgilidir. Bu etkilesim, ATP
sentezi icin gerekli oldugu gibi, i¢ mitokondriyal zar boyunca proton
degradasyonunun muhafaza edilmesine miidahale eden, ETC boyunca azaltilmis
elektron akis1 ile iligkilidir. Metabolik bozulma modelinde, kompleks IV
inhibisyonuna baghh ATP eksikligi o6lime yol acgar. Fosfinin bodcek
mitokondriyasindaki kompleks IV (sitokrom c oksidaz) aktivitesini kuvvetli bir
sekilde etkilemesi ve bozmasi, ATP sentezini ve normal enerji metabolizmasini
potansiyel olarak engellemektedir (Kashi and Bond, 1975; Chefurka vd., 1976;
Nakakita, 1987).

Fosfin toksisitesi icin diger bir durum, fosfinin reaktif oksijen tirleri (ROS)'nin
olusumunu indiikleme kabiliyetine dayanir. Fosfin maruziyetine tepki olarak
uretilen ROS kaynag olarak iki model oOnerilmistir. Birincisi, mitokondri
elektron tasima zincirindeki (ETC) son kompleksin kismi inhibisyonu olan
sitokrom c oksidaz, elektronlarin ETC tlizerinden hareketinin yavaslamasidir.
Buna gore, ETC komplekslerinden molekiiler oksijene uygun olmayan elektron
transferinin olasiigin1 arttirdii ve bunun sonucunda stliperoksit (0-2)
radikalinde kismi azalma saglandigi, ayrica fosfin ile sistein arasinda reaktif
disiilfit'te dogrudan bir redoks iliskisi olmasi nedeniyle fosfin, glutatyon
rediktaz enzimini engelleyerek sistein’deki siilfid baglarin1 parcalamaktadir
(Nath vd., 2011). Sonug¢ olarak, toksisite bir metabolik krizin, ROS’in
olusumunun sonucudur. Zuryn vd. (2008), fosfinin toksisite mekanizmalarinin
anlasilmadigini bildirmektedir. Ancak, fosfinin mitokondri tizerindeki etkilerini
arastirmak icin yaptiklarn c¢alismada, fosfinin mitokondriyal morfolojiyi hizla
bozdugunu, oksidatif solunumu %70 inhibe ettigini, maruziyetin 5 saati iginde
mitokondriyal membran potansiyelinde ciddi bir diisiise neden oldugunu,
mitokondriyal genom kopyasina sahip olan mutant hayvanlarda oksijen
tiikketiminin %70 azaldigini tespit etmislerdir. Calisma, fosfinin mitokondriyi
hedefledigini, metabolizmay1 etkileyen bir¢ok faktériin ve o6zellikle
mitokondriyal fonksiyonun, fosfin toksisitesi lizerinde dogrudan etkiye sahip

oldugunu dogrulamistir. Mitokondriyal membran potansiyeli, mitokondriyal



solunum zincirindeki elektron akis hizi, ATP seviyeleri, metabolik arz talebi ve
mitokondriyal iiretilen oksidatif stress, fosfin direncini etkileyecek metabolik
faktorlerdir. Mitokondriyal solunum zinciri genlerinin bastirilmasinin fosfin
direncinde 10 kat artisa neden oldugu ve mitokondriyal islevin fosfin

hassasiyetini etkiledigi bildirmektedir (Zuryn vd., 2008).

Fosfinin uzun streli kullanimi sonucu depolanmis iiriin zararlilarinda direng
gelisimine sebep oldugu bilinmektedir. Diinya genelinde 1972-73 yillarinda
FAO'nun yapmis oldugu arastirmalar sonucunda alinan bdcek o6rneklerin
%10’unun fosfine direncli oldugu tespit edilmistir. Fosfin direnci gériilme orani
goz oniine alindiginda 6zellikle R. dominica (F.) ve Tribolium tirleri en yliksek
diizeyde bulunmustur (Champ ve Dyte 1976; Taylor 1989). Bu tiirlerle ilgili
Banglades (Tyler vd., 1983), Hindistan (Rajendran, 1992), Cin (Ren vd., 1994),
Avusturalya (Collins, 1998), Filipinler (Acda, 2000) ve Birezilya (Ansell vd.,
1990) gibi tulkelerde de fosfine kars:i yliksek diizeyde direng gelistigi tespit

edilmistir.

Boceklerde direncg terimi, ilk kez Melander isimli bir arastirici tarafindan Journal
of Economic Entomology’de yayinlanan “Can insects become resistant to
sprays?” adli yayinda, 1908 yilinda San Jose Kabuklubitinin her zaman
kullanilmakta olan kiikiirt-kire¢ karisimindan eskisi kadar etkilenmediginin
tespitiyle farkina varilmistir (Melander, 1914). 1990’larda 500’iin ilizerinde
tiriin direngli hale geldigi kaydedilmistir (Soderlund ve Bloomquist 1990).
Glinlimiizde 586 bocek tiirtiniin 325 insektisite karsi diren¢ kazanmis oldugu
belirtiimektedir (Sparks ve Nauen, 2015). Uriinlere zarar veren bécek
popiilasyonlarn arttikca, tireticiler zarar azaltabilmek icin bu duruma pestisit
kullanimui ile karsilik vermektedir. Sonucta, zararhlar pestisitlere karsi direncli
hale gelmekte ve direncli bocekler artik kontrol edilememektedir. Bu durum ise
pestisit uygulama sayisinin, sikliginin ve dozunun artmasina neden olmaktadir.
Tlm bunlarin sonucunda da insan ve cevre saglig1 olumsuz yonde etkilendigi

gibi ekonomik olarak maliyetler artmaktadir.



Diren¢ konusunda yapilmis farkli tanimlar bulunmaktadir. Ancak, IRAC’a gore
direng, 'bir zararli bocek tiriine karsi pestisitin etiket Onerisine gore
kullanildiginda, tekrarlanan bir basarisizlik goriilmesi ve beklenen basarinin
saglanamamasi ve zararll popiilasyonun duyarliligindaki kalitsal degisiklik'
olarak tanimlanmaktadir (Anonim 2016). Bir¢cok bocek ve akar tiiriinde hizli
direng gelisiminden, zararlilarin genetik yapilar1 ve yogun pestisit uygulamalari
sorumlu tutulmaktadir. Insektisitlerin kullanimiyla olusan dogal seleksiyon
nedeniyle, diren¢ genlerine sahip bazi bocekler hayatta kalmakta ve direnci
nesillerine aktarmaktadirlar. Hassas bocekler insektisitler tarafindan elimine
edilirken, popiilasyondaki direncli boceklerin orani artmakta ve pestisitler artik
etkili olamamaktadir. insektisit direncinin gelismesi bécekten ve miicadelede
uygulanan faktorlerden kaynaklanabilmektedir (FAO, 2012; FAO, 2017b).

Bocekten kaynaklanan faktorler;

1. Bocekler tarimsal faaliyetler sirasinda birgok uygulamaya maruz
kalmaktadir. Bu uygulamalar sirasinda hayat dongiisiiniin kisaligi bircok
uygulamadan etkilenmemesini saglar ve diren¢ gelisimini hizlandirir.

2. Yiiksek bulasmalarda ve popiilasyonun hizli artmasi, miicadelenin basaril
olmasi halinde bile ¢ok sayida bireyin canli kalmasi direng gelisimine neden
olmaktadir.

3. Disilerin ¢ok sayida birey meydana getirmesi, popiilasyonlarin yeniden
olusmasini saglar ve direng gelisimini tesvik edebilir.

4. Boceklerin ¢ok sayida konukguya sahip olmasi; yilda birkag tiriin tizerinde

bulunarak direng gelisimi hizlanmaktadir.
insektisit uygulamasindan kaynaklanan faktérleri ise;

1. Insektisitlerin yetersiz kaplamasi direngli heterozigotlarin hayatta kalmasin
ve dolayisiyla direncli genlerin frekansini arttiran diisiik kullanim oraniyla
ayni etkiyi gostermektedir.

2. Insektisitlerin uygulamasinda yanlis zamanlama, béceklerin déneminin

uygun olmadigl zamanlarda uygulanmasi heterezigot bireylerin secilmesine



ve yetersiz miicadele nedeniyle cok sayida direncli bireyin canli kalmasina
neden olmaktadir.

3. Kimyasal olarak sadece bir sinifa ait bilesiklerin kullanilmasi1 direng
gelisimini artirmaktadir.

4. Etki sliresi uzun olan insektisitlerin kullanimi ilerleyen dénemlerde yetersiz
etkiden dolay1 heterozigot bireylerin hayatta kalmasina saglayacak sekilde
pargalanir ve boylece direng genlerinin frekansini arttirir.

5. Genis spektrumlu insektisitlerin kullanimi, parazitoit ve predatorlerin
olimiine neden oldugundan dolayi, hedef zararlinin direncinin artmasina

neden olabilir diye siralanmistir (FAO, 2012; FAO, 2017b).

Fosfin kullanim kolayligi, maliyetinin diisitk olmasi, kalinti sorunun 6nemli
diizeyde olmamasi gibi bircok avantaja sahip olmasi yani sira éenmli bir
dezavantaj zararlilarin bu kimyasala karsi diren¢ gelistirebilmesidir. Depo
zararhlarinin 45’ten fazla tlkede fosfine karsi direng gelistirdigi tespit edilmistir
(Zettler ve Keever, 1994; Benhalima vd., 2004; Pimentel vd., 2010). Direng
olusumu, depolarda normal kullanimda uzun stiirede meydana gelebilecegi gibi,
fimigasyonun diizglin yapilmamasi, konsantrasyonun takip edilmemesi ve
sizdirmazligin saglanmamasi sonucu da olusabilmektedir. Baz1 depolarda ise
cok sik flimige edildigi i¢in seleksiyon baskisiyla miicadeleden sonug
alinamamakta ve yiiksek doz fosfin kullanimi da direngli bireylerin meydana
gelmesine olanak saglamaktadir (Collins vd., 2005; Lorini vd., 2007). Bugiine
kadar fosfin direncinin mekanizmalar1 konusunda baz1 diisiinceler ileri
stiriilmiistiir. ilk olarak fosfin emiliminin azaltilmasindan direncin olabilecegi
One sirilmistiir, buna gore bodceklerde direncli bireylerin hassas olanlara
kiyasla daha az fosfin emdigidir (Price, 1984). Daha sonra canl direngli
boceklerin fosfin gazini solunum sisteminden attig1 6ne siirtilmiistiir (Chaudhry,
1997). Bir arastirmada fosfine direngli boceklerin hassas bireylere oranla daha
fazla fosfin emilimine karsin, fosfini metabolize ederek hipofosfit olarak atmasi
diger detoksifikasyon mekanizmalarinin varligini da ortaya koymaktadir
(Chaudhry ve Price, 1989). Detoksifikasyon calismalarinda ise R. dominica ve T.

castaneum daki ylksek dilizeyde fosfin direnci, sitokrom P450



monooksigenazlarin, toksik maddeyi hedef bolgeye ulasmadan once toksik
olmayan bir forma doniistiirmeyle ilgili tezi ortaya ¢ikarmistir. Ancak P450'ye
baglh monooksijenazlarin bilinen inhibitorleri olan sinerjistler piperonil
butoksit ve SKF 525 A (2- (dietilamino) etil 2,2 difenilvalerat) T. castaneum, S.
granarius’a fosfinin toksisitesi tizerinde herhangi bir etkisinin bulunmadigi
gorilmiistiir (Rajak ve Hewlett, 1971). Fosfin direncinin olusmasina neden olan
diger bir hipotez ise oksidatif metabolizmanin O6nlenmesi olarak o6ne
stirilmistiir. Baz1 c¢alismalar fosfinin oksijensiz ortamda toksik olmadigini
gostermektedir (Bond, 1963; Kashi and Bond, 1975; Banks ve Annis, 1990;
Cheng vd., 2003; Kuang vd., 2008). Bu nedenle direncli boceklerin, oksidatif
solunumunu azaltarak ve enerji talebini desteklemek icin anaerobik
metabolizmay1 baglatarak fosfine duyarsizlasabilecegi diisiiniilmektedir.
Depolanmis iirtin boceklerinin metabolik oranda azalan oksijen ve artmis
karbon dioksit atmosferine toleransh olduklar1 bilinmektedir (Banks ve Annis,
1990; Mitcham vd. 2006). Ayrica, bocekler pupa, yumurta veya diyapoz
donemlerinde trakealarindaki oksijen konsantrasyonunu diizenleyebilir (Hetz
ve Bradley, 2005). Schlipalius vd., (2006), direng¢li boceklerde fosfine karsi
hedef bolgenin modifikasyonu veya duyarsizligini iliskilendirerek, direngli
boceklerin mitokondriyal oksidatif solunum yollarini inhibe ederek ve
anaerobik solunuma gegis yaparak fosfinin toksik etkisini azaltabilecegini ileri
stirmiistiir. Cheng (2003), fosfine direncli Caenorhabditis elegans'in fosfin
toksisitesini dogrudan oksijen metabolizmasinin azalmasina bagh bir
mekanizma ile dnledigini gostermistir. Fosfin toksisitesinin kesin mekanizmasi
belirlenmeye calisiimakla birlikte, metabolizmayla fosfin direnci arasinda bir
iliski vardir. Son calismalar da fosfin direncinin metabolik temelli oldugunu
gostermektedir. R. dominica, T. castaneum'da rph2 geni olarak ve fosfin direnci
icin bir gen olan dihidrolipoamit dehidrogenaz (DLDH) 'nin belirlenmesidir
(Schlipalius vd., 2012). DLDH, trikarboksilik asit (TCA) dongiisiiniin bileseni
olan dort protein kompleksinin bir altbirimi (Carothers vd., 1989) ve enerji
metabolizmasinda yer alan flavine bagimhi bir oksidorediiktazdir (Patel ve
Roche, 1990). DLDH, piruvat dehidrojenazin bir alt birimi, TCA dongiisii i¢inde

anahtar bir enzimdir. Dormant dénemin uyarilmasinda rol oynayan piruvat



dehidrojenaz inhibitér regiilatori olan piruvat dehidrogenaz kinaz (pdhk),
fosfin maruziyetinden sonra yiikseltgenir ve bu da enerji metabolizmasinda
fosfin toksisitesinin rolini belirler. Fosfinin toksik etkisinin enerji
metabolizmasi ile iligkili oldugu, lipid ve karbonhidrat metabolizmasina katilan
genler ile desteklendigi ileri striilmiistiir (Jagadeesan, 2010). Depo zararlisi
koleopterlerde yapilan calismalarda fosfin direncinin ana nedeninin, rph2
olarak tanimlanan ve olduk¢a korunmus metabolik bir gen olan dihidrolipoamid
dehidrogenaz (DLD) geninde meydana gelen mutasyon oldugu, rphl geninin
zaylf diren¢ nedeni oldugu, diger genlerin ise dogrudan fosfin direncine neden
olamayacag bildirilmektedir (Mau vd. 2012a, 2012b; Jagadeesan vd., 2012;
Schlipalius vd., 2012).

Farklh kin kanath familyalarina baglh olmalarina ragmen T. castaneum ve R.
dominica turleri arasindaki genotipik benzerlikten yola c¢ikilarak, fosfin
direncinde rol oynayan mekanizmalarin birbirine benzer oldugu
vurgulamaktadir (Jagadeesan vd., 2012). Fosfin direncinin tanimlanmasina ilave
olarak, rph2 olarak tanimlanan DLD geninde prolin’in serin’e donlsmesiyle
meydana gelen mutasyonun, fosfin direncinin nedeni oldugu, rphl geniyle
birlikte bulunmasi durumunda ise kuvvetli dirence neden oldugu tespit
edilmistir. Ilaveten, bu genlerin olduk¢a korunmus bélgeler oldugu
bilinmektedir (Schlipalius vd., 2012). Jagadeesan vd. (2012) T. castaneum’da
rphl’in kromozom 8 ve rph2’'nin ise kromozom 9 iizerinde oldugunu

bildirmektedirler.

Fosfine kars1 direncin ortaya ¢ikmasi fosfinin siirdiirtilebilir kullanimini tehdit
etmektedir. Dolayisiyla, fosfinin depolanmis iriin zararhlarina etkinliginin
korunmasi ve siirdiiriilebilir kullaniminin saglanmasi i¢in zararhlarda fosfine
karsi meydana gelen diren¢ durumunun belirlenmesi 6nemlidir. Bununla
birlikte diren¢ mekanizmalarinin anlasilmasi, diren¢ gelisiminin 6nlenmesi ve
izlenmesi fosfin kullaniminda yeni stratejilerin olusmasini saglayacaktir.
Boceklerde fosfin direncini izlemede hiz kazandiracak olan molekiiler
markerlerin  belirlenmesi 6nemlidir. Zararli boécek popiilasyonlarinda

insektisitlere karsi direncin ekolojik genetiginin c¢alisilabilmesi ve direng



yonetim stratejilerinin gelistirilebilmesi i¢in dirence neden olan genlerin
belirlenerek tanimlanmalari gerekmektedir. Zararl bir bocekte fosfin direncinin
molekiiler temellerinin anlasilmasi ile diren¢ yonetiminin gelistirilebilecegi,
yeni sinerjistlerin tanimlanmasi1 ya da bilesiklerin bulunmasi i¢in yapilacak
harcamalarin da azalacagi bilinmektedir (Bell, 2000; Zettler ve Arthur, 2000;
Rajendran, 2001; Chaudhry vd., 2004). Diinya’da bugiine kadar fosfin direncinin
gen diizeyinde belirlendigi zararhlarin basinda R. dominica ve T. castaneum
gelmektedir. Ulkemizde stratejik olarak iiretilen ve depolanan hububatin
zararhlarindan R. dominica micadelesinde kullanilan fosfine karsi direng
diizeyinin toksikolojik ve molekiiler yontemlerle tespiti ve izlenmesi uygun
diren¢ yoOnetim stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynayacaktir.
Diinyada ozellikle son 50 yildir insektisitlere diren¢ konusunda gerek
biyokimyasal gerekse molekiiler biyoloji alaninda arastirmalar yapilmaktadir.
Ulkemizde ise bu konuyla ilgili yapilan arastirmalar simirhdir. Tiirkiye’deki
hububat depolarinin yapisal 6zellikleri dikkate alindiginda direngli bireylerin
ortaya ¢ikmasi kacinilmazdir. Direngli boéceklerin yayilmasindaki 6énemli bir
etkende tirlinlerin uluslararasi taginmasi sirasinda direngli tiirlerin iiriin veya
tasima araci ile birlikte tasinmasidir (Benhalima vd. 2004). FAO, (2017a) ithalat
verilerine gore Tiirkiye 2012-2017 yillarinda ortalama 6315 ton hububat ithal
etmistir. Olusan bu sirkiilasyonda fosfine direncli bireylerin iilkemize
girmemesi kacinllmaz goriinmektedir. Ozellikle ambarlarda fosfinle yapilan
fumigasyon uygulamalarindan istenilen sonucun alinmadigina dair sikayetler
gelmektedir. Tiirkiye'nin diinyada hububat liretimindeki konumu, hububata ariz
olan zararll popitlasyonlar1 ve bu zararlilarla miicadelede sadece bir adet
fumigant maddenin bulunmas1 dikkate alindiginda fosfin kullaniminin
surduriilebilirligini saglamak amaciyla diren¢ tespitinin yapilmasi 6nem
kazanmaktadir. Insektisit diren¢ sorununun ¢éziimii icin diren¢ yoénetim
programlarinin gelistirilmesi ve pestisitlerin bu programlar kapsaminda
kullanilmas1 gerektigi vurgulanmaktadir (Soderlund ve Bloomquist 1990).
Bolgesel veya lokal diizeylerde diren¢ taramasi yapilarak, zararhilarin direng
durumunun ortaya ¢ikarilmasi, s6z konusu programlarin ilk basamagini

olusturmaktadir (Croft, 1990). Bu tez ¢alismasinda, R. dominica’nin, Tiirkiye'nin
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farkl illerindeki popiilasyonlarinin fosfine karsi diren¢ durumu ve direng
mekanizmalar1 arastirilarak, fosfine karsi direng¢ kaynag ile baglanti gosteren

genler molekiler markerler kullanilarak belirlenmistir.

11



2. KAYNAK OZETLERI

Tirkiye’nin tarimsal yapisi iginde bu denli 6nemli bir yeri olan hububat,
depolama déneminde bir¢ok zararlinin saldirisina ugrayarak zarar gortrler.
Tiirkiye’de Sitophilus spp., Tribolium spp., Rhizopertha dominica, Trogoderma
granarium, Oryzaephilus surinamensis ve Ephestia kuehniella gibi depo
zararlilarinin o6zellikle bugdayda depolanma sirasinda agirlik, ¢imlenme ve
kalite kayiplarina neden oldugu bildirilmektedir (Erakay, 1974; Ozer vd., 1989;
Anonim, 1995).

Emekgi ve Ferizli (2000) hububat zararhlarinin hububatta %10 zarara sebep
oldugunu, Sitophilus spp. Trogoderma granarium, Sitotroga cerealella ve
Rhyzopertha dominica‘nin primer zararlilar oldugu, Trogoderma granarium‘un
Glney ve Giineydogu Anadolu’da yaygin oldugunu, digerlerinin ise kozmopolit

zararhlar oldugunu belirtmislerdir.

Sayeste (1971) R. dominica’min gesitli ekolojik sartlarda biyolojisi incelemis bu
tire degisik sicaklik ve orantii nemde aluminiyum fosfidin etkilerini
arastirmistir. Yazar ergin bocegin ortalama 2,24 mm boyunda oldugunu
belirtmektedir. Erginlerin en az 1, en fazla 20 ve ortalama 4,5 giin sonra
yumurta birakmaya basladigini tespit etmistir. Erginlerde yasam siiresinin 83
giin oldugunu ve ortalama 314 yumurta biraktigini bildirmektedir. 25 °Cde 9 g
fosfin tablet/m3 dozda 24 saat uygulama sonucunda bdécegin biitiin

donemlerinde %100 6liim saglandigini tespit etmistir.

Flinn vd. (2000), R. dominica’min erginlerine 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 °C
sicakliklarda 180 ppm (0,25 g/1) dozunda fosfin uygulanmis ve LTo9s degerleri
elde edilmistir. 15 °C sicaklikta erginlerde 1.2 giinliik uygulama sonras1 %95
Olim tespit edilmistir. 20 °C sicaklikta 0.7 giinliik uygulama siiresinin ve 25 °C
sicaklikta ise 0,3 glnliikk uygulama siiresinin % 95 6lim meydana getirdigi

bildirilmektedirler.

Philips vd. (1998), Plodia interpunctella (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidae), R.

dominica, Sitophilus oryzae, Tribolium castaneum ile 18 ve 32 °C sicakliklarda
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200 ppm fosfinin (EcoFume = %2 fosfin+ %98 C0O2) yumurta, pupa ve ergin
evreleri lizerindeki letal etkileri lizerine yapilan bir arastirmada; her ii¢ tiiriin
erginlerinin sekiz saatlik uygulama sonrasinda tamamen 6ldigiint tespit

etmislerdir.

Cao vd. (2004), Cin’in degisik bolgelerinden toplanan Sitophilus zeamais, S.
oryzae ve R. dominica erginlerinde fosfin konsantrasyonu ve uygulama
zamaninin etkileri tizerine yaptiklar1 calismada; S. oryzae ve R. dominica’da
fosfine karsi direncin yaygin olmasina ragmen, S. zeamais'ta ise herhangi bir
direnc¢ tespit edilmemistir. Hassas ve direngli bireylerle, Cin’den toplanan
bireyler 20-144 saat 25°C ve 70% nemdeki uygulamalarda LToe99 degerleri
karsilastirildiginda; Cin’den toplanan bireylerin diren¢ katsayilarinin daha

yuksek tespit edildigini bildirmektedirler.

Rajendran vd. (2001), R. dominica’ nin direngli ve hassas irklarinin 0-24 saat
yasl yumurtalari ve erginlerinde 24, 28 ve 120 saatlik uygulama strelerinde
farkli fosfin (PH3) konsantrasyonlarindaki o6limleri belirlemislerdir.
Arastiricilar, 6liimlerin maruziyet siiresinin artmasina paralel olarak arttigini;
o6rnegin 0,25 mg/1 PH3 konsantrasyonunda hassas irkta yumurta 6liim oraninin
24 saatlik uygulamada %71.3 ve 48 saatlik uygulamada ise 95,8 oldugunu;
direngli irkta ise 6liim oranlarinin 24 saatlik uygulamada %7,6 ve 48 saatlik
uygulamada ise %0,0 oldugunu; fakat 0,1 mg/l konsantrasyonda 120 saatlik
uygulamada oliim oraninin %99,6 oldugunu belirlemislerdir. Ergin evre ile
yapilan calismalarda ise 48 saatlik uygulamada LD99 degerinin hassas irkta
0,303, yumurta evresi i¢in ise LD99 degerinin 0.56 mg/1 oldugunu; direncli irkta
bu degerin ergin icin 6,44 ve yumurta evresi icin ise 3,25 mg/l oldugunu
belirlemislerdir. Arastiricilar direncli olmayan 1rklarda ergin evrenin en hassas
evre oldugunu, fakat direncli irkta ise bunun aksine ergin evrenin daha

dayanikli oldugunu bildirmektedirler.

Opit vd. (2012), Oklohoma’nin farkli cografik bolgelerinden toplanan T.
castaneum ve R. dominica popillasyonlarinin fosfine karsi direnci tlizerinde

yapmis olduklar1 ¢alismada; ayirici doz denemelerinde direng frekanslarn R.
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dominica i¢in %98, T. castaneum i¢in %94 bulunmustur. Doz karsilastirma
testlerinde LCo9.9 hassas T.castaneum popilasyonunda 3 ppm, direnglilerde 377
ppm, hassas R. dominica popilasyonlarinda LCo99 2ppm, direnclide ise 3.430
ppm olarak belirlenmistir. En direngli olarak T. castaneum’da 119 kat ve R.

dominica’da ise 1,5 kat direng tespit etmislerdir.

Collins vd. (2005), Rhyzopertha dominica’nin fosfine hassas ve direngli iki
irkinda  fosfinin  etkinligini bir dizi uygulama siliresi ve fosfin
konsantrasyonlarinda arastirmiglardir. Fosfine direngli popiilasyonda tiim
evrelerini iceren karisik yash ornekler ile yapilan ¢alismada 0,15 mg/1 (107,7
ppm) dozda fosfinle muamelede LT999 12,74 giin ve 0,3 mg/1 (214,4 ppm) dozda

fosfin muamelesinde LT99.9 degeri 7,144 gin olarak saptanmstur.

Rajendran vd. (2001), Rhyzopertha dominica’nin hassas ve direngli irkinda
fosfinin yumurta evresi (0-24 saatlik) ile erginlerine etkinligini 27°C sicaklik ve
%55 orantili nem kosullarinda c¢alismistir. Ergin 48 saatlik stirede degisik
dozlarda fosfinle muamelelerde hassas irkta LDso 0,002 ve LD99 0,303 mg/l;
direncli irkta ise LDso 1,79 ve LDo9 ise 6,44 mg/l olarak belirlenmistir. Hassas
irkin yumurtalarinda 24 ve 48 saatlik uygulamada, yumurta ac¢ilimindaki
gecikme o6zellikle ilk dort giin icerisinde goriilmiis ve bu stirelerdeki yumurta
acilimi kontroldekine oranla daha disiik olarak belirlenmistir. Direngli irkin
yumurtalarinda 24 saatlik uygulamada 3 ve 4 mg/l fosfin dozunda 1. ve 2.
glinde; 48 saatlik uygulamada 2-4. glinlerde ve 120 saatlik uygulamada ise 2-5.
glinlerde goriilmiis ve bu siirelerdeki yumurta ac¢ilimi kontroldekine oranla

daha diistik olarak belirlenmistir.

Pimentel vd. (2010), Brezilya 'daki T. castaneum’un 13 popiilasyonu, R.
dominica’nin 10 popiilasyonu ve O. surinamensis’in sekiz poptiilasyonunda fosfin
direncini arastirmislardir. Denemelerde FAO standart metodu kullanilmistir.
Ayirial dozlarin etkisi ve cografik dagilima gore diren¢ durumlart arasinda
korelasyon aramislardir. Her ii¢ tiirde de ayirici dozlarda %90’1n iizerinde 6liim
gorilmemistir. Ayirici dozda mortalite R. dominica ve O. surinamensis tiirlerinde

cografi uzakliga gore artmistir. Bununla birlikte, T. castaneum popiilasyonlari
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icin degiskenler arasinda belirgin bir linear tepki gézlenmemistir. Bu sonuglar,
R. dominica ve O. surinamensis popiilasyonlarinda fosfin direncinin olusumunun
boceklerin seleksiyonu ile ilgili oldugunu ortaya koymustur. T. castaneum
popilasyonlarindaki fosfin direncinin evrimini belirleyen faktorlerin ise
hububat ticaretinden dolayr1 olusan hareketlilik ve seleksiyondan

kaynaklandigini bildirmektedirler.

Song vd. (2011), Cin'de 16 adet R. dominica popiilasyonunda fosfin direng
seviyesi belirlemek icin FAO standart metodunu kullanarak R. dominica
popiilasyonlarinin LCso degerinin 0.017 - 4.272 mg/L arasinda degismekte
oldugunu tespit etmisledir. Popiilasyonlardan, besi diisiik direncli, altis1 orta

direncli ve besi yliksek direngli olarak siniflandirmislardir.

Lorini vd. (2007), Brezilya’da yiirtiitmiis olduklari ¢alismada, R. dominica’nin
hassas ve direncli irklari ile Brezilya popiilasyonunun 20 ve 48 saatlik siirelerde
fosfine maruz birakilmalari sonucu, popiilasyonun 14’tiniin kuvvetli direngli ve
besinin ise =zayif direngli oldugu belirlenmistir. Ornegin baz1 arazi
popiilasyonlarinin 0,1, 0.5 ve 1 mg/l dozda LT99,9 ve 6liim zamanlan (TPE) 21.0,
6.4, 3.7, 17.0, 6.2 giin olarak karsilastirilan kuvvetli direngli popiilasyonla ayni
seviyede bulunmustur. Her iki popililasyonda da iki kat dozda LT999 ve TPE

saglanabilmistir.

Lorini ve Collins (2006), 1991 ve 2003 yillar1 arasinda Brezilya'nin giineyindeki
fosfin uygulamalarinin basarisizligindan dolayi, ayirt edici dozlar kullanarak
fosfine karsi diren¢ durumunu ¢alismiglardir. Test edilen 19 numunenin besinde
zaylf direng, 14'linde ise kuvvetli direng tespit etmisler. Yazarlar Brezilya'da
fosfin direncinin yiiksek oldugu popiilasyonlarin yaygin oldugunu
bildirmektedirler. Fosfin direncini yonetmek icin flimigasyon ve zararl
yonetimi uygulamalarinin gelistirilmesine acil ihtiya¢ oldugu kanaatine

varmiglardir.

Collins wvd. (2002), tarafindan Queensland (Australia)’dan toplanan R.

dominica’min iki irkinin fosfine karsi kalitimsal direnci ¢alisilmis ve direncler
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Zayif Direng (ZD) ve Kuvvetli Direng (KD) olarak siniflandirilmistir. ZD ve KD
gosteren bireyler referans olan hassas (H) irka gore sirasiyla ZD’liler 20 saat
maruz kalmada 23,4 kat, KD’liler 48 saat maruz kalmada 600 kat daha direncli
bulunmustur. Her bir direngli 1rk ile hassas irk ¢aprazlanmis ve elde edilen F1,
F2, and Fi-backcross (F1-BC) nesillerinin fosfin gazina olan tepkisi dl¢iilmustiir.
Resiprokal F1 nesli ile yapilan testten elde edilen veriler incelendiginde, ZD'in
otozomal oldugu ve dominantlik derecesinin -0,96 oldugu belirlenmistir.
Modifiye edilmis Ki-kare ve olasilik (contingency) analizleri ile F1-BC ve F2
nesillerinde fosfin gazina olan tepkiler incelendiginde direncin tek bir genden
sorumlu oldugunu iddia eden hipotez reddedilmistir. KDxH 1irklardan elde
edilen F1, F2, and F1-BC nesillerinin fosfine yanitlar: incelendiginde de direncin
tek bir genden kaynaklandigi hipotezi yok sayillmistir. KD goésteren irklarda
autosomal ve tamamlanmamis resesif derecesinin -0,64 olarak bulunmustur. F1
ve F2 nesillerinin resiprokal caprazlanmasi gostermistir ki; KD fenotipi, ZD
genotipinde bulunan major eksik resesif genlerin kombinasyonu ile
kodlanmistir. Ayrica KD bireylerde ~%5 dominant bir gen bulundugu ortaya

konulmustur.

Benhalimaa vd. (2004), Fas'ta depolanmis bugdayda en 6nemli li¢ zararliya
kars1 fosfin direnci olup olmadiginin arastirmasini yapmislardir. Alinan
orneklerden %32’si bir ya da daha fazla depolanmis tiriin zararlsiyla bulasik
olarak bulunmustur. Arazi popiilasyonlarindan elde edilen ilk nesil erginler FAO
metodu kullanilarak ayirici doz testleri yapilmistir. Sonuglarda S. oryazae’nin bir
popiilasyonu hari¢ biitiin popiilasyonlar1 fosfine karsi diren¢ goéstermistir.
Fosfin uygulamalar1 20 saatte 1.8 g m-3 ve 0,5 giinde 18 g m-3'de yapilmistir. Bu
uygulamalarda bazi popiilasyonlarda yiliksek dereceli diren¢ oldugu

belirlenmistir.

Collins vd. (2005), tarafindan R. dominica’'nin ergin ve diger donemlerinden
olusan ve kuvvetli diren¢ gosteren karisik popiilasyonu 25 °C’de bir seri belirli
konsantrasyonlarda fosfin gazina maruz birakilmistir. Hassas irk ve zayif
direncli irk da ayrica test edilmistir. Popiilasyonun 6lmesi icin gecen zaman

(TPE) ve lethal time (LT99.9) hesaplanmistir. Fosfine maruz kalma siiresi ve
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konsantrasyon arasindaki iliski direncli irklarda su sekilde bulunmustur: KD’li
irk  igin;  LT99.9C%5457¢t=3.852 ve TPE C06105¢=4.0404, ZD’li 1irk icin;
LT99.9C0-3553t=3.6521 ve TPE(C%4507t=3.4833 olarak bulunmustur. Sonuglar KD
gosteren popiilasyonlarin kontrolii i¢in gerekli minimum maruz kalma stiresi x
konsantrasyon sinirlarini ortaya koymustur. Ornegin 1, 0.3 ve 0.2 mg/l fosfin
dozlari sirasiyla 5, 10 ve 14 giinde tam bir kontrol saglamaktadir. Bu sonuglarin,
sonraki  ruhsatlandirmalarda  fosfin gaz1  oranlarinin  tavsiyesinde

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Daglish vd. (2002), fosfin direncinin kalitimi, 'Zayif-R' ve 'Gii¢lii-R' olarak
etiketlenen R. dominica'nin iki susunda incelenmistir. Zayif-R ve Gii¢li-R,
referans hassas bir popiilasyon ile karsilastirildiginda sirasiyla 23,4 kez (20
saat) ve 600 kez (48 saat) fosfine direncli oldugu. Giic¢lii-R tiirlerindeki direncin
otozomal ve tam olarak -0.64 derece ile resesif olmadigini, Gii¢lii-R bireylerin

yaklasik % 5'inde kii¢iik bir dominant gen bulundugunu bidirmistir.

Ebert vd. (2003), fosfine karsi yliksek direncli olan R. dominica’da hem Kklasik
hem de ileri molekiiler teknikler kullanarak diren¢ mekanizmasini
incelemislerdir. Yapilan ¢alismada direncin iki 6nemli gen tarafindan kontrol
edildigi ortaya konulmustur. Ik genin yillardir R. dominica popiilasyonunda
bulundugunu, ZD’ten sorumlu oldugunu ve diizgiin bir fumigasyon ile direncin
kontrol edilebildigini géstermislerdir. Daha sonra KD gosteren bocekler ilk kez
1997’de tespit edilmistir. Bu boceklerde zayif direnci kontrol eden genin yani
sira bir gen daha ortaya konulmustur. ikinci genin kendisine ait direnc {lizerinde
cok az etkisi olmasina karsin ilk gen ile birlestiginde etkisini olduk¢a arttirdigi
tespit edilmistir. Diren¢ ile miicadelede fiimigasyonun tam etkili olmasi
gerektigini belirterek, eger eradikasyon yapilamadiysa bocek popiilasyonu
icinde direncin hizli bir sekilde kendini tekrardan olusturacagina isaret

etmislerdir.

Mau vd. (2012 a ve b), R. dominica ile yillar boyunca fosfin fiimigasyonu ile
basarili bir sekilde miicadele edildigini ancak bircok tilkede bu zararlya karsi

kuvvetli  diren¢  gorilmesinin  bu  uygulamanin  kullanilabilirligini
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sinirlandiracagin1  belirtmislerdir. Yaptiklar1 c¢alismada; Avustralya’nin g
degisik cografi bolgesine [Queensland (SRQLD), New South Wales (SRNSW) and
South Australia (SRSA)] yayilan ve kuvvetli direng¢ gosteren R. dominica ile daha
once yapilan genetik analizlerde her ti¢ irkta da rph1 geninde direng aleli oldugu
bulunmustur. Hali hazirdaki ¢alismalarda, rph1 geni Queensland’dan alinan dort
kuvvetli direncli irkta (SR2QLD) bulunmustur. Daha 6nce ac¢iklanan rph2 geni ki
bu gen sinerjistik olarak rph1 geni ile birleserek, SRQLD and SRNSW irklarinda
kuvvetli diren¢ meydana getirmektedir. Arastirmacilar Rph2 geninin zayif
alellerinin rph1 geni ile birlestiginde SRSA ve SR2QLD 1rklarinda kuvvetli direng
fenotipi meydana getirdigini belirtmektedirler. Rph1 ve rph2 genleri direncli
fenotip gosteren tim R. dominica irklarinda bulunmustur. Dért KD’li hatti
kullanarak hibritleme ile yeni bir 1irk olusturarak yiliksek fosfine maruz kalan ve
yasamini siirdiirebilen bireyler kullanilarak yapilan tekrarlamali denemelerde
cok hafif bir miktarda diren¢ artisi olmustur. Buna neden olarak genetik
degisimin tekli diziliminin bu bdceklerde diren¢ gelisiminden sorumlu

olabilecegi belirtilmektedir.

Collins vd. (2002) ve Schlipalius vd. (2002), R. dominica'daki diren¢ haritasini
cikarmislar ve Schlipalius vd. (2002) kuvvetli direncin Queensland'dan kuvvetli
direngli susta (QRD569) rph1 ve rph2 olarak adlandirilan iki lokus tarafindan
saglandigini tespit etmislerdir. Bu durum Collins vd. (2002) tarafindan
dogrulanmistir. Avustralya’da R. dominica’nin fosfine karsi direncini kuvvetli ve
zaylf diren¢ olarak ifade etmislerdir. Devam eden genetik ve molekiiler
calismalar sonucunda zayif direncin tek bir major gen Rph1 tarafindan kontrol
edildigini, Rph 1 geninin Rph 2 geni ile birleserek kombinasyon olusturdugunu
ve kuvvetli dirence de aracilik ettigini ortaya koymuslardir. Ayrica Rphl ve
Rph2 geninin resesif birbirine yakin sadece homozigot béceklerde tam fosfin
direncinin oldugunu, bunlar1 ayr1 ayr1 bulunmasinin zayif dirence isaret ettigini

bildirmislerdir.

Schlipalius vd. (2006), homozigot izolasyonda farkh bireylerde bulunan rphl
(~30x) ve rph2 (~12x) lokusunun zayif diren¢ sagladigini ancak rph2 birlikte
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rph1 homozigot olarak bulunursa sinerjik etkilesime girererek (>250x) iki farkl

diren¢ mekanizmasinin iliskili oldugunu gostermislerdir.

Schlipalius vd. (2008), rph2’yi haritalayarak, direncle baglantili bir genetik
markorin gelistirilmesini saglamislardir. Rph2 aleline bagli rp5.11 markeri
(dominant marker) klonlanip, dizilenmis ve STS5.11 adinda ko-dominant
markere donustirilmiustir. Bu ko-dominat markerler direngli bireylerin

belirlenmesinde genotipik seviyede basarili sekilde kullanmuistur.

Schlipalius vd. (2008), R. dominica’da fosfin direncinin gelismesini engelleyen
durumu arastirmislardir. Zayif direncin nasil devam ettiginin, tek major direng
aleli rph1 vasitasiyla elde edildigini gostermislerdir. KD’in ayni seviyedeki
ikincil mutasyon yoluyla degil, iki ayr1 lokusta ilave bir diren¢ aleli rph2'nin
asamali olarak gelismesi yoluyla ortaya c¢iktig1 gosterilmistir. Rph2 alelinin yari-
baskin fenotipi, heterozigotlarin hayatta kalmasini sagladigini ve hayatta kalan
heterozigotlarin ardisik ciftlesmeleri ile homozigot yiliksek direngli yeni

nesillerin meydana geldigini bildirmektedirler.

Schlipalius vd. (2012), fosfin direncine hiicre ¢ekirdeginde bulunan bir enzimin
aracilik ettigini tespit etmislerdir. Genetik direng¢ten sorumlu polimorfizmlerin
boceklerde (R. dominica ve T. castaneum) ve nematodlarda (Caenorhabditis
elegans) redoks-aktif katalitik disiilfid etrafinda kiimelendigini veya DLD'nin
dimerizasyon arayiiziinii belirlemislerdir. DLD, redoks-aktif bir metabolik
toksin i¢in direng faktoriiniin yeni bir sinifini1 temsil eden ¢ekirdek bir metabolik
enzimdir. Boceklerin fosfine maruz kalmalarinin ¢ekirdek metabolizmasini
farkli sekilde etkiledigini bildirmektedirler. C. elegans'taki DLD'nin
mutasyonunun arsenige hassasiyetini artirdigin1 géstermistir. Bu durumun

fosfine direncli boceklerle miicadelede kullanilabilecegini bildirmislerdir.

CAPS (Cleaved amplified polimorphic sequence: Kesilip cogaltilmis polimorfik
diziler) restriksiyon enzimleriyle kesilen PCR irilnlerinin elektroforezde
biiytikliiklerine gore ayrilmasiyla fragmentlerin belirlenmesini amaglayan bir

tekniktir. Bu yontem PCR-RFLP olarak da bilinir. PCR-RFLP analizinde ilk adim,
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varyasyonu iceren bir fragmanin c¢ogaltilmasidir. Bunu takiben, amplifiye
edilmis fragmanin uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilmesidir. Restriksiyon
enzimi bolgenin varligi veya yokluguna gore, farkli boyutlardaki kesim
fragmanlarinin olusumuyla sonuglandigindan alel tanimlamasi, fragmanlarin
kesilen gen bolgelerine o6zgii PCR lriinleri agaroz jelde yirttiilerek,
elektroforetik olarak goriintiilenmesiyle yapilir. CAPS markirlar: gen bolgelerine
ozgudir dolayisiyla  homozigot-heterozigot alel ayrimi  kolaylikla

yapilabilmektedir (Rasmussen, 2012).

Kaur vd. (2013), fosfin direng alellerin, fosfin direnci ile solunum arasindaki
ters iliski nedeniyle, ylirtiyiis ve u¢cma gibi enerji gerektiren aktiviteleri olumsuz
etkisini incelemislerdir. Test edilen R. dominica'nin kuvvetli direncli, zayif
direncli ve hassas bireyleri arasinda yilrtime stresinde belirgin bir farklilik
gozlenmedigini bildirmislerdir. R. dominica'da bilinen direng¢ alellerin bocek
hareketliligini etkilemedigini ve dolayisiyla direngli bdceklerin dagilimini

engellemedigini bildirmistir.

Malekpour vd. (2017), T. castaneum’ da fosfin direncinin dagilma 6zelliklerini
etkiledigi, boceklerinin fosfin diren¢ durumu, kaynak lokalizasyon yeteneklerini
ve ucus aktivitelerini olumsuz etkiledigi ve fosfine direngli genlerin T.
castaneumun hareket davranisi tizerinde pleiotropik etkileri oldugunu
gostermistir. Bu durumun ise fosfin uygulama alanlarinin disindaki fosfin
direncinin yayilmasi ve gelisimi i¢in etkilere sahiptir oldugu yapilan son

calismalarda yayinlanmistir.

Ahmad vd. (2013), Pakistan’da depolanmis hububat zararhlarinin fosfine karsi
direncini bioassay yontemlerle belirlemislerdir. Yapilan calismada degisik
bolgelerden toplanan R. dominica populasyonlarindan doérdiiniin, hassas
popiilasyona oranla 86.5, 80.0, 78.6 ve 72.0 kat direngli oldugunu tespit

etmislerdir.

Muralitharan vd. (2016), Hindistan’da hububat depolarindan toplanan 23 farkl
R. dominica popiilasyonu iki ayirict doz (0.03 mg/1/20 saat zayif diren¢-0.25
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mg/1/48 saat kuvvetli direng¢) kullanarak diren¢ taramasi yapmislardir. Tim
popiilasyonlarin fosfine karsi yiiksek diren¢ gosterdigi, zayif direngli
popiilasyonun olmadigi belirlenmistir. Fosfin direng frekansi sirasiyla diistik ve
yliksek konsantrasyonlarda ytlizde 45.03 - 95.91 ve yiizde 9.18 - 89.14 arasinda
degismistir.

Kogak vd. (2015), diinya’da bugiine kadar fosfin direncinin gen diizeyinde
belirlendigi zararlilarin basinda R. dominica ve T. castaneum’un geldigini
bildirmektedirler. Arastirmacilar, iilkemizde fosfinin depo zararhilarinda
olusturdugu direng¢ orani hakkinda ilk ¢calismayi, unbiti T. castaneum’daki fosfin
direncini ortaya koymak iizere yapmislardir. Bu ¢alismada, Ankara, Konya ve
Sanlurfa illerinden toplanan bes popiilasyon, zayif ve kuvvetli direnc¢ igin
sirasiyla ayirici fosfin konsantrasyonlari olan 0.03mg/L ve 0.25mg/L dozlar ile
20 saat siireyle uygulama temeline dayanan bioassaylerle test edilmislerdir. Bu
testlerde bu her ti¢ ilden toplanan bes popiilasyondan dérdiinde kuvvetli direng
oldugu belirlenmistir. Ankara, Konya, Sanlwurfa, Elazig, Karaman ve Mersin
illerinden elde edilen popiilasyonlarla yapilan genetik calismalar ve sekanslama,
tliim popiilasyonlarin kuvvetli diren¢ alellerine sahip olduklarini ve bu
popiilasyonlarin daha once literatiirde rapor edilenlere benzer olarak rphZ2
lokusundaki diren¢ alelini tasidiklarini ve T. castaneum’un Tirkiye
popiilasyonlarinda yiiksek seviyede fosfin direncinin yaygin oldugunu
gostermislerdir. T. castaneum’da 196 kat fosfin direnci belirlenen Sanliurfa

popiilasyonundaki direng, molekiiler seviyede tanimlanmistir.

Depolanmis triin zararhlar1 popilasyonlarindaki fosfin direncini tespit etmek
icin asagida verilen iki ayirici doz kullanilmaktadir (Cizelge 2.1). Dusiik doz
uygulamalar direncli veya hassas popiilasyonlar1 ayirt ederken, yiiksek doz
uygulamasinin  ise  diren¢ seviyesini  belirlemede kullanilabilecegi

bildirilmektedir (Anonymous, 2013).
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izelge 2.1. Depo zararlilarinda fosfin i¢in diren¢ ayirici konsantrasyonlar
izelge 2.1. D lilarinda fosfin i¢in di k 1
(Anonymous, 2013)

Tiicler Direnc tipi Ayiricidoz | Maruz kalma siiresi
$MP 1 (fosfin mg/1) (saat)

N Disik 0.03 20
Rhyzopertha dominica Yiiksek 0.25 48
Oryzaephilus Distk 0.04 20
surinamensis Yiiksek 0.2 20
— Diisik 0.04 20
Sitophilus oryzae Yiiksek 0.25 20
- _ Disik 0.07 20
Sitophilus granarius Yiiksek 0.2 20
_ Diisiik 0.05 20
Cryptolestes ferrugineus Yiiksek 1 168
- Diisiik 0.03 20
Tribolium castaneum Yiiksek 0.25 20
- Disik 0.05 20
Tribolium confusum Yiiksek 0.25 20

Chen vd. (2015), ABD’de R. dominica ve T. castaneum popiilasyonlarinda DLD
genindeki tek nikleotid mutasyonuna goére fosfine karsi kuvvetli direng
gosteren alelleri tasiyan bireyleri tespit etmek igcin CAPS metodu
gelistirmislerdir. Kuvvetli direngli T. castaneum ve R dominica
popiilasyonlarinda DLD'de tek bir aminoasit mutasyonu, ABD'den toplanan R.
dominica'da P49S ve T. castaneum da P45S olarak tanimlanmistir. Bu
mutasyonlar1 iceren PCR irtnleri, direngli alelin varhigim1 veya yoklugunu
ortaya cikaran ve bu alel ile genotiplerin cikarilmasina izin verilen Mbol ve
BstNI enzimleri ile kestirilerek, R alelinin ytliksek direng¢li popiilasyonlarda
yuksek frekansta oldugu ve zayif direngli popiilasyonlarda daha diisiik bir
frekansta oldugu gosterilmistir. CAPS markerlerinin yiiksek fosfin direnci igin,
direncli bocekleri tespit etmeye ve dogrulamaya yardimci olacagi ve direng

yonetimi uygulamalarinda yararlanilabilecegi ifade edilmistir.

Collins vd. (2016), son 20 yilda fosfin direnci ile ilgili veriler, goriilme siklig,
bocek orneklerinin toplanmasi ile ilgili faktorleri Avustralya Tahil Bocek Direng
Veritabani (AGIRD)'nda toplamislardir. R dominica'da yliksek direng
gelismesine neden olan faktorlere dair bilgiler edinmek igin tanimlayici

istatistikler, dogrusal egilim analizi ve Bayesian engelli modelleme kullanarak
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analiz etmislerdir. Yapilan istatistiki analizlerde 6zellikle yeralti depolarinda,
ciftliklere kiyasla, yiiksek direncin oOnemli o6l¢iide daha fazla oldugu
gorulmistiir. R. dominica'daki kuvvetli diren¢ ayn1 zamanda bugday, arpa ve
sorgum ile de iligkili bulunmustur, ancak fosfin disinda herhangi bir kimyasalla
bir baglanti kurulamamistir. Dogu Avustralya'daki analizler, direncin 1997'deki
ilk tespitten 2014 yilina kadar diizenli bir sekilde arttigini1 gostermistir. Zayif
direng ise 1990'lh yillarin basinda dogu Avustralya'daki 6rneklerin yaklasik
%10'unda tespit edilmistir. Bayesian engelli modeli yer alti depolary, silolar ve
kontrolsiiz depolarin daha diisiik bir frekansta kuvvetli direng ile iliskili

oldugunu gostermistir.

Molekiiler markorler, genomda herhangi bir gen bolgesi ya da gen bolgesi ile
iliskili DNA pargasidir. DNA markerleri farkli genotiplere ait DNA dizilis
farklihigin cesitli sekillerde ortaya koyan markerlerdir. Bu markerler, bir tir
icerisindeki farkli bireylerde dizi polimorfizmi gosteren DNA bdélgeleridir ve

varyasyonun belirlenmesinde kullanilmaktadirlar (Yorgancilar vd., 2015).

Subramanian vd. (2016), R. dominica ve Tribolium tiirlerinde fosfin direncinin
tespit edilmesinde DLD geninin islevini degistiren varyasyonlarin bulunmasi ve
bunun direng¢ belirteci olarak kullanilmasinin fosfin direncinin tespitini
hizlandirdigin1  belirterek, Hindistanin Penjab eyaletindeki depolardan
topladiklar1 T.castenaum bireylerine ayirici doz metodu ile yaptiklar direng
taramasinda test edilen biitiin popiilasyonlar1 kuvvetli diren¢li bulduklarini,
CAPS markerleri kullanarak R alelinin yaygin bulunmasiyla bunu
dogruladiklarini ve bu molekiiler yontemlerin, T. castaneum'da fosfin direncinin

izlenmesi ve yonetimi icin yayginlastirilmasi gerektigini vurgulamislardir.

Guo vd. (2017), molekiiler marker kullaniminin son birkag y1l icinde popiilasyon
genetigi alaninda gelismenin en 6nemli ara¢larindan birisi oldugunu ve tiirlerde
ve/veya popiilasyon diizeyinde farkl bireyler arasindaki DNA polimorfizmini
tespit etmek icin kullanilmakta oldugunu bildirmislerdir. PCR temelli marker
sistemlerinin ekonomik, kullaniminin kolay ve polimorfik olmalarindan dolay:

genetik calismalarda yaygin olarak kullanildigini ifade etmislerdir.
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Kogak vd. (2017), Tirrkiye genelinde 14 ilden 28 adet S. oryzae, 26 adet S.
granarius ve 16 adet 0. surinamensis popilasyonu ile yapilan bioassay
calismalar1 sonucunda hassasla yapilan kiyaslamalarda S. oryzae'de 11
popiilasyonda (%30.8), direncin 3.11-200.54 kat arasinda oldugu, S.
granarius'un bes poptlasyonunda (% 19.0) 3.48 - 5.26 kat ve O. surinamensis'in
lic popililasyonunda (%18.6) ise 388.98 - 459.57 kat oldugunu tespit ederek,
depolanmis hububatlarda S. granarius disindaki coleopterlerin Tiirkiye'deki

irklarinda fosfin direncinin yaygin oldugunu bildirmislerdir.

Isikber vd. (2017), Mersin, Sanliurfa ve Konya'dan toplanan S. oryzae
popiilasyonlarindaki fosfin direncini belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada
Mersin’den toplanan toplam sekiz S. oryzae popiilasyonunun alti
popiilasyonunun fosfine zayif diren¢ gosterirken, on iki S. oryzae popiilasyonu,
fosfine kars1 ylksek diren¢ gdstermistir. Sanlurfa’da sadece bir popiilasyon
fosfin duyarliligina sahipken sekiz populasyonun fosfine kars: ytliksek direncli
oldugu, Konya'dan toplanan alt1 popiilasyondan sadece birisinin orta derecede
ve diger dort popiilasyonun fosfine karsi direngli oldugunu bildirmislerdir. LCso
degerleri ile hesaplanan diren¢ oranina gore Mersin, Sanlurfa ve Konya S.
oryzae popiilasyonlan sirasiyla, 60-62 kat, 55- 57 kat ve 35-48 kat direncli
bulunmustur. Sonu¢ olarak Mersin, Sanlurfa ve Konya illerinde S. oryzae

popiilasyonlarinda yiiksek fosfin direncinin yaygin oldugunu bildirmislerdir.

Price ve Mills (1988), Direncli boceklerle miicadelede, uzun siire yiiksek doz
seviyesinin korunmadan hassas ve direngli boceklerle etkin bir sekilde
miicadelesinin miimkiin olmadigini belirterek, depolar i¢in kullanilan yapilarin
gaz gecirmez hale getirilmesi ve yigma halinde veya dokme hububat depolamasi
yapiliyor ise Kkesinlikle tabaninin gaz gecirmez olmasi gerektigini

vurgulamiglardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bioassay c¢alismalarda R. dominica popiilasyonlar: (Sekil 3.1 ve Cizelge 3.1), R.
dominica’nin yetistirilmesinde bugday kirmasi ve kuru mayadan (Saccaromyces
cerevisiae) olusan karisim kullanilmistir. Hububat depolarinda, gida ve hayvan
yemi isleme tesislerinde bulunan R.dominica’'nin sistematikteki yeri Cizelge
3.2’de verilmistir. Bioassay calismalarda, iklim dolaplari, inkiibator, sonda,
degisik meshlerde elek, binokiiler mikroskop, 1 1 cam kavanozlar, fosfin (PH3)

gazi, fosfin gaz tireteci ve fosfin gazi 6l¢tim cihazlar1 kullanilmistir.

Molekiiler ¢alismalar da ise PCR-Thermocycler, DNA izolasyon kiti, UV
transilluminatoér, Thermo Scientific, Nanodrop-1000, yatay elektroforez aletleri
ve glic kaynagi, farkli ebatlarda pipetler, derin dondurucular, ¢eker ocaklar, buz

makinesi ve jel dokiimantasyon sistemi kullanilmistir.

Sekil 3.1. Rhizoperta dominica (F.) (Ekin kambur biti)
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Cizelge 3.1. Tirkiye de farkl illerde depolanmis bugdaylardan elde edilen
Rhizoperta dominica (F.) popiilasyonlari

= Populasyon Cikis Yapan R.
= =} . . . . P
S & Tarih Alindigi1 11 | Ornek Kodu Mevki dominica
i sayisi
o RD46 Polatli TMO deposu >100 canli
1 |Agustos 2013 |Ankara RD47 Sincan Katmer Un >20 canli
< RD6 Karatay esnaf deposu >10 canli
2 |Agustos 2014 Konya RD17 Cihanbeyli TMO deposu  |>50 canli
RD32 TMO deposu >100 canhi
3 |Agustos 2013 |Sanliurfa RD33 TIGEM deposu >100 canhi
RD38 Hububat Borsa >100 canli
. _ RD36 Tire TMO >10 canli
4+ |Evlal2013 - lzmir RD37 _ |TMO >10 canli
. . RD21 TMO yatay depo >20 canli
> |Eylul2013 Tekirdag RD44 _ |Hayrabolu TMO >1000 canli
6 |Aralik 2013 Kiitahya RD45 TMO deposu >20 canl
7 |Aralik 2014 Mersin RD7 Ticari depo >50 canli
8 |Aralik 2013 Hatay RD13 TMO >100 canli
9 |Haziran 2014 |Samsun RD54 TMO >100 canli
10 |Ekim 2013 Karaman RD19 Ciftci deposu >20 canli
11 |Ekim 2015 Diyarbakir RD55 Tarimsal Ars.Ens. >50 canli
12 |Ekim 2015 Batman RD56 Ciftci deposu >50 canli

Cizelge 3.2. Rhyzopertha dominica (F.)'nin sistematikteki yeri

Sube Artropoda

Simif Insecta

Takim Coleoptera

Familya Bostrichidae

Cins Rhyzopertha

Tur R. dominica (F.)
Tilirkce adi Ekin kambur biti
Ingilizce ad1 The lesser grain borer

3.1.1. Fosfin (PH3 )

Sekil 3.2. Fosfinin a¢ik formili

Fosfinin kimyasal kapali formiilii PHs‘tir. Fosfin bilesigi renksiz, yanici ve zehirli

bir gazdir (Sekil 3.2). Havadan daha agir bir bilesiktir. Saf fosfin gazi

kokusuzdur. Ticari olarak tretilen fosfin gazina sarimsak esansi ilave edilir.
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Normal sartlarda gaz halinde bulunur. Fumigasyon uygulamalart igin
aliiminyum veya magnezyum fosfid olarak bulunmakla birlikte silindir halinde
saf fosfin, seyreltilmis olarak azot veya karbondioksitle de bulunmaktadir.
Fosfin havada yanici ve patlayicidir. Ortam sicakliginda kendiliginden ayrisir.
Suda ve ¢ogu organik ¢oziicii madde icinde ¢oziintlir. Metal fosfitler genellikle
cesitli renklerde tozlardir, hidrolize edilerek fosfin ve metal tuzlari elde edilir.
insanlarin 30 dakika boyunca 1400 mg/m3 fosfine maruz kalmasi éliime yol
acar. Havadaki hacmi %1,79 orana ulasinca patlayicaidir. Bakir ve degerli

metaller ile reaksiyona girer (WHO, 1988).

3.2. Yontem
3.2.1. Rhyzopertha dominica (F.) popiilasyonlarinin toplanmasi

Hububat depolarinin bulundugu illerdeki iki ayr1 depodan, hububat depolama
sirasinda oOrnekler alinmistir. Bu amagla Ankara, Konya, Sanliurfa, [zmir,
Tekirdag, Kiitahya, Karaman, Samsun, Mersin, Hatay, Diyarbakir ve Batman
illerindeki Toprak Mahsulleri Ofisi veya 6zel hububat depolar1 olmak tlizere
farkli illerden R. dominica popiilasyonlari elde edilmistir. Ornekleme her depoda
triintin bes ayr1 noktasindan ve farkl derinliklerinden, biiytik silolardan tasima
bandi lizerinden ve y1g1in halinde depolanmis hububattan ise 2 metre sonda aleti
kullanilarak yaklasik 4 kg 6rnek alinarak yapilmistir. Alinan her 6rnek alindig
tarih, urin cinsi, lUretim yili ve o6rnekleme yerinin yazildig1 bir etiket ile
etiketlenerek, plastik torbalara aktarildiktan sonra laboratuvara getirilmistir.
Laboratuvara getirilen 4 kg'lik 6rneklerden 1 kg'lik alt 6rnek alindiktan sonra 1
litrelik cam kavanozlara aktarilarak agizlar1 bir tiil ile kapatimistir. Cam
kavanozlar 2 ay siire ile 25°C ve %65+5 orantil nem kosullarindaki iklim
dolaplarinda bekletildikten sonra, Retzsch marka metal eleklerden gecirilerek,
R. dominica tiirleri Enstitiimiiz’de teshis edilip Do¢.Dr.Hiiseyin OZDIKMEN’e
teyid ettirilerek uygun besi ortamina alinmistir (Esin, 1971; Sayeste, 1971;
Isikber, 2005).
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3.2.2. Rhyzopertha dominica (F.)’ nin yetistirilmesi

Rhyzoperta dominica’nin yetistirilmesinde bugday kirmasi ve kuru mayadan
(Saccaromyces  cerevisiae) olusan  karisim  kullanilmistir.  Kiiltiirtin
yetistirilmesinde kullanilan bugday yem kirma makinesinde kaba irilikte olacak
sekilde ogiitiilerek ve -18°C sicakliktaki inkiibatéorde 96 saat tutularak olasi
diger zararhlarin bulasikligt yok edilmistir. Laboratuvar degirmeninde
ogutilmiis ve 100 mesh elekten elenen kuru maya, bugday kirmasina % 5
oraninda ilave edilerek besi ortami hazirlanmistir. Bécekler 25+1°C sicaklik ve
%65+5 orantili nem kosullarina ayarlanmis iklim dolaplarinda yetistirilmistir
(Sekil 3.3). Ortamin sicaklik ve nemi Hobo® ProTemp/RH marka veri kaydedici
araciligiyla kaydedilerek, belirli araliklarla kontrol edilmistir. Hazirlanan besin
karisimi delikli kapaklari olan 1 litrelik cam kavanozlara yaklasik 100 g olacak
sekilde ilave edilmistir. Bulasmalara engel olmak icin kavanozlar, icine sivi
vazelin doldurulmus kiivetlerde plastik altliklar T{zerine yerlestirilmistir
(Pimentel vd., 2008; Opit vd., 2012). icerisinde daha énceden hazirlanan kirma-
maya karisimi bulunan kavanozlara aktarilan yumurtalardan ¢ikan bireyler
gelismelerini yaklasik 30-35 giinde tamamlayarak ergin olmaya baslamislardir.
Cikan erginler yumurta elde etmek amaciyla 100 mesh’lik elekten elenmis %95’
un ve %5’i mayadan olusan ortam (100 g) yumurta elde etme kavanozlarina
(0,5 1) aktarilmistir. Kavanozlar ¢alisma siiresince 25+1°C ve %65+5 orantili
nemdeki iklim dolaplarinda tutulmustur. Yumurta kavanozlarina bir miktar
ergin konulmustur. Daha sonra kavanoz icerigi 25 mesh’lik elekten elenerek
erginler besin ortamdan uzaklastirilarak, yumurtalar 80 mesh’lik elekle
besinden ayrilmistir. Elde edilen 0-24 saatlik yumurtalar bugday kirmasi ve
maya iceren besin ortamina yerlestirilmistir. R. dominica lretim kavanozlarina
yumurta ilave edilmesinden yaklasik 30-40 giin sonra bu kavanozlarda gilinliik
olarak ergin cikis1 takip edilmistir. ik ergin cikisi belirlenen kavanozlara ilk
ergin cikis tarihi kaydedilmistir. ik ergin ¢ikisindan 7. haftaya kadar icerisinde
ergin doneme gecen tiim erginler ortamdan tek tek alinarak denemelerde 1-3
haftalik erkek ve disiler karisik olarak kullanilmistir (Esin, 1971; Sayeste, 1971;
FAO, 1975; Isikber, 2005; Opit vd., 2012).
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Sekil 3.3. iklim kabini ve bazi laboratuvar malzemeleri

3.2.3. Bioassay Denemeleri (Toksikolojik Calismalar)

Calismalarda kullanilan gaz halindeki fosfin, gaz treticide fosfin pellet veya
tabletlerinden (%57 AIPH3; %8 MgsPz) iiretilmistir. ilk olarak aliiminyum fosfit
tableti, icerisinde %5 oraninda H2S04 igeren 1000 ml'lik cam silindirdeki suya
atilmistir (FAO, 1975). Cam kiivetin list kisminda toplanan fosfin gazi
septumdan 100 ml'lik siringa ile ahnmustir. ikinci olarak ise %8’lik magnezyum
fosfit tabletleri kullanilmistir. Bu tabletler 3 I'lik kapali plastik kaplara 50 ml su
ile birlikte yerlestirilmistir. A¢iga ¢ikan fosfin gazi siringa ile alinarak
kullanilmistir. Denemeler i¢in kapali devre gaz dolasimi olan 3 1 hacimli
desikatorler kullanilmistir (Sekil 3.4). Desikator igerisinde istenen nemi
saglamak amaciyla deneme oncesi desikatore yaklasik %60-65 nem verecek
diizeyde KOH c¢ozeltisi (Solomon 1951) yerlestirilmistir. Desikatorle baglantili
gaz borulan fosfin gaz 6lcim cihazinin (Ati PortaSense) gaz cikis ve gaz emis
kisimlarina baglanmistir. Gereken miktarda fosfin gazi, desikator gaz girisinden
siringa ile verilmistir (Sekil 3.5). Diizenekte gereken gaz konsantrasyonuna
ulasilmasinin ardindan fosfin 6l¢tim cihazi kapatilmistir. Desikatdre baglanmis
olan vanalardan baglant1 borular: ¢ekildikten sonra desikatorler 25°C ve %65+5
nemdeki inkiibatore yerlestirilmistir (FAO, 1975; Kahraman, 2009; Opit vd.,
2012). Her bir desikatore icerisinde 25 adet cinsiyet ayrimi yapilmamis ergin
birey ve 1-2 g besin bulunan 3x3x3 cm ebatlarinda PVC kaplar yerlestirilmistir.
Denemeler en az 5 farkli fosfin konsantrasyonunda 4 tekerriirlii olarak

kurulmustur. Bocekler fosfine 20 saat maruz birakildiktan sonra igerisinde
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besin bulunan kavanozlara aktarilmis, inkiibatérde 14 giin bekletilerek canli-6li

sayiml1 yapilmistir.

Sekil 3.5. Fosfin tiretecleri, desikator ve fosfin dlcer

3.2.4. Bioassaylerde ayirici doz ¢calismalari

Laboratuarda kiltiire alinan bireylerin fosfine karsi diren¢ oranlarini

belirlemeden 6nce ayirici doz uygulamasi yapilmistir. R. dominica i¢in ayirici
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doz 20 ppm fosfin konsantrasyonunda 20 saatlik uygulama siiresidir. Bu
konsantrasyon ve siirede canli birey gorulmesi durumunda ele alinan
popilasyon icin LCso c¢alismalari yurutilmistir. Canli birey goriilmemesi

durumunda ise poptlasyon hassas kabul edilmistir (Anonymous, 2013).
3.2.5. istatistiksel degerlendirme

Olim yuzdeleri, Abbott formiilii kullanilarak kontrolden elde edilen veriler ile
diizeltilmistir. Duzeltilmis o6lim yiizdelerinin probit degerleri ile dozlarin
logaritmasi alinarak, logaritmik doz-probit dogrularina ait grafikler ¢izilmistir.
Grafiklerin c¢izimi ve logaritmik doz-probit dogru denklemi ile regresyon
hesaplar1 Excel programinda yapilmistir (Busvine 1971). Probit analizi bes

dozda hesaplanmistir, doz araligi1 %5-95 arasinda degismektedir.

Probit analizi icin LeOra Software, PoloPlus 2002-2009 programlari
kullanilmistir. Direng¢ diizeyleri, arazi populasyonunun LCso degerlerinin daha
once Collins ve arkadaslar1 tarafindan bildirilen referans hassas popiilasyonun
(QRD14, 0.00174 mg/1 = 1.25 ppm) LCso degerine boliinmesiyle elde edilmistir
(FAO Method, 1975; Collins vd., 2002; Song vd., 2011; Pimentel vd., 2008).

3.2.6. Genomik DNA (gDNA) izolasyonu

Toplanan R. dominica popilasyonlarinin her birisini temsilen en az 15 birey
molekiiler c¢alismalarda kullanilmistir. Bu c¢alismadaki genomik DNA
izolasyonlar1 Qiagen DNeasy Blood &Tissue Kit adli ticari kit kullanilarak
gerceklestirilmistir. 2 mL’lik mikrosantrifiij tliplerinde, izolasyon verimini
artirmak i¢in kite ait ekstraksiyon tamponu igerisinde ezme aparati kullanilarak
mekanik olarak pargalanan her bir bocek, kit talimatlarina uyularak gDNA'’s1
izole edilmistir. Elde edilen bdceklere ait gDNA, %1,5'lik agaroz jelde UV
transilluminatér yardimiyla gorsel olarak incelenip, bilgisayarda kayit
edilmistir. Spektrofotometrik (Thermo Scientific, Nanodrop-1000) olarak
konsantrasyonu ve safligi Olciilmiistiir. Saflik kriteri ac¢isindan gDNA
orneklerinin, ODzs0/280 degerinin 1,70-1,90 araliginda olmasina dikkat

edilmistir. Elde edilen gDNA’lar ¢alisma stiresince -20 °C de saklanmistir.
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3.2.7. Genomik DNA'nin PCR yontemiyle ¢cogaltilmasi

Elde edilen genomik DNA’dan DLD genindeki ilgili bolge, Rd-MM-F ve Rd-MM-R
CAPS primer ¢ifti (Chen vd., 2015) ve PCR (Polymerase Chain Reaction)
yontemiyle Thermal Cycler cihazinda (Eppendorf Gradient Master)
cogaltilmistir. PCR’da Takara Bio firmasina ait Terra™ PCR Direct Polymerase
Mix kullanilmistir. Bir 6rnek i¢in hazirlanmis PCR karisimi; 12,5 pL. PCR direct
buffer (Mg + dNTP), 0.5 uL. Taq DNA polimeraz, 0.75 pL ileri (forward) primer,
0.75 pL geri (reverse) primer, 6.5 pL distile su (molekiiler biyolojik saflikta) ve 4
uL. kalip DNA dan olusan 25 pL’lik toplam hacimde hazirlanmistir. Reaksiyonda
Chen vd. (2015) tarafindan gelistirilen DLD genine spesifik CAPS primerleri

Cizelge 3.3’ de verilmistir.

Cizelge 3.3. Reaksiyonda kullanilan DLD genine ait spesifik CAPS primerleri
(Chen vd., 2015)

Rd-MM-F ileri(forward): 5'-AGGTCCAAGCGTAGGGTTTT-3’

Rd-MM-R geri(reverse): 5’- AACTGGGAGAATTCGGCTTT -3’

PCR reaksiyonu 95 9C’de 3 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, 95 °C de 20 saniye
denatiirasyon, 55 °C de 20 saniye annealing (yapisma), 68 °C’ de 30 saniye
uzama safhalarini iceren ¢ogalma (27 dongii) ve son olarak 68 °C’ de 7 dk. son
uzama olarak gerceklestirilmistir. PCR irtnleri %1.5 lik agaroz jelde UV
transilluminatoér yardimiyla gorsel olarak incelenip, bilgisayarda kayit edilmistir

(Schlipalius vd., 2012).

3.2.8. PCRiiriinlerinin (amplikonlarin) Mbol kesim enzimi ile kesimi ve

degerlendirilmesi

Bir onceki safhada cogaltilan ve mutasyonu neticesinde R. dominica’da direng
gelisimine neden olan DLD geninin 375 bp’lik bolgesini iceren PCR iirtintinden
10 pL, 0.2 pL. Mbol (New England Biolabs, MA USA) kesim enzimi ve 2 pL
reaksiyon tamponu (buffer) ve 7.8 pL distile su (molekiiler biyolojik saflikta) ile
toplam hacmi 20 pl olan karisim hazirlanarak 37 °C de 12 saat inkiibasyona
birakilmistir. Elde edilen kesim iiriinii elektroforezde 60 dakika 100 voltta

kosturma isleminden sonra, UV transilluminator yardimiyla jelin goriintisi
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alinmistir. Genlerin varlhigl toksikolojik analizlerle ve elde edilmesi durumunda

pozitif kontrollerle karsilastirilarak degerlendirilmistir (Schlipalius vd., 2012).

3.2.9. Direng gen frekanslarinin hesaplanmasi

Gozlemlenen genotip frekanslarinin Hardy-Weinberg dengesiyle uyumlu olup

olmadigini belirlemek icin Ki-kare testi kullanilmistir. Hesaplamada Hardy-

Weinberg Esitliginden (HWE) yararlanilmistir (Kaur vd., 2013).

A alel frekansi : p

a alel frekansi:q

p=A, gq=a

p+q=1

p=[(AAx2)+ Aa] / (Toplam alel
sayis1 x 2)

q=1-p

AA frekansi =p? = AA genine sahip birey sayisi
/ Toplam birey sayisi

Aa frekansi = 2pq = Aa genine sahip birey
sayis1 / Toplam birey sayisi

aa frekansi = g2 = aa genine sahip birey sayisi
/ Toplam birey sayisi

p*=AA

2pq = Aa

g?=aa

p*+2pq+g*=1

p? = (A alelinin frekansi)2

2pq = 2 x (A alelinin frekansi) x (a alelinin
frekansi)

q?= (a alelinin frekansi)?2
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Calismalar 2013-2017 yillan arasinda Siileyman Demirel Universitesi Ziraat
Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii; Ankara Zirai Miicadele Merkez
Arastirma Enstitiisii; Ecosciences Precinct ve Queensland Universitesi Biyoloji
Boliimii/Avustralya yiriitiilmistir. Bu arastirmada, Tiirkiye'nin degisik
bolgelerinden toplanan R. dominica popilasyonlarinin fosfine karsi direng
durumlar arastirilmistir. Denemeler, etkinlik testleri ve molekiiler yontemler
kullanilarak yitritilmiistir. Biyoassaylarla popiilasyonlara uygulanan fosfinin
LCso degerleri belirlenmistir. Molektiler ¢alismalarda ise R. dominica 'nin fosfine

direnci ile iligkili olan DLD geni incelenmistir.

4.1. Calisma alanlarindan elde edilen Rhyzopertha dominica (F.)

popiilasyonlari

Hububat depolarinin bulundugu. Ankara, Konya, Sanliurfa, [zmir, Tekirdag,
Kitahya, Samsun, Mersin, Hatay, Karaman, Diyarbakir, Batman illerindeki iki
ayri depodan, hububat depolama sirasinda Toprak Mahsulleri Ofisi veya 6zel
hububat depolarindan 2013, 2014, 2015 yillarinda o6rnekler toplanmistir.
Populasyonlarin toplama c¢alismalarinda daha fazla il ve depodan oOrnek
alinmasina ragmen her lokaliteden R.dominica bireyleri elde edilememistir

(Sekil 4.1)

Sekil 4.1. Rhyzopertha dominica(F.) popiilasyonlarinin toplandigi iller
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4.2. Biyoassay Sonuc¢lari

Diyarbakir (RD55), Batman (RD56) ve Karaman (RD19) illerinden alinan R.
dominica popilasyonlarina 20 ppm/20 saat fosfin uygulamasi sonucu canl
birey gorilmemistir (Anonymous, 2013). Bu ayiric1 doz uygulamasina gore bu
lic popililasyon hassas kabul edilerek LCso degerleri belirlenmemistir
(Anonymous, 2013). Diger poptlasyonlarda ise canl bireyler goriildiigiinden
dolay1 degisik dozlarda fosfin uygulanmis, probit analizleri yapilarak LCso
degerleri belirlenmistir. Buna gore Cizelge 4.1’de Ankara, Konya, Sanlurfa,
izmir, Tekirdag, Kiitahya, Samsun, Mersin ve Hatay illerindeki populasyonlarda
LCso degerleri, giiven araliklari, regresyon katsayilar1 ve diren¢ oranlari
verilmistir (Cizelge 4. 1). Cizelge incelendiginde Ankara elde edilen iki farkh
RD46 ve RD47 popilasyonlarinin LCso degerleri sirasiyla 305.179 ppm ve
446.165 ppm olarak hesaplanmistir. Calismalarin bir kismi Avustralya da
yurutiildiginden dolay1 diren¢ orani karsilastirmasinda Avustralya hassas R.

dominica popllasyonu (QRD14) kullanilmistir.

Elde edilen degerler hassas popiilasyon (QRD14) ile kiyaslandiginda RD46’ nin
244 kat, RD47 nin ise 357 kat daha direngli oldugunu gostermektedir. Bu
durumda her iki popiilasyonunda yiliksek direncli oldugu kabul edilir.
Heterojenlik degerlerine bakildiginda ise RD46 (2.91) ve RD47 (2.97)
popiilasyonlarinin diger popiilasyonlardan ¢ok farkli olmadig1 goériilmektedir.
Popiilasyonlarda homojenligin olmasi, uygulanan toksik maddeye Kkarsi
popiilasyondaki bireylerin birbirine yakin tepki vermesinin sonucu
olusmaktadir. Elde edilen verilere gore popiilasyonlarin homojen olmadigi,
uygulanan fosfine karsi1 popiilasyondaki bireylerin farkh tepki verebilecegini
gostermektedir. Logaritmik doz-probit dogrusunun egimi fosfine Kkarsi
boceklerde meydana gelen tepkiyi gostermektedir. Dogru egiminin dik olmasi
dozun degismesi ile birlikte bdceklerdeki o6lim oraninin degisebilecegini
gostermektedir. Ancak dogrunun yatik olmasi durumunda ise boceklerin fosfin
miktarinin artmasi ve azalmasi durumunda tepkinin ani degisikliklere yol

acmadig bilgisini vermektedir (Hoskins, 1960).
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Cizelge 4.1. Rhyzopertha dominica (F.) popilasyonlarinin fosfine Kkarsi
gosterdikleri probit 6liim verileri ve diren¢ oranlar:

Populasyon LCso ppm Direng
iL Ornek n h Egim+SE |(0.95 giiven araligi orani
No Min ve Max Limitler) (DO)
Hassas_|QRD14 1.25

305.179

e RD46 600 [2.91 |3.07%0.25 (240.88- 361.66) 244
446.164

RD47 600 [2.37 |5.14%0.55 (361.98 -508.96) 357
357.213

- RD37 600 (243  [4.38+0.30 (314.47- 399.59) 286
395.683

RD36 600 [2.09 519 +0.44 (341.85-442.39) 316
418513

conya RD6 600 [3.58 [3.85%0.36 (316.05- 501.77) 335
321.731

RD17  [600 |5.86 [2.40+0.25 (176.02 - 435.98) 257
670.833

RD32  [600 [291 |13.33+1.80 (617.69-721.00) 537
394.438

Sanlurfa (RD33 600 [5.16 [3.21%0.27 (289.09 -490.53) 315
480.390

RD38 (600 [3.85 |6.00+0.52 (410.36 -540.50) 384
470.890

Hatay |RD13 600 [3.29 [9.60+1.62 (291.01-540.88) 377
602.162

1l RD21 600 [4.16 [6.54%0.73 (490.40 -680.82) 482
323.769

RD44 600 |7.36 [2.12+0.22 (152.33 -455.10) 259
- 123.588

Kiitahya |RD45 600 [3.71 [1.83%0.29 (105.18- 143.18) 99
120.156

Samsun  [RD54 600 |4.48 |5.08+0.33 (120.15- 213.30) 96
_ 666.26

Mersin  [RD7 600  [2.06 [8.42+0.58 (628.80-704.09) 533

n= Kullanilan birey sayis1

h= Heterojenlik degeri

DO= Direng orani (Direngli popiilasyonun LCso degeri/ Hassas popiilasyonun LCso degeri)
* = QRD14 referans hassas popiilasyon (Kaur, 2012)

Hassas bocekler veya belirli bir dozda bireylerin etkilendigi popiilasyonlarda

insektisitlere karsi dik bir logaritmik doz-probit dogrusu gorulir,

insektisitilerin belirli bir siire kullanildiktan sonra toksisitenin azalmasi, bu
dogrunun egiminin de azaldigim1 belirtilmektedir (Hoskins ve Gordon, 1956).
Egimde meydana gelen bu azalma diren¢ olusumunu gostermektedir.
Seleksiyon baskisi altinda ilk 6nce egim azalmakta ve daha sonra popiilasyonda

direncli bireyler baskin hale geldiginde egim tekrar artmaktadir.

Popiilasyondaki bireylerin duyarlilik yoniinden homojen olmasi durumunda,
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logaritmik doz-probit dogrusu dik olmakta ancak popiilasyonda heterojenlik
arttikca egim diismekte ve grafigin sagina dogru kaymaktadir. RD46 ve
RD47’nin heterojenlik degerinin birbirine yakin ve logaritmik doz probit
dogrusunun yatik olmasi1 popiilasyonlardaki heterojenitenin yakin oldugunu
(Sekil 4.2 ve Sekil 4.3), Uygulanacak fosfinden popiilasyon bireylerinin esit
sekilde etkilenmeyecegini gostermektedir. Bu durum bu popiilasyonlarda

bireylerin duyarhlik yoniinden heterojen ve direncli olduklarin1 géstermektedir.

8,000 —_— Olum %
99
7,000 +
90
6,000 +
£ 70
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O 10
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1
2,000 T . . ——
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Sekil 4.2. Ankara RD46 popiilasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik doz
probit 6liim dogrusu
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Sekil 4.3. Ankara RD47 popiilasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik doz
probit 6liim dogrusu

[zmir Tire TMO (RD36) ve merkez TMO (RD37) dan alinan popiilasyonlarin
LCso degerleri sirasiyla 357.213 ppm ve 395.683 ppm olarak hesaplanmistir. Bu
degerlere gore RD36 hassas popiilasyona gore 286 kat, RD37 popiilasyonu ise
316 kat direngli bulunmustur. Heterojenlik degerlerine bakildiginda ise RD37
(2.43) ve RD36 (2.09) olarak hesaplanmistir. Yani, popiilasyondaki bireyler
arasinda homojenligin olmadigj, fosfin uygulamasina karsi verilecek tepkinin de
farkli olacagi kanaati olusmaktadir. Her iki popiilasyonun fosfine karsi
gosterdigi logaritmik doz probit o6lim dogrularn incelendiginde de
popiilasyondaki bireylerin duyarlilik yo6niinden homojen olmadigindan,
logaritmik doz-probit dogrusunun saga yatay oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4
ve Sekil 4.5).
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Sekil 4.4. Izmir RD36 popiilasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik doz

probit 6liim dogrusu
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Sekil 4.5. Izmir RD37 popiilasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik doz

probit 6liim dogrusu
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Konya Karatay (RD6) ve Cihanbeyli TMO (RD17) popiilasyonlarin LCso degerleri
sirasiyla 418.513 ppm ve 321.731 ppm olarak hesaplanmistir. Bu degerlere gore
RD6 hassas popiilasyona gore 335 kat ve RD17 popiilasyonu ise 257 kat direngli
bulunmustur. Heterojenlik degerleri ise RD6 i¢in 3.58 ve RD17 i¢in ise 5.86
olarak hesaplanmistir. Degerlere gore popilasyondaki bireyler arasinda
homojenlik olmadigindan fosfin uygulamasina karsi verilecek tepki de farklh
olmaktadir. Her iki popiilasyonun fosfine karsi gosterdikleri logaritmik doz
probit 6lim dogrular: incelendiginde ise; popiilasyondaki bireylerin duyarhlik
yoniinden homojen olmadigindan, logaritmik doz-probit dogrusunun saga yatay
oldugu gorilmektedir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). RD17'nin RD6 ya gore
heterojenliginin ylksek olmasi ve logaritmik doz probit 6liim dogrusunun daha
dik olmasi1 RD6’nin logaritmik dozlara karsi verilen 6liim tepkilerinin daha genis
bir spektruma yayildig1 gostermektedir. RD17’nin ise daha homojen ve direncli

olmasi diren¢ yonetim stratejisi agisindan istenmeyen bir durumdur.

A
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Sekil 4.6. Konya RD6 popiilasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik doz
probit 6liim dogrusu
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Sekil 4.7. Konya RD17 popitlasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik doz
probit 6liim dogrusu

Sanlurfa’da TMO deposu (RD32), Tigem deposu (RD33) ve Bugday borsasindan
(RD38) elde edilen popiilasyonlarin LCso degerleri sirasiyla 670.833 ppm,
394.438 ve 480.390 ppm olarak hesaplanmistir. Bu degerlere géore RD32, hassas
popiilasyona gore 537 kat, RD33 315 kat ve RD38 ise 384 kat direngli
bulunmustur. Heterojenlik degerleri ise bu li¢ poptilasyon igin sirasiyla 2.91
5.16 ve 3.85 olarak hesaplanmistir. Bu degerlere gore popiilasyondaki
bireylerin fosfin uygulamasina karsi verecegi tepki de farkli olmaktadir. Her ti¢
popiilasyonun fosfine karsi gosterdikleri logaritmik doz probit 6liim dogrularn
incelendiginde popiilasyondaki bireylerin duyarlilik yoniinden homojen
olmadigindan, logaritmik doz-probit dogrusunun saga yatay oldugu ve
popiilasyonlarin homojenitesinin birbirine yakin oldugu goriilmektedir (Sekil

4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).
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Sekil 4.8. Sanliurfa RD32 popiilasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik
doz probit 6liim dogrusu
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Sekil 4.9. Sanlurfa RD33 popiilasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik
doz probit 6liim dogrusu

42



Olim %

8,000 T
99
7,000 +
90
6,000 +
= 70
0
o
&5,000 T 50
E 30
©4,000 +
10
3,000 +
1
2,000 . ————r
100 1000

Doz ppm (log)

Sekil 4.10. Sanlurfa RD38 popiilasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik
doz probit 6liim dogrusu

Hatay dan yapilan 6érnekleme calismalarinda iskenderun TMO deposundan
(RD13), R.dominica popiilasyonlar1 elde edilmistir. RD13 nolu popitlasyonun
LC50 degeri 470.890 ppm, olarak hesaplanmistir. Bu degere gore RD13 ‘lin
hassas popiilasyona gore 377 kat direncli bulunmustur. Heterojenlik degeri ise
RD13'tin (3.29) olarak hesaplanmistir. Bu degerlere goére popiilasyondaki
bireylerin fosfin uygulamasina karsi verecegi tepkide farklh olmaktadir.
Popiilasyonun fosfine karsi gosterdigi logaritmik doz probit 6lim dogrusu
incelendiginde ise; popiilasyondaki bireylerin duyarlihik yoniinden homojen
olmadigindan, logaritmik doz-probit dogrusu saga yatik ve popiilasyonun

homojenitesinin farkli oldugu goriilmektedir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Hatay RD13 popiilasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik doz
probit 6liim dogrusu

Tekirdag merkez TMO (RD21) ve Hayrabolu TMO (RD44) popilasyonlarin LCso
degerleri sirasiyla 602.162 ve 323.769 ppm olarak hesaplanmistir. Bu degerlere
gore RD21 482 kat ve RD44 popiilasyonu ise 259 kat direncli bulunmustur.
Heterojenlik degerleri ise bu iki popiilasyon i¢in sirasiyla 4.16 ve 7.36 olarak
hesaplanmistir. Popiilasyondaki bireyler arasinda homojenlik olmadigindan
fosfin uygulamasina karsi verilecek tepki de farkli olmaktadir. Her iki
popiilasyonun fosfine karsi gosterdikleri logaritmik doz probit 6liim dogrular
incelendiginde ise; popiilasyondaki bireylerin duyarlhilik yoniinden homojen
olmadigindan, logaritmik doz-probit dogrusunun saga yatay oldugu
gorulmektedir (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13). RD21’ in RD44’e gore heterojenliginin
yliksek olmasi ve logaritmik doz probit 6lim dogrusunun daha dik olmasi
RD271’in logaritmik dozlara karsi verilen olim tepkilerinin daha genis bir
spektruma yayildig1 goriilmektedir. RD44’in ise daha homojen ve direncli

olmasi diren¢ yonetim stratejisi acisindan istenmeyen bir durumdur.
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Sekil 4.12. Tekirdag RD21 popilasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik
doz probit 6liim dogrusu
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Sekil 4.13. Tekirdag RD44 popilasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik
doz probit 6liim dogrusu
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Mersin’de farkhi firmalarin iiriin depoladig ticari depodan RD7 popiilasyonu
elde edilmistir. Bu popiilasyonun LCso degeri 666.26 ppm olarak hesaplanmis ve
533 kat direngli bulunmustur. Heterojenlik degeri ise 2.06 olarak
hesaplanmistir. Bu degere gore popiilasyondaki bireylerin fosfin uygulamasina
karsi verecegi tepki de farkli olmaktadir. Popiilasyonun fosfine kars1 gosterdigi
logaritmik doz probit o6lim dogrusu incelendiginde ise; popiilasyondaki
bireylerin duyarlilik yoniinden farkhliklar goériilmektedir. Logaritmik doz-probit
dogrusu saga yatay olsa da, RD7 popiilasyonunun diger illerden toplanan

popiilasyonlara gore daha homojen oldugu goriilmektedir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Mersin RD7 popiilasyonunun fosfine kars1 gosterdigi logaritmik doz
probit 6liim dogrusu

Kitahya merkez TMO (RD45) ve Samsun TMO’dan (RD54) alinan
popiilasyonlarin LC50 degerleri sirasiyla 123.588 ve 120.156 ppm olarak
hesaplanmistir. RD45’'in 99 kat ve RD54 popiilasyonu ise 96 kat direngli
bulunmustur. Heterojenlik degerleri ise sirasiyla 3.71 ve 4.48 olarak
hesaplanmistir. Degerlere gore popiilasyondaki bireyler arasinda homojenligin
olmadig1 dolayisiyla fosfin uygulamasina karsi verilecek tepkinin de farkli
olacagi beklenir. Her iki popiilasyonun fosfine karsi gosterdikleri logaritmik doz

probit 6liim egrileri incelendiginde ise; popiilasyondaki bireylerin duyarhlik
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yoninden homojen olmadigindan, logaritmik doz-probit dogrusunun saga yatay
oldugu gorilmektedir. RD45 ve RD54’iin logaritmik dozlara karsi verilen 6liim
tepkilerinde RD54’lin logaritmik doz-probit dogrusunun daha dik olmasi
popiilasyonun daha homojen yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Her iki
popiilasyon da diger popiilasyonlara gore daha az direngli bulunmustur (Sekil
4.15 ve Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. Kiitahya RD45 popilasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik
doz probit 6liim dogrusu

Karaman cift¢i deposundan elde edilen RD19, Diyarbakir Tarimsal Arastirmalar
Enstitliisii deposundan elde edilen RD55 ve Batman bugday pazarindan alinan
RD56 popiilasyonlarina ise R. dominica igin ayirici doz uygulamasi sonucu canl
birey gorilmediginden bu popiilasyonlar hassas kabul edilmis ve LCso

calismalarina gecilmemistir.

Elde edilen sonuglara gore diinyada 6nemli bir hububat treticisi konumunda
olan Tirkiye’de, insan beslenmesi ici gerekli olan bugdayin 6nemli bir zararlisi

R.dominica’ nin miicadelesinde fosfin kullanimi kag¢inilmazdir. Uzun yillardir
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kullanimda olan fosfine karsi R. dominica popiilasyonlarinin yiiksek direng

gelistirdigi gorulmektedir.
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Sekil 4.16. Samsun RD54 popiilasyonunun fosfine karsi gosterdigi logaritmik
doz probit 6liim dogrusu

Ornekleme yapilan illerden elde edilen 18 popiilasyonun 15’i yiiksek seviyede
direncli bulunmustur. Diger li¢ popiilasyonda yiiksek seviyede olmasa da direng
gelisimin basladig1 gorilmiistiir. Tirkiye R. dominica popiilasyonlarinin
%83’linlin fosfine yiiksek diizeyde direncli oldugu gériilmiistiir. Ornekleme
yapilan alanlarin genellikle ticari depolar oldugu degerlendirildiginde, R.
dominica ile miicadelede fosfin kullanilan depolarda direng gelismeyen bodlgenin
olmadig1 goériilmektedir. Ornekleme yapilan ve diren¢ goriilmeyen Diyarbakir
(RD55), Karaman (RD19) ve Batman (RD56) érneklerinin uzun siiredir fosfine
maruz kalmadigi, depo sahipleri ile yapilan goriismelerde ifade edilmistir.
Yiiksek  direng  goriilmeyen  Samsun(RD56) ve Kiitahya (RD45)
popiilasyonlarinda RD56 nin LDso 123.588 ppm hesap edilmis ve popiilasyonun
TMO’dan elde edilmesine ragmen diren¢ seviyesi diger TMO’lardan alinan
popiilasyonlara gore diisiik ¢ikmistir. Bu durum TMO depolarina ciftcilerden
depolanmis bugday alimi yapilmasindan dolayi, bu alimlar sirasinda disaridan

siirekli fosfine maruz kalmayan popiilasyonun depoya gelmis olabilecegi
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ihtimalinin oldugunu gostermektedir. Yine diger popilasyonlara gore daha
disiik seviyede direng goriilen RD45 popiilasyonun rutin fosfin uygulamasi
yapilmayan ancak zaman zaman fosfine maruz kaldig1 bilinen ciftci
depolarindan alinmis olmasi diren¢ oraninin diger populasyonlara gore dusiik
olmasinin nedeni olarak aciklanabilir. Ornek temin edilen diger 13 popiilasyon
ise rutin olarak fosfin uygulamasina maruz kalmasinin yaninsira, bu depolarda
stirekli sirkilasyon oldugu, gelen hububatin bazi durumlarda kisa siirede
depodan c¢ikarilarak yeni irilinlerin depolandigi, ithal edilen hububatin
bulunabilirliginin oldugu bilgisi alinmistir. Bu durum ise fosfine karsi direncin
yiksek olmasini agiklamaktadir. Ankara’dan TMO ve 6zel depolarda 10’dan
fazla 6rnekleme yapilmis olup sadece 2 depodan popiilasyon elde edilebilmistir.
Baz1 orneklemelerden R. dominica bireyleri elde edilmesine ragmen, deneme
icin yeterli saylya ulasilamamustir. Uretilen TMO popiilasyonu 244 kat, Ozel
sektore ait un fabrikasindan elde edilen popitlasyon ise 357 kat direncli
bulunmustur. Her iki depoda da zararh goruldiigu siirelerde fosfin uygulamasi
yapildig bilgisi edinilmistir. Konya’dan elde edilen iki poptilasyonun 335 ve 257
kat direngli olmasinin ardindan yapilan incelemelerde fosfin uygulama
hatalarinin ve uzun siireli uygulamanin bu depolarda da yapildig1 gériilmiistir.
Sanlurfa, [zmir, Tekirdag, Samsun, Hatay ve Mersin illerininin en az 3-4 farkh
bolgesinden 6rnekleme yapilmasina ragmen sinirlh sayida popiilasyon elde
edilmistir. Diger illerde goriilen depo kosullar1 ve fosfin uygulamalarinin
benzerleri bu illerde de goriilmustiir. Mersin ilinden popiilasyonunun alindigi
deponun ise siirekli olarak transit liriinlerin muhafaza edildigi bir depo olmas;,
ithalat ve ihracat amaciyla gelen trtlnlerin bulasik olmasi, 6zellikle Dahilde
isleme Rejimi (DIR) uygulamas: ile yurt disindan gelen hububat iiriinleri
Turkiye’ de depolanarak belirli stire sonra hububat iiriinlerine donitstiiriilerek
ihra¢ edilmektedir. Bu amacla gelen iirtinlerin bulasik olmasi, tirtinlerin transit
gecisi, ithalat ve ihracatin fosfin direnci sorununun uluslararasi boyutlarda
olduguna isaret etmektedir. Bu calismada, Tirkiye popiilasyonlarinda farkl
seviyelerde diren¢ bulunmustur. Collins vd. (2002), R. dominica’da farkl
seviyelerde diren¢ goriildiiglinii molekiiler yontemlerle gostermislerdir. Afful

vd. (2017) ABD’de yaptiklar1 ¢calismada LCso degerlerinden hesaplanan direng
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oranlarinin 5.2, 9.5, 100.2 ve 595.9 kat oldugunu bildirmislerdir. Opit vd.
(2012), Oklahoma'da ticari hububat depolarindan toplanan bdceklerle
yaptiklari ¢alismada ti¢ popiilasyonun 254, 910 ve 1.519 kat direncli olduklarini

bulmuslardir.

FAO tarafindan 1972-1973 yillarinda yapilan kiiresel bir arastirmada, fosfine
direngli boceklerin, diinya genelinde 6rneklenen boceklerin yaklasik % 10'unu
olusturdugu ortaya ¢cikmistir. Fosfine karsi direng¢ orani 6zellikle, R. dominica, T.
castenaum ve T.confusumda yliksektir (Champ ve Dyte, 1976; Collins vd., 2002).
45 Ulkeden depolanmis iiriin zararhsi béceklerinin en az 11 tiiriinde fosfin
direncinin bulundugu bilinmektedir (Chaudhry, 2000). R. dominica ve Tribolium
tiurlerinde yiiksek diizeyde direng, Banglades (100 kat) (Tyler vd. 1983),
Hindistan (380 kat) (Rajendran, 1992; Rajendran ve Narasimhan, 1994), Cin
(606 kat) (Ren vd., 1994), Avustralya (Collins, 1998), Filipinler (Acda vd., 2000)
ve Brezilya (Ansell ve ark., 1990; Lorini vd., 2007)’dan bildirilmistir. Brezilya'da
depolarda 1991 ve 2003 yillar1 arasinda miicadelede basarisizlik sonucu, alinan
R. dominica popiilasyonlarinda 3 farkli yontem kullanilarak fosfin direnci
belirlenmistir. Ayirt edici doz kullanilarak yapilan denemelerde, 19 numunenin
besinde "zayif" direng, 14'linde "kuvvetli" direng tespit edilmistir. Hem LCso
hem  LCo99  degerleri belirlenerek hassas popiilasyonla yapilan
karsilastirmalarda popilasyonlarin ¢ogunun >200 kat direngli oldugu
gorulmistiir (Lorini ve Collins, 2006). Pimentel vd. (2008) , Brezilya'nin yedi
bolgesi ve 36 yerden fosfin direncinin durumunu degerlendirmek amaciyla T.
castaneum, R. dominica, S. zeamais ve 0. surinamensis popiilasyonlari
toplamiglardir. Her bir popiilasyon FAO yontemine gore test edilmistir. 2004 ile
2007 yillar arasinda toplanan 40 numuneden % 45'inin fosfine direncgli oldugu
ve % 35'inin ayirt edici dozda % 90'dan fazlasinin 6lmedigini gostermislerdir.
Bu sonuglar, dort tiirde fosfin direncinin yayginlastigini, Mato Grosso ve Minas
Gerais eyaletlerinde bulunan depolanmis iirtiin zararlilarinda fosfin direncinin
ilk kez tespit edildigini bildirmislerdir. Ayrica fosfin direncini yonetmek icin
Brezilya'da fosfin uygulamalarinin degistirilmesi, yeni stratejiler belirlenmesi ve

alternatif flimigantlarin gelistirilmesi gerekliligini vurgulayarak, test edilen
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bocek popiilasyonlarinin ¢ogunda fosfine direngli bireylerin yiliksek frekansta
oldugunu bildirmektedirler. Ahmad vd. (2013), Pakistan'in degisik
bolgelerinden fosfin direncini belirlemek i¢in topladiklari R dominica,
popiilasyonlarinda yaptiklar1 denemelerde, R. dominica 10- 86 kat direncli
bulunmustur. Benhalima vd. (2004), Fas'ta depolanmis bugdayin zararllar: S.
oryzae, R. dominica, and T. castaneum popilasyonlarindaki fosfin direncini
belirlemek tlizere FAO yontemi kullanilarak yaptiklari ¢alisma sonucunda S.
oryzae nin bir popiilasyonu disinda diger populasyonlarin degisik oranlarda
fosfine direngli bireyler icerdigini, direngli olmayan popiilasyonlarin ekonomik
nedenlerden dolay1 fosfin uygulamasinin yapilamadigi depolardan elde
ettiklerini soyleyerek, Fas’ta direncli bdceklerin yayginligini, fumigasyon
uygulamalarinin  yetersizligine  baglamis, fumigasyon  yontemlerinin
iyilestirilmesinden ve depolama uygulamalarinin incelenerek yeniden
yapilandirmaya gidilmesini 6nermistir. Muralitharan vd. (2016) Hindistan
hububat depolarindan toplanan 23 R. dominica popiilasyonuna iki ayirici doz
kullanarak (0.03 mg/1/20 saat zayif diren¢ ve 0.25 mg/l1/48 saat kuvvetli
direng) diren¢ taramasi yapmislardir. Toplanan tiim popiilasyonlarin fosfine
kars1 yiiksek direng gosterdigi, zayif direngli popiilasyonun olmadigl
gorulmistiir. Fosfin direncinin frekans1 sirasiyla disik ve yiiksek
konsantrasyonlarda yiizde 45.03 ila 95.91 ve ylizde 9.18 ila 89.14 arasinda
degismistir. Gautam vd. (2016), California badem depolama ve isleme
tesislerinde T. castaneum ve P. interpunctella populasyonlarinda PH3 direncinin
mevcut oldugunu dogrulayarak, ergin T. castaneumun direng fenotip
frekanslarinin % 42-100, yumurtada ise % 44-100 arasinda, P. interpunctella
yumurtalarinin fenotip direng frekanslarinin % 4 ile % 20 araliginda degismekle
birlikte, larvalarda saptanabilir diren¢ bulunmadigina dikkat cekmislerdir. LCo9
karsilastirmalarina dayanarak T. castaneumun erginleri icin, popiilasyonlardaki
direnc seviyeleri sirasiyla 6.8, 7.4, 40.1 ve 48.5 kat oldugunu, yumurta igin,
hassas populasyonlara karsi diren¢ seviyelerinin sirasiyla 4.3, 5.5, 11.8 ve 12.7
kat oldugunu belirterek diren¢ durumunun strekli takip edilmesinin
gerekliligine vurgu yapmislardir. Collins vd. (2016), 20 yili askin siiredir fosfin

direncinin goriilmesine iliskin veriler, bunlarin toplandig: yerin 6zellikleri gibi
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dirence etkisi oldugu diisiiniilen istatistikler, dogrusal egilim analizi ve Bayesian
engelli modelleme kullanilarak istatistiki olarak degerlendirmislerdir. Sonugta,
ciftliklere kiyasla merkezi depolarda, 6zellikle ticari depolardaki zararhlarda,
gicli direncin daha fazla oldugunu, R. dominica 6rnekleri bugday, arpa ve
sorgum, yulaf ve bezelye bulunan depolardan alinmistir. Ancak gii¢lii direng
bugday, arpa ve sorgum trtnlerinden alinan popiilasyonlarla iliskisini bularak,
bu trtinlerin dirence pozitif etkisi oldugunu hesaplamislardir. Calismada Dogu
Avustralya'daki gui¢lii direng gelisimi analizinde, 1997'deki ilk tespitten sonra
2014 yilinda direngli bocekleri iceren 6rneklerin yaklasik % 8'ine kadar diizenli
bir sekilde arttigi goriulmistir. Zayif diren¢ 1990'hh yillarin basinda dogu
Avustralya'daki orneklerin yaklasik% 10'unda tespit edilmistir, ancak bu,
fosfinin endistride daha fazla kullanilmasi ve ayn1 zamanda 1995'te yaklasik %
80'e yiikselmesi ile birlikte 1990'da hizla% 40.50'ye ytlkselmistir. Bayesian
engelli modeli ticari depolar, silolar ve mihiirlenmemis depolarin gii¢lii direng
gelisimi ile baglantili oldugu ve bu model ayn1 zamanda 2011'den giiniimiize
kadar giicli direng direnci frekansinda hizlanan bir artis oldugunu goéstermistir

(Collins vd.,2016).

Gegmis yillar boyunca Tiirkiye’de fosfin direnci hakkinda bir c¢alisma
yapilmamis olsa bile, uzun yillar fosfin uygulamasi1 yapilmayan depolardan
alinan oOrneklerde fosfin direncinin diisitk c¢ikmis olmasi, depo sahibi
kurumlardan ve ciftgilerden fosfinin etkisinde diusiikliik oldugu yoniindeki
sikayetlerin artmasi, depolanmis iiriin zararlilarinda fosfine kars1 direncin son
yillarda arttig1 kanisini gliclendirmektedir. Kogak vd. (2017) Tiirkiye genelinde
14 ilden 28 adet S. oryzae, 26 adet S. granarius ve 16 adet O. surinamensis
popiilasyonu ile yaptiklari calismada S. oryzae’ de 11 popilasyonda (% 30.8),
direncin 3.11 - 200.54 kat arasinda oldugu, S. granarius'un bes poptilasyonunda
(% 19.0) 3.48 - 5.26 kat, 0. surinamensis'in ¢ popiilasyonunda (% 18.6) ise
388.98 - 459.57 kat oldugunu tespit ederek, depolanmis hububatlarda S.
granarius disindaki coleopterlerde fosfin direncinin yaygin oldugunu

bildirmislerdir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda Isikber vd. (2017), Tiirkiye'de
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S. oryzae popiilasyonlarinin ¢ogunlukla fosfine karsi yiiksek direngli oldugunu

bildirmislerdir.

Diinya’da oldugu gibi Tiirkiye’de fosfin kullaniminin artmasi, tam izolasyon
yapilmamis depolarda yapilan fumigasyon, doz ayarlamalarinin tahmini olarak
fosfin uygulamasidir (bunun gostergesi uygulanan fosfin miktarinin 6l¢gtimiinde
kullanilan fosfin 6lger cihazlarina érnekleme yaptigimiz depolarin hi¢ birinde
rastlanilmamasidir). Etkisizlik gozlendigi zaman sik ve artan oranda fosfin
uygulamalar1 zaman ilerledik¢e direngli bocek popiilasyonlarinin artacagi

kanaatine varilmistur.

4.3. Molekiiler ¢calismalara ait sonuclar

insektisit direncinin molekiiler genetigi konusundaki molekiiler analiz, hedef

alan direncinde genlerin 6nemini gostermistir.

Calismanin bu boéliimiinde Tirkiye’deki R. dominica popiilasyonlarinda olasi
mutasyon varligini tespit etmek amaciyla toplanan bireylerden genetik
analizleri yapilmis ve karsilastirilmistir. Fosfin direnci ile iliskili DLD geninin
islevini degistiren rph2 lokusundaki genetik varyasyonlarin tespiti, fosfin
direncinin hizli tespiti icin DNA'ya dayali markerlerin gelistirilmesini
saglamistir. Literatiirde R. dominica DLD geninde meydana gelen mutasyonlara
ait calismalar bulunmasina ragmen Tiirkiye popilasyonlarina ait ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle bu c¢alisma ile Tirkiye’deki R. dominica
popiilasyonlarina ait direngten sorumlu gen ve bunlar lizerindeki mutasyonlar
belirlenerek, fosfin direncinin izlenmesi ve yonetimi icin DNA markerlerinin
kullanilabilirligi arastirilmistir. Kullanilan markerlerle bireylerde diren¢ gen

yapisi (homozigot, heterozigot gibi) belirlenmistir (Sekil 4.17).

Fosfinin boceklerde etki mekanizmasi, asetilkolinesteraz enziminin sinir
sistemindeki etkisini azaltmak, mitokondrideki dehidrojenleri gliserofosfat

enzimini bloke etmek ve "Kompleks [V" {i devre dis1 birakmaktadir.
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Sekil 4.17. (A) DLD genini kodlayan genomik DNA'dan amplifiye edilmis PCR
driinlerinin jel gorintisi (B) DLD genini kodlayan genomik
DNA'dan amplifiye edilmis PCR iriinlerinin Mbol enzimi ile
kesiminin jel gorintiisi. (C) Her jelin tizerindeki homozigot hassas
(SS), homozigot direngli (RR) ve heterozigot (RS) kesilmis {iriinler.

Ayrica, reaktif disiilfiddeki fosfin ve sistein arasinda, glutatyon rediiktaz
enzimini bloke ederek sisteinlerin siilfid redoks baglarinin pargalanmasiyla
dogrudan bir redoks iliskisi vardir (Nath vd., 2011). Hassas ve direngli bireyler
arasinda degisen bir niikleotid (Sistein'den Threonine'e kadar), prolinin serine
dontstirilmesine neden olmustur. Bu mutasyon nedeniyle, fosfin direnci
olusmustur. R. dominica'daki kuvvetli direncten sorumlu olan DLD enzimindeki
tek P — S aminoasit mutasyonunun, R. dominica'nin kodlama dizisindeki
C145T'nin tek bir niikleotid degisikliginden kaynaklandigini ortaya ¢ikarmistir.
Yapilan ¢alismada direncli R. dominica popiilasyonlarinda P49S varyant: tespit
edildiginden dolay1 yiiksek diren¢li Rd7 ve Rd37 nolu popiilasyonlarindan
bireyler secilerek ayni bolgede mutasyon olup olmadig teyit edilmistir. Tiirkiye
popiilasyonlarinda fosfine diren¢ mutasyonlari da ayni bolgede tespit edilmistir

(Sekil 4.18).
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did genomicregion selecion \ GCCGACATCGTAGTGATAGGGTCTGGACCTGGAGGATATGTGGCAGCA
Translation ORF/ICDS A D 1 \ v 1 G S G P G G Y v A A
Conflict

Consensus 1 GCCGACATCGTAGTGATAGGGTCTGGATCTGGAGGATATGTGGCAGCA
Translation ORF/ICDS A D 1 \ v 1 G s G s G G Y v A A

Coverage
I

2TRIBGIMIW.GCCGACATCGTAGTGATAGGGTCTGGATCTGGAGGATATGTGGC AGC A
Translation ORF/ICDS A D | v W | G S G 5 G G Y W A A
If‘-ll (\ I,'l '|I I|n||I P
{ / | \
JAVAVAVAN AVUNAVOVVNAAVVAVAVN \,\/\N\,_} N AV VA A VAV AV PV VYAV AV

TEO B(IK.‘ a20
| |

Trace data

did genomic region selection AGCCGACATCGTAGTGATAGGGTCTGGACCTGGAGGATATGTGGCAGCAATAAAAGCAACTCAGTTAG
Translation ORF/CDS A D | U A | G 8 6 P G G Y WV A A 1 K A T Q L

Conflict

Consensus AGCCGACATCGTAGTGATAGGGTCTGGATCTGGAGGATATGTGGCAGCAATAAAAGCAACTCAGTTAG

Translation ORF/CDS A D 1 v vV I 6 8 6 5 6 G Y vV A A K A T Q L
Cowerage
5_TR37A_HO3

Translation ORF/CDS A D v E 1 K A T Q L

frace data AW ,'Inl'l"“",g\f\ J Mfkn"ﬁ ﬁj\ / 'l"\.l M M | lA VWA ,"II.II'k NII'. J II l"l l'lA

Sekil 4.18. TRD7 ve TRD37 nolu populasyonlarin popiilasyonlarindan DLD
genlerini izole edilip, sekans1 yapilarak, karsilik gelen amino asit
dizileri

Chen vd. (2015), hassas ve direngli poptilasyonlardan DLD genlerini izole edip,
sekansini yaparak, karsilik gelen aminoasit dizilerini ¢ikarmislardir. ABD, Kuzey
Oklahoma 'den toplanan direngli R. dominica popiilasyonlarinda DLD'de tek bir
amino asit mutasyonu olarak P49S tanimlanmistir. Bu mutasyonu iceren PCR
urinleri, Mbol enzimi ile kesilerek direncgli alelin varligi veya yoklugu
tanimlanmistir (Sekil 4.19). DLD genindeki primer baglanma bdlgeleri ve

mutasyon noktasinin sematik gosterimi Sekil 20’de verilmistir.
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AusRARQQRDLT 22 MO LWH T LLASSVEROT LECRYGHLON LLERKY S TTHEADIVVIGEGPEG Y VARIKATD
AusRdRONRDI4E MOCHLWHT LLASS VEROTLECRYGHLONLLERKY S TTHEADIVY IGEGPLREY VAR I KATD
RdLab-5 MOCHLWHT LLASSVERQT LECRCGHLON LLFREYS TTHEARIVVIGEGREGYVARIKATY
AusRdENSRDZE 64 MOCHLWNTLLASSVERQTLECRYGHLONLLFREYS TTHEADIVVIGSGELGY VAR T HATO
AusRdE0Rd14 MOYNLWHT LLASSVKRQTLEKCRYGHLONLLFREYS TTHEADIVVIGIEGPLRGY VAR IKATO
AusRARHMSRDIDTS HOYNLWHT LLASSVKROTLECRYGHLONLLFREY STTHERADIVVIGEGRREG Y VAR IKATO
FdOK=3 MOYHLWHT LLASSVEROTLECRYGHLONLLFRKY S TTHEADIVVIGSGERCY VAR IKATD
AusSRARONRDITH HOYNLWHT LLASSVEROTLECRYGHLONLLFREKYS TTHEADIVVIGSGERGY VAR IKATO
AusSRARQEDSES MOYNLWHTLLASS VERQTLRCREYGHLON LLFEEY S TTHEADIVLIGSGPRGY VAR L KATQ

Sekil 4.19. Rhyzopertha dominica (F.) populasyonlarindan DLD genlerini izole
edilip, sekans1 yapilarak, karsilik gelen amino asit dizileri, DLD'nin
ClustalW2 tarafindan indirgenmis amino asit dizileri, mutasyona
ugramis amino asit sekanslarinin kismi, ABD ve Avustralya R.
dominica'min duyarli ve direngli bireylerden gelen dizilerin
hizalanmasinda P49S fosfin diren¢li mutasyonlar1 gostermektedir

(Chen vd., 2015).
Mutasyon noktasi ; GGTC HASSAS (PROLIN), G>A déniisiiyor. Geri primer
GATC DIRENCLI (SERIN) Mbol tanima dizisi ; GATC Eix‘l%;‘s‘lma

ACATTACTTAGTAATTTTTCATTTATGTTGGTACCTCAACACTCAGCAGTTCCAAAATCCCAAACCTGCATHEGCGAATGCACCAATCCCGGTCCAACATTTEAGPACTETEACA
ATTCCTCCTAAAAATTGCATAATAACTCAAAAATGCAATACAACCTTTGGAATACACTGTTGGCTTCATCAGTTAAAGTAAGTAAACACATTTTCCCTAA w
ATTAAAAAATGTATTTATTCAACTGGGAGAATTCGGCTTTTACGTAACGTAACCTGCAAGACTGTTATTANCATCCTGGGTAACCAGAGGTCATTAGAAGGGTEA

TGGAGAAAGCATGTGTTAAGTTTTGCAGTGATGTTCTTAATTTCAGCGACAGACT TTAAAA ACGGTCACCTTCAAAATCTGTTGTTCCGGAAATATTCGACAACACA
TGAAGCCGACATCGTAGTGATAGGG'[-ACCTGGAGGATATGTGGCAGCAAT FTAAAGTAAGATTTATGATTTATCTATCTAAATTACTGA
AGTTGATTTTGTTGTTTAGACGGTGTGTATAGAGAAAAACCCTACGCTTGGAGGTATT GGCTGTATpRR  TTAAATAACTCACACTATTA
TCACATGGCACACAGTGGTGAATTAGCGGAAAGAGGAGTTACAGGTATGACCGTTTAAACATATTTTTET fleri primer

baglanma
bolgesi

Rd-MM-F (ileri): AGGTCCAAGCGTAGGGTTTT _—p» 375 bp PCR iiriini
Rd-MM-R (geri): AACTGGGAGAATTCGGCTTT

Sekil 4.20. DLD genindeki primer baglanma bdlgeleri ve mutasyon noktasinin
sematik gosterimi

Fosfin direnci icin CAPS markerleri, direncli bocekleri tespit etmeye ve belirli
bir zararlh popiilasyonunda diren¢ yonetimi uygulamalarina yardimci oldugu
bilinmektedir. Yukaridaki molekiler markerler kullanilarak yapilan

calismalarda asagidaki sonuglar elde edilmistir.

Ankara ili Polath ve Sincan ilgeleri bugday depolarindan alinan R. dominica
popiilasyonlarinin yapilan DLD’nin genomik DNA ekstraksiyonu sonucu elde
edilen PCR triinleri P49S niikleotid dizilerini taniyan restriksiyon (kesme)
MbOI enzimi ile kesimlenmis jel gorintiileri Sekil 4.21 ve 4.22’de, Konya ili Sekil
4.23 ve 4.24’de, Sanhurfa ili Sekil 4.25, 4.26 ve 4.27'de, Izmir ili Sekil 4.28 ve
4.29'da, Tekirdag ili Sekil 4.30 ve 4.31'de, Kiitahya ili Sekil 4.32’de, Mersin,
Hatay ve Samsun illeri ise sirasiyla Sekil 4.33, 4.34 ve 4.35’de goriilmektedir.
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Sekil 4.21. Ankara RD46 popiilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile kesiminin
jel goruntisu

ekil 4.22. Ankara RD47 popiilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile kesiminin
y y
jel gorintisi

—
—
—
E
—
L
S
L
L

ekil 4.23. Konya opiilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile kesiminin
kil 4.23. Konya RD6 popiilasy it bireylerin Mbol imi ile kesimini
jel goriintiisii
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Sekil 4.24. Konya RD17 popilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile kesiminin
jel goriintiisii

Sekil 4.25 Sanhurfa RD32 poptlasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile
kesiminin jel goriintiisi

S = =) ) ) ) =) = ) o) ) B B

Sekil 4.26. Sanliurfa RD33 popiilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile
kesiminin jel goriintiisii
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Sekil 4.27. Sanhurfa RD38 popiilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile
kesiminin jel goriintiisi

Sekil 4.28. izmir RD36 popiilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile kesiminin
jel goriintiisii

Sekil 4.29. izmir RD37 popiilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile kesiminin
jel goriintiisii
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Sekil 4.30. Tekirdag RD21 popilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile
kesiminin jel gorintiisi

Sekil 4.31. Tekirdag RD44 popiilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile
kesiminin jel goriintiisi

Sekil 4.32. Kiitahya RD45 popiilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile
kesiminin jel goriintiisi
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Sekil 4.33. Mersin RD7 popiilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile kesiminin
jel goriintiisi

IR IR

Sekil 4.34. Hatay RD13 popiilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile kesiminin
jel goriintisi

R. dominica popilasyonlarina ait bireylerin Mbol enzimi ile kesiminin jel
goruntiileri degerlendirilerek elde edilen hassas ve diren¢ frekansli Mbol-CAPS
markerlerinden elde edilen bireysel genotipler ve popiilasyon aleli frekanslari

Cizelge 4.2.'de verilmistir.
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Sekil 4.35. Samsun RD54 popiilasyonuna ait bireylerin Mbol enzimi ile
kesiminin jel gorintiisi

RD46 ve RD47 (Ankara), RD6 ve RD17 (Konya), RD32, RD33 ve RD38
(Sanlhwurfa), RD36 ve RD37 (izmir), RD21 ve RD44 (Tekirdag), RD45 (Kiitahya),
RD7 (Mersin), RD13 (Hatay), RD54 (Samsun) illerinden alinan popiilasyon
ornekleri 20 ppm FAO ayiric1 doz uygulamasinda canli bireyler goriildigiinden
dolay1 LCso degerleri hesaplanmistir. RD19 (Karaman), RD55 (Diyarbakir),
RD56 (Batman) 20 ppm FAO ayirict doz uygulamasinda canli bireyler
gorulmediginden dolay1 LCso degerleri hesaplanmamigtir. Canli birey goriilen
popiilasyonlarin timiinde diren¢ aleli bulundugu tespit edilmistir. CAPS
uygulanan RD46 ve RD47 (Ankara) popiilasyonlarindan RD46’ nin 19 bireyden
16’sinin (%84,21 RR) homozigot direngli, 3 (%15.79 RS) adedinin heterozigot
direncli oldugu goriiliirken, hassas bireye rastlanilmamistir. RD47’ de 18
bireyden 16’s1 (%89,99) homozigot direngli, 2’si (%11,11) heterozigot olarak
tespit edilirken homozigot hassas bireye rastlanilmamistir. RD6 ve RD17
(Konya) popiilasyonlarindan RDé6'nin 19 bireyinden 15'inin (%78,94)
homozigot direngli, 4’tinlin (%21,05) heterozigot oldugu goriiliirken, hassas
bireye rastlanilmamistir. RD17’nin 15 bireyinde 7 (%46,66) homozigot direngli,
7 (%46,66) heterozigot ve 1 (%6,66) hassas bireye rastlanilmistir. RD32, RD33
ve RD38 (Sanlurfa) popiilasyonlarindan RD32’nin
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Cizelge 4.2. Rhyzopertha dominica (F.)’popilasyonlarinin Rph2 igcin CAPS
markerleri kullanilarak tespit edilen genotipler ve alellerin

frekansi
Popiilasyon Populasy(?nlarln alellerine gore Alellerin frekansi
diren¢ durumu
o Ornek | Birey RR RS SS o o
Alindigy 11 Kodu say1s1 %) %) (%) Raleli% | Saleli%
16 3
RD46 19 (84,21) (15,79) 0 92,1 7,89
Ankara 16 >
RD47 18 (89,99) (11,11) 0 94,44 5,55
RD6 19 15 4 0 89,47 10,52
(78,94) (21,05) ’ ’
Konya - - 1
RD17 15 (46,66) (46,66) (6,66) 70 30
RD32 18 (11080) 0 0 100 0
13 4
Sanliurfa RD33 17 (76,47) (23,53) 0 88,23 11,76
12 2
RD38 14 (85,71) (14,29) 0 92,85 7,14
RD36 18 15 3 0 91,66 8,33
e (83,33) (16,67) ’ ’
[zmir 18
RD37 18 (100) 0 0 100 0
RD21 | 18 15 3 0 91,66 8,33
. S (83,33) (16,67) ’ ’
Tekirdag 13 6
RD44 19 (68,42) (31,58) 0 84,21 15,78
Kiitahya RD45 16 > 10 L 62,55 37,5
y (31,25) | (625) | (6:25) : :
Mersin RD7 18 (11080) 0 0 100 0
10 8 1
Hatay RD13 19 (52,63) (42,1) (5,26) 73,68 23,68
Samsun RD54 16 0 (580) (580) 25 75
Karaman RD19 18 0 0 ( 11080) 0 100
Diyarbakir RD55 18 0 0 (11080) 0 100
Batman RD56 18 0 0 ( 11080) 0 100

RR:Homozigot direncli, RS:Heterezigot direncli, SS:Homozigot hassas

18 (%100) bireyi de homozigot direngli bulunurken RD33’lin 17 bireyinin
13’liniin (%76,47) homozigot direngli ve 4’liniin (%23,53) heterozigot, RD38’in
ise 14 bireyinin 12’sinin (%85,71) homozigot direncli, ikisinin (%14,29) ise
heterozigot oldugu goriilmiistiir. RD36 ve RD37 (izmir) popiilasyonlarindan
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RD36'nin 18 bireyinin 15’i (%83,33) homozigot direncli, 3’ tiniin (%16,67) ise
heterozigot oldugu, RD37 ‘nin ise 18 (%100) bireyinin tamaminin homozigot
direngli oldugu tespit edilmistir. RD21 ve RD44 (Tekirdag) popilasyonlarindan
RD271’in 18 bireyinden 15’i (%83,33) homozigot direncli bulunurken, 3’u
(%16,67) heterozigot, RD44’tin 19 bireyinin 139 niin (%68,42) homozigot
direngli ve 6’sinin (%31,58) ise heterozigot oldugu bulunmustur. RD45
(Kiitahya), RD7 (Mersin), RD13 (Hatay) ve RD54 (Samsun) popiilasyonlarinda
RD45’in 16 bireyinin 5'i (%31,25) homozigot direngli, 10’u (%62,5) heterozigot
ve biri (%6,25) hassas olarak tespit edilmistir. RD7 popiilasyonunun ise 18
bireyinin tamami (%100) homozigot direncli bulunmus olup LCso degeri de bu
durumu teyit etmektedir. RD13 popilasyonunun 19 bireyinin 10'u (%52,63)
homozigot direncli bulunurken, 8 heterozigot (%42,1) ve bir adette (%5,26)
hassas birey gorilmiustir. RD54 popiilasyonunun 16 bireyinde 8 (%50)
heterizot ve 8 (%50) homozigot hassas birey tespit edilirken, homozigot
direncli birey gorilmemistir. RD19 (Karaman), RD55 (Diyarbakir), RD56
(Batman) poptlasyonlarinin tamaminin (%100) ise homozigot hassas oldugu
tespit edilmistir. R. dominica’'min P49S polimorfizminin Ankara RD46
populasyonunda R aleli frekans1 %92,1 (35 alel), S aleli frekans1 %7,89 (3 alel),
R47 popiilasyonunda R aleli frekans1 %94,44 (34 alel), S aleli frekans1 %5,55 (2
alel) olarak belirlenmistir. P49S polimorfizminin Konya RD6 populasyonunda R
aleli frekansi  %89,47(34 alel), S aleli frekans1 %10,52 (4 alel), R17
popiilasyonunda R aleli frekanst %70 (21 alel), S aleli frekans1 %30 (9 alel),
Sanlurfa poptlasyonlar1 frekanslart RD32, R %100 (36 R aleli), RD33’ de
%388,23 R (30 R aleli), %11,76 S (4 S aleli), RD38" de %92,85 R (26 R aleli),
%7,14 S (2 S aleli) olarak hesaplanmistir. izmir RD36 populasyonunda R aleli
frekans1 %91,66 (33 alel), S aleli frekans1 %8,33 (3 alel), R37 poptilasyonunda
R aleli frekanst %100 (36 alel) olarak belirlenmistir. Tekirdag RD21
populasyonunda R aleli frekansi %92,66 (33 alel), S aleli frekans1 %8,33 (3
alel), R44 popiilasyonunda R aleli frekans1 %84,21 (32 alel), S aleli frekansi
%15,78 (6 alel) olarak belirlenmistir. Kiitahya RD45 populasyonunda R aleli
frekans1  %62,55 (15 alel), S aleli frekans1 %37,5 (7 alel), Mersin RD7
popiilasyonunda R aleli frekans1 %100 (36 alel), Hatay R13 popiilasyonunda R
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aleli frekans1 %73,68 (28 alel), S aleli frekans1 %23,68 (10 alel) olarak, Samsun
RD54 popiilasyonunda R aleli frekansi %25 (8alel), S aleli frekans1 %75 (24
alel) olarak belirlenmistir. Karaman, Diyarbakir ve Batman illerinden toplanan
R. dominica popiilasyonlarinda ise S aleli frekansi %100 (36 alel) bulunarak
gozlemlenen genotip frekanslarinin Hardy-Weinberg dengesiyle uyumlu olup
olmadigini belirlemek i¢in ki-kare testi kullanilmistir. Popiilasyonlarin genotip
frekanslar1 Hardy-Weinberg dengesinde oldugu anlasilmaktadir (Cizelge 4.3).

Sonugclarin toksikolojik ¢alismalarla uyumlu oldugu gérilmustiir.

Cizelge 4.3. Rhyzopertha dominica (F.)’ populasyonlari genotiplerine uygulanan
Hardy -Weinberge testi

) Popiilasyonlarda Istatistiki bnem
Popiilasyon . . X2 -
' i gozlenen ve beklenen genotipler (5,99) kontroli
Alindig 11 Ornek Kodu RR RS SS ’ P<0,05
RD46 16 3 0 0,14 Uygun
Ankara Beklenen 16,12 2,76 0,12
RD47 16 2 0 U
Beklenen 16,06 1,89 0,06 0,06 ygun
RD6 15 4 0 U
Beklenen 15,21 3,58 0,21 0,26 ygun
Konya
RD17 7 7 1 U
Beklenen 7,35 6,13 135 0,19 ygun
RD32 18 0 0
Beklenen BELIRSIZ
Sanlhurfa RD33 13 4 0 Uygun
Beklenen 13,24 3,53 0,24 0,3
RD38 12 2 0
Beklenen 12,07 1,86 0,07 0,08 Uygun
RD36 15 3 0 Uygun
fzmir Beklenen 15,12 2,75 0,13 0,15
RD37 18 0 0
Beklenen BELIRSIZ
RD21 15 3 0 Uygun
Tekirdag Beklenen 15,12 2,75 0,13 0,15
RD44 13 6 0 U
Beklenen 13,47 5,05 0,47 0,67 ygun
.. RD45 5 10 1
Kitahya Beklenen 6,25 7,50 2,25 1,78 Uygun
Mersin RD7 18 0 : 0
Beklenen BELIRSIZ
Hatay RD13 10 8 1 Uygun
Beklenen 10,32 7,37 1,32 0,14
Samsun RD54 0 8 8 Uygun
Beklenen 1 6 9 1,78
Karaman RD19 0 0 : 18
Beklenen BELIRSIZ
. RD55 0 0 18
Diyarbakr Beklenen BELIRSIZ
Batman RD56 0 0 _ 18
Beklenen BELIRSIZ
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Sonugclar, DLD genindeki nokta mutasyonun, R. dominica tiirlerinde fosfine karsi
diren¢ ile iligkili oldugunu, bu diren¢ geninin Tirkiye R. dominica
popiilasyonlarinda da olustugunu gostermistir. R. dominica ve T. castaneum
fosfin direncine neden olan iki gen lokusunun (rphl ve rph2) varlig1 ortaya
konmustur (Schlipalius vd., 2008; Shi vd. 2012; Mau vd. 2012a, 2012b;
Jagadeesan vd., 2012). Tek Niikleotid Polimorfizm (SNP) ¢alismalari, R. dominica
ve T. castaneum'da direng ile iliskili iki lokus, yani rph1l (tc_rphl) ve rph2
(tc_rph2) bulundugunu gostermistir (Schlipalius vd., 2002; Jagadeesan vd.,
2012). Schlipalius vd., (2012) rph2'yi, DLD olarak tanimlamis, DLD ise elektron
transferinde dogrudan rol oynayan reaktif disilfiir ve FAD kofaktori igeren,
enerji metabolizmas1 icin gerekli olan flav bagimli bir oksidorediiktaz
dihidrolipoamid dehidrogenaz olarak tanimlamistir (Patel ve Roche, 1990)
(Williams, 1992). DLD enzimi, islevsel olarak dort farkh alana sahiptir: FAD
kofaktoru icin bir baglanma yeri, NAD + substrati icin bir baglanma yeri,
distlfidi olusturan yer ve Homodimer olusumu icin gereken bir bdélge. iki
monomer, dimerize oldugunda, protein ylizeyinden aktif bolgeye disiilfit
olusturan bir gozenek olustururlar (Brautigam vd. 2005). R. dominica, T.
castaneum ve nematod Caenorhabditis elegans'da (Maupas) diren¢ gosteren
varyantlarin da bu yerlerde olustugunu gostermistir. R. dominica, T. castaneum
ve S. oryzae'deki fosfin direnci ile ilgili genetik ¢alismalar, DLD enzimini
kodlayan genden direnc¢ olusturan varyasyonlar gostermistir (Schlipalius vd.,
2012, Nguyen vd., 2016). DLD'deki mutasyonlar, R. dominica'da (Avustralya,
Hindistan, ABD, Vietnam) P49S, T. castaneum'da (Hindistan, ABD, Tiirkiye,
Vietnam) P45S ve S. oryzae'de N505T (Avustralya, Vietnam, Cin) (Schlipalius
vd., 2012; Kaur vd., 2015; Koc¢ak vd. 2015; Chen vd., 2015; Nguyen vd., 2016).
Hindistan, Tiirkiye, ABD ve Avustralya'dan toplanan R. dominica
popiilasyonlarinda P49S varyant1 ve T. castaneumun karsilik gelen (P45S)
varyantinin yaygin oldugu bilinmektedir (Schlipalius vd., 2012, Kaur vd., 2015,
Kocak vd., 2015). Baslangicta Avustralya R. dominica'da (Schlipalius et al., 2012)
bulunan farkh bir diren¢ varyanti1 (P49S) hem R. dominica (P49S) hem de T.
castaneum'da (P45S) Hindistan'da ve Tiirkiye'de ¢ok miktarda bulunmustur.

Diger tilkelerde yaygin olarak incelenmemesine ragmen, ABD, Tiirkiye, Vietnam
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ve Brezilya'da tepit edilmistir. Bu durumu Schlipalius vd., (2012) kiiresel olarak
algilanan en yaygin alel oldugunu bildirerek, P45 / 49S varyanty, her bir bolgede
bagimsiz bir sekilde ortaya c¢ikmistir ve rph2 geninin dizildigi ytzlerce
Okaryotik organizmadan baska herhangi bir yerde bulunmamaktadir. Bu,
ozellikle fosfine maruz kalan canlilarin hayatta kalma mekanizmasi anlamina
geldigini ifade etmislerdir. Avustralya'dan toplanan direngli R. dominica
popiilasyonlarinda enerji metabolizmasi i¢in gerekli DLD enzimini kodlayan
gende bes aminoasitin (P49S, P85S, K142E, N506H) yer degistirdigi tespit
edilmistir (Schlipalius vd., 2012). P49S varyantina dayanilarak yapilan bu
calismada da P49S varyasyonunun yaygin oldugu goriulmiistir. Chen vd. (2015),
tarafindan  gelistirilen = CAPS  markerleri  kullanilarak, R.  dominica
popiilasyonlarinda kuvvetli diren¢ gelisimi ve varhig1 genotipik analizler
yapilarak alel frekanslar1 belirlenmistir. Bazi alel frekanslar ile fenotip
sonucglarinda sapmalar goriilebilmektedir. Hesaplanan alel frekanslarn her
zaman Hardy Weinberg dengesinde olmayabilir, bu tir frekanslar, laboratuar
popiilasyonlarinda ortaya ¢ikabilen yakin akrabalik, stirtiklenme ve seleksiyon
gibi faktorlerden etkilenebilecegi ancak yine de bir popitilasyondaki kuvvetli
direngli bireylerin sikligi, kuvvetli direngli alelinin sikligindan tahmin
edilebilecegi bildirilmektedir (Chen vd., 2015). Metabolik dirence dahil olan
sitokrom P450 gibi ¢ok genli gruplar i¢in bilgiler ortaya ¢ikmasi, direncle ilgili
mutasyonlarin tanimlanmasi, genom c¢apinda iliskilendirmesi diren¢ yonetimi
acisindan oOnemlidir. R. dominica’da direng¢ Ozelliklerinin temelini daha iyi
anlamak icin, direncin genetik analizleri yapilmistir. Genetik caprazlamalar ve
fenotip analizi yoluyla, Collins vd. (2002), R. dominica'daki ZD’in ¢ogunlukla tek
bir gen kaynakli olduguna karar verirken, KD iki veya daha fazla genden
kaynaklandigini tespit etmistir. R. dominica'daki genetik markerleri kullanarak
yapilan baglanma analizi, direncin kuvvetli direng liretmek i¢in sinerji olusturan
iki buyiik lokus rph1 ve rph2'ye (yani, fosfin 1 ve 2 direncine) bagl oldugunu
dogrulanmistir (Schlipalius vd., 2008; Schlipalius vd. , 2002). Schlipalius vd.
(2012), rph2 genine bagh direncin enzim dihidrolipoamid dehidrogenaz (DLD)
kritik bolgelerindeki spesifik aminoasit varyantlari tarafindan verildigini tespit

etmistir. Fosfin direncinin tanimlanmasina ilave olarak, rph2 olarak tanimlanan
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dihidrolipoamid dehidrogenaz (DLD) geninde prolin’in serin’e donismesiyle
meydana gelen mutasyonun, fosfin direncinin nedeni oldugu, rph1l geniyle
birlikte bulunmasi durumunda ise kuvvetli dirence neden oldugu tespit
edilmistir. Ilaveten bu genlerin olduk¢ca korunmus bélgeler oldugu
bilinmektedir (Schlipalius vd., 2012). Jagadeesan vd. (2012). DLD, ¢ogunlukla
mitokondride enerji metabolizmasinin piriivat dehidrogenaz (PDH), a-
ketoglukarat dehidrogenaz (KGDH), dallanmis zincirli amino asit dehidrojenaz
(BCKDH) ve glisin boliinme sistemi (GCS) olusan ¢oklu enzim komplekslerine
katkida bulunur. Bu durum, fosfine direngli bécekleri kesin olarak tanimlamak
icin kullanilabilen molekiiler markerlerin temelini olusturmustur (Kaur vd.,
2013). Direncten sorumlu genlerin kesfedilmesi, zararl tiirlerde hizli, yiiksek
verimlilikte izleme ve direngli alellerin tespit edilmesini, fosfin toksisitesi ve
direncinin mekanizmalarini anlasilmasini saglamistir. Bu proje, direng testleri
icin bocekleri laboratuarda ¢ogaltmadan ve arastiricilarin strekli fosfine maruz
kalmasini 6nleyerek direng izlemesi icin markerlerin kullanimin1 géstermistir.
Popiilasyonun diren¢ durumu hizli bir molekiiler test ile tek bir bocek tizerinde
(canli veya 0lii) bir giin icinde gerceklestirilebilir ve boylece direng izleme hizi
ve verimliligi artmaktadir. Diger testlerin aksine, DNA testi, diren¢ genini
tasiyan hassas bdceklerinde tanimlanmasini saglayarak, diren¢ izleme

hassasiyetini arttirmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Direng i¢in arastiricilar ve kurumlar tarafindan degisik tanimlar getirilmistir.
IRAC (Insecticide Resistance Action Committee) tarafindan bdcek
popiilasyonlarinda, pestisit kullanimi, bazen de yanlis kullanim sonucu ortaya
cikan, zararl popiilasyonuna etiket onerisinde uygulanan insektisitin beklenen
etkiyi gostermemesi ve bu durumun kalitsal olmasi olarak tanimlanmaktadir
(Anonim 2016). Diinya Saghk Orgiitii (WHO,1958)'ne gore direng¢ “ normal bir
popiilasyondaki bireylerin cogunu 6ldiirdiigii tespit edilen zehirli bir maddenin,
belirli bir dozuna karsi, ayni tiirden diger bir popiilasyondaki bireylerin hosgorii
(tolerans) kazanma yeteneginin gelismesi” olarak ifade edilmektedir. Direnc,
gelisme siireleri kisa ve ¢ok sayida nesil veren zararlilarda kisa zamanda ortaya
cikar. Pestisit direnci ile ilgili ilk kayit 1914 yilinda ABD’de Quadraspidiotus
pernicious’'ta lime-silfiire karsi goriilen direng¢ icin bildirilmistir (Melander,
1914). Bu tarihten sonra 1946 yilina kadar, toplam 11 bdcek tiriinde
insektisitlere karsi diren¢ belirlenmistir. Zararh tiir ve bilesiklerin sayisi siirekli
olarak artmasina ragmen, olagan bir sekilde, insektisitlerin yogun, tekrar tekrar
kullanilmasi nedeniyle direng¢ vakalarinin sayisinin hizli bir sekilde arttig1 da
gorulmektedir. Dirence ait ilk bildirimden 2015 y1l1 sonuna kadar 597 ttiriin 338
bilesige toplam 14644 diren¢ durumu bildirilmistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. insektisit aktif madde miktar1 ve direncli bécek tiirii sayisindaki artis
(Sparks, T.C. ve Nauen, R., 2015)
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Diinyada ve tlkemizde depolanmis urin zararlilar ile miicadelede yaygin
olarak metil bromit ve fosfin gazi kullanilmistir. Almanya’da 1930’lu yillarda
kullanimina baslanan ve tilkemizde de 70 yildir yogun olarak kullanilmakta olan
fosfinin diistik maliyetli olmasi, kolay uygulanabilmesi ve kalinti sorunu
yasanmamasi gibi nedenlerden dolay1 kullanimi artmaktadir. Tiirkiye’de 2011
yilinda 157 ton Aliiminyum fosfit ve 12 ton Magnezyum fosfit ithalati
gerceklestirilmistir (Anonim, 2012). Metil bromidin karantina uygulamalari
disinda kullanimdan kaldirilmasiyla fumigant olarak sadece fosfin
kullanilmaktadir. Yapilan uluslararasi bir ¢alismada fosfin ve metil bromiire
kars1 82 tilkeden 849 bocek popiilasyonunda béceklerin %20'sinin fosfine ve
%>5'inin de metil bromid'e kars1 direncli oldugu, en yiiksek direng seviyesinin de
(normalin 10-12 kat1) R. dominica'da bulundugu bildirilmistir (www.fao.org).
Fosfine diren¢ durumlar1 goz ontine alindiginda o6zellikle R. dominica, Tribolium
spp. ve Sitophilus spp.’de fosfin direnci en yliksek diizeyde bulunmustur (Champ
ve Dyte 1976; Taylor, 1989). Avustralya’da yapilan ¢alismada fosfin direncinin
gorilme sikligi sirasiyla T. castaneum, S. oryzae, R. dominica, O. surinamensis ve
C. ferrugineus olarak belirtilmistir (Taylor ve Halliday, 1986). Avustralya'da,
1970'lerin ortalarinda R. dominica'da ilk kez 20-25 kat diren¢ tespit edilmis
(Champ ve Dyte, 1976), ancak R. dominica'daki kuvvetli direncg ilk kez 1997'de
tespit edilmistir (Collins, 1998). Boceklerde fosfin direncini izlemede hiz
kazandiracak olan molekiiler markerlerin belirlenmesi énemlidir. Son yillarda
yapilan calismalarda R. dominica ve T. castaneum‘un DLD geninde prolin’in
serin’e donilismesiyle meydana gelen mutasyonun, fosfin direncinin nedeni
oldugu, rph1 geniyle birlikte bulunmasi durumunda ise kuvvetli dirence neden

oldugu tespit edilmistir.

Fosfin direnci, uluslararasi alanda son yillarda énemli derecede artmaktadir ve
fosfin kullanimi icin bir tehdit oldugu goriilmektedir. Direng¢ten sorumlu
genlerin kesfedilmesi ve kullanimi bir¢ok zararh tiirtinde hizli, giivenilir izleme
saglamistir. Bu markerler ile direncin nasil ortaya ciktig1 ve mekanizmasinin
anlasilmasi etkili, siirduriilebilir diren¢ yonetimi icin o6nemli oldugu

gortilmiustiir. Fiimigantlara karsi direng, kullanilan fumigantlarin sinirh sayida
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olmasindan dolay1 miicadelede 6nemli bir problem kaynagidir. Kozmopolit olan
ve dunyanin diger bolgelerine kolaylikla tagsinan bocek tiirlerinde diisiik direng
seviyeleri bile ciddi sonuglara yol agabilir. Diinyada oldugu gibi tlkemizde de
depolanmus triin zararhlariyla miicadelede en ¢ok kullanilan fumigant fosfindir.
Fosfin kullaniminin uzun yillardir devam etmesine ragmen uygulandigl bazi
zararhlarda diren¢ durumu hakkinda birka¢ calisma olmasina ragmen, R.
dominica popiilasyonlari ile ilgili herhangi bir calisma yapilmamistir. Ulkemizde
fosfinin depo zararlilarinda olusturdugu diren¢ hakkinda ilk ¢alisma, unbiti (T.
castaneum)’'ndeki fosfin direncini ortaya koymak tlizere Kocak vd. (2015)

tarafindan yapilmistir.

Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisiine 6zellikle ambarlarda fosfinle
yapilan fumigasyon uygulamalarindan istenilen sonucun alinmadigina dair
sikayetler gelmesi, bolgesel veya lokal diizeylerde diren¢ taramasi yapilarak
zararlilarin diren¢ durumunun ortaya ¢ikarilmasi, etkili bir direng¢ yonetim
programi icin popiulasyonlarin diren¢ gelistirme potansiyeli ve direng
mekanizmalarina iliskin ayrintili bilgilere ihtiya¢ duyulmasi sonucu bu ¢alisma
alinarak tamamlanmistir. Calisma sonucunda, Hububat depolarinin bulundugu.
Ankara, Konya, Sanliurfa, {zmir, Tekirdag, Kiitahya, Samsun, Mersin, Hatay,
Karaman, Diyarbakir, Batman illerindeki iki ayr1 depodan, hububat depolama
sirasinda Toprak Mahsulleri Ofisi veya 6zel hububat depolarindan R. dominica
popiilasyonlarina ait bireyler toplanmistir. Elde edilen sonuclara gore R.
dominica Tiirkiye hububat depolarinda yaygin olarak bulunmakta ve 6nemli
zararlilardan oldugu gorilmistiir. Diinya’da 6nemli bir hububat ireticisi
konumunda olan Tirkiye’'de, insan beslenmesi ici gerekli olan bugdayin 6nemli
bir = zararlist Rdominica’nin  miicadelesinde fosfin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Uzun yillardir kullanimda olan fosfine karsi R dominica
popiilasyonlarinin yiiksek direnc gelistirdigi goriilmektedir. Ornekleme yapilan
illerden elde edilen 18 popiilasyonun 15’i yiiksek seviyede direncli bulunmas;,
Tiirkiye R. dominica popiilasyonlarinin %83’liniin fosfine yiliksek diizeyde
direncli oldugu géstermektedir. Ornekleme yapilan alanlarin genellikle ticari

depolar oldugu degerlendirildiginde, R. dominica miicadelede fosfin kullanilan
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depolarda direng¢ gelismeyen boélgenin olmadigi gorilmektedir. Diger g
popiilasyonda yiiksek seviyede olmasa da diren¢ gelisiminin basladig
gorulmiustiir. Bu durumda érnekleme yapilan ve direng¢ goriilmeyen Diyarbakir
(RD55), Karaman (RD19) ve Batman (RD56) d6rneklerinin uzun stiredir fosfine
maruz kalmadigl depo sahipleri ile yapilan goriismelerde ifade edilmistir.
Yiikksek  diren¢ goriilmeyen  Samsun(RD56) ve Kiitahya (RD45)
popiilasyonlarinda RD56 nin LDso 123.588 ppm hesap edilmis ve popiilasyonun
TMO’dan alinmasina ragmen diren¢ seviyesi diger TMO’dan alinan
popiilasyonlara gore dusiik ¢ikmistir. Heterojenlik degerlerine bakildiginda ise
popiilasyondaki bireyler arasinda homojenligin olmadigi, fosfin uygulamasina
kars1 verilecek tepkininde farkli olacagi kanaati olusmaktadir. Genelde
populasyonlarin fosfine kars1 gosterdigi logaritmik doz probit 6liim dogrulari
incelendiginde ise; populasyondaki bireylerin duyarlilik yoniinden homojen
olmadigindan, logaritmik doz-probit dogrusu saga yatay olusmustur.
Turkiye’deki R. dominica popiilasyonlarinda olasi mutasyon varligini tespit
etmek amaciyla toplanan bireylerden genetik analizleri yapilmis ve
karsilastirilmistir. Fosfin direnci ile iliskili dld geninin islevini degistiren rph2
lokusundaki genetik varyasyonlarin tespiti, fosfin direncinin hizli tespiti i¢in
DNA'yva dayali markerlerin gelistirilmesini saglamistir. R dominica
popiilasyonlarina ait bireylerin Mbol enzimi ile kesiminin jel goriintiileri
degerlendirilerek elde edilen hassas ve direng frekansh Mbol-CAPS
markerlerinden elde edilen bireysel genotipler ve popiilasyon aleli frekanslari
belirlenmistir. Sonuglar, DLD genindeki nokta mutasyonun, R. dominica
tiirlerinde fosfine karsi direng ile iligkili oldugunu, bu direng geninin Tiirkiye R.
dominica populasyonlarinin 15'inde yaygin, 3’linde ise diren¢ alelerinin
yayginlasmaya basladigin1 gostermistir. CAPS markerlerinin ytliksek fosfin
direnci icin, direngli bocekleri tespit etmeye ve dogrulamaya yardimci olacak ve
diren¢ yonetimi uygulamalarinda yararlanilacaktir. Bu c¢alisma ile Zirai
Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisiinde depo zararlis1 béceklerin fosfine karsi
diren¢ calismalarinda yiiksek diizeyde tehlike ve riskler olusturan fosfin ve
molekiiler olarak diren¢ g¢alismalarinin  yapilabilecegi  laboratuvar

olusturulmustur.
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Molekiiler teknikler, boceklerde farkli reseptor alanlarini tespit etmek ve
molekiillerin reseptor spesifikligi ve etki sekli icin taranmasi i¢in kullanilabilir.
Fonksiyonel genomik, bocek zararlilarinin genetik yapisi ve gen fonksiyonu
hakkinda bilgi edinilmesini saglar ve yeni proseslerin kesfedilmesine yol
acabilir. Zararll miicadelesindeki gelismelere, kimya, genomik, proteomik ve
molekiiler modelleme kullanarak yeni bilesiklerin sentezine yol acabilir.
Molekiiler teknikler, gen amplifikasyonu, degistirilmis gen transkripsiyonu ve
amino asitlerin yer degistirmesi gibi mutasyonlarin ve genetik siireclerin
dogasini anlamada yararlanilmaktadir. Bu, hem direncli aleller igin, hem
homozigot hem de heterozigot formlarda, o6zellikle c¢oklu direng
mekanizmalarina sahip bocek zararhlar icin veya biyokimyasal nedenlere bagh
olmayan diren¢ mekanizmalarinin anlasilmasini saglamaktadir. Insektisit
direncli boceklerin gelisimi, yeni adaptasyonlarin nasil kazanildigini incelemede

avantajlar saglamaktadir (Sharma C. H., 2008).

Fosfin direnci i¢cin molekiiler markerler endiistriyel izleme, ekolojik arastirma
ve diren¢ yonetimi uygulamalarinin degerlendirilmesi, ayni1 genlerin kiiresel
olarak fosfin direncinden sorumlu oldugunun bilinmesi, yerel testler yapmaya
veya boceklerin canli kiiltiirlerini devam ettirmeden uluslararasi olarak
karsilastirilabilir calismalar yapilmasini saglamaktadir. Bu bilgilere dayanilarak
zararli miicadelesi planlari ve stratejisini belirlemede, fosfinin rutin kullanimini

uzatacag beklenmektedir (Schlipalius vd., 2014).

Tiirkiye R. dominica poptlasyonlarinda hem etkinlik testi hem de molekiiler
olarak yapilan direng belirleme ¢alismalarinda poptilasyonlarin yiiksek diizeyde
direncli oldugu gortulmistir. Tespit edilen direnc seviyeleri 6zellikle hububat
depolarinda fosfin uygulayicilarinin zorluklarla karsilastigini ve bunu asmak
icin kendi yontemlerine basvurabileceklerini gostermektedir. Bitkileri ve
bitkisel iriinleri zararlilardan korumak icin pestisit kullanimi arttikea,
pestisitlere direncli zararli sayis1 da artmaktadir. Uygulanan pestisitin
etkisizligini gidermek icin yetistiriciler ya dozu ya da uygulama sayisini
arttirmaktadir. Bunun sonucu olarak c¢evre daha ¢ok kirlenmekte, hedef disi

organizmalara olumsuz etkiler artmakta, diren¢ kazanan zararlinin dogal
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diismanlar pestisitlerden daha fazla etkilenmekte ve dogal denge de tamamen
zararlilar lehine bozulmaktadir. Pimentel (2005), direncin ortaya ¢ikmasinin
ekonomik ve c¢evresel maliyetlerinin oldugunu, zararhilarin direnci, yeterli
miicadeleyi saglamak icin daha yiliksek dozlarda ve daha sik pestisit
uygulamalarina neden olacagini, verimdeki zararin, pestisit miktarinin
artirilmasina ragmen bile goriilebilecegini, ABD’de pestisit direncinin yillik

maliyetinin yaklasik 1,5 milyar dolar oldugunu bildirmektedir.

Fosfinin strdirtlebilir kullanimi saglamak i¢in, fosfin direnci ile ilgili sonuglar
arastiricilarin, fosfin ticareti yapanlarin, uygulayicilarin ve yoneticilerin bir
araya gelerek bir an once Tirkiye’de fosfin kullanim yonetimine gecilmesi,
ulusal fosfin diren¢ yoOnetim stratejisinin belirlenmesi ve uygulanmasi
gerekliligini gostermistir. Bu strateji; diren¢ gelisim faktorlerinin belirlenmesi,
direng¢ izleme sisteminin olusturulmasi, alternatif miicadele ydntemlerinin
kullaniminin saglanmasi, alternatif fumigantlarin kullaniminin
degerlendirilmesi, fosfin kullaniminin boélgelere gore sinirlandirilmasi, fosfinin
kullanim talimatinin yeniden hazirlanmasi, uygulama sayisinin diizenlenmesi,
fosfin uygulama dozlarinin depolara gore diizenlenmesi, hububatta fosfin
kullanimini en aza indirgemek ic¢in hijyen, sogutma, kontrollii atmosfer
uygulamalar1 ve diyatom topraklar1 olmak iizere kimyasal olmayan kontrol
yontemlerinin kullanimi {izerinde durulmasi gibi basliklarda ¢alismalara
baslanarak, Tiirkiye'nin yerli ve yabanci hububat pazarin1 korumak icin fosfin

direncini yonetim stratejisi ortaya koyulmalidir.
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