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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Tetranychus urticae KOCH (ACARI: TETRANYCHIDAE)'DE
SPIRODICLOFEN DIiRENCi VE ENDOSIMBIYONT WOLBACHIA
ARASINDAKI ILISKI

Betiil BAL

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Sibel YORULMAZ

Iki noktali kirmizidriimeek, Tetranychus urticae Koch (Acari:Tetranychidae)
diinyada birgok kiiltiir bitkisi ¢esidinde ekonomik kayiplara neden olan 6nemli bir
zararlidir. T. urticae nin miicadelesinde, uygulamasinin kolay olmasi ve kisa siirede
etki gostermesi nedeniyle kimyasal miicadele ilk sirada tercih edilmektedir. Ancak T.
urticae’nin fitofag yapisi, ireme potansiyelinin yiiksek ve yasam dongiisiiniin kisa
olmasi gibi faktorler birka¢ uygulamadan sonra akarisitlere direng gelistirmesini
kolaylastirmaktadir. Endosimbiyont Wolbachia akarlarinda i¢inde bulundugu bir¢ok
zararlida bulunmaktadir. Zararhida insektisit direnci ile endosimbiyont arasindaki
etkilesimlerin altinda yatan mekanizma, hala net olarak anlasilamamistir. Bu
calismada T. urticae'de gelisen spirodiclofen direnci ile Wolbachia varligi arasindaki
iliskinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu nedenle T. urticae'nin Wolbachia enfekteli
ve enfektesiz iki popiilasyonunda es zamanli olarak spirodiclofen seleksiyonu
yaptlmustir. T. urticae'de LC degerlerinin belirlenmesi amaciyla kuru rezidii yontemi
kullanilmigtir. Bioassay denemeler 7 doz +1 kontrol olacak sekilde ve 3 tekerriirli
olarak kurulmus ve bu islem icin akarmen hassas donemi olan larva donemi
kullanilmigtir. Olii-canli sayimlar1 7. giiniin sonunda yapilmis ve direng oranlari
belirlenmistir. T. urticae'nin Wolbachia enfekteli en son seleksiyonunda 23 kat,
Wolbachia enfektesiz son seleksiyonunda ise 103 kat spirodiclofen direnci
belirlenmistir. Her iki seleksiyon popiilasyonunda Wolbachia varligi ve frekans
yogunlugu kontrol edilmistir. Ayrica akarda spirodiclofen direncinin detoksifikasyon
enzimleri ile olan iligkisi de incelenmistir. Sonug¢ olarak, Tetranychus urticae'de
spirodiclofen direnci ve endosimbiyont Wolbachia arasinda negatif bir iligki
oolabilecegi, bu iliski kapsaminda diren¢ gelisimi tizerinde de esteraz enziminin
etkisinin bulunabilecegi diisiinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tetranychus urticae, Wolbachia, Spirodiclofen, Direng, Enzim

2022, 36 sayfa



ABSTRACT
Master’s Thesis

THE RELATIONSHIP BETWEEN SPIRODICLOFEN RESISTANCE AND
WOLBACHIA ENDOSYMBIONT IN Tetranychus urticae KOCH
(ACARI:TETRANYCHIDAE)

Betiil BAL

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Sibel YORULMAZ

Tetranychus urticae Koch (Acari:Tetranychidae) is an important pest that causes
economic losses in many varieties of cultivated plants in the world. In the fight
against T. urticae, insecticides and acaricides are effectively used. But T. urticae are
able to rapidly develop resistance to chemicals due to some of their biological
properties. It is an endosymbiont species found in many pests in Wolbachia mites. In
pests, the mechanism underlying the interactions between insecticide resistance and
endosymbiont is still not decisively understood. In this study, it was aimed to
determine the relationship between spirodiclofen resistance in T. urticae and the
presence of Wolbachia. Therefore, simultaneous selection of spirodiclofen was
performed in both Wolbachia infected (GSS) and uninfected (GSSN) populations of
T. urticae. Dry residue method was used to determine LC values in T. urticae.
Bioassay experiments were applied to the larval stage of the mite. LC studies were
established as 7 doses +1 control and 3 replications. Dead-alive counts were made at
the end of the 7th day and resistance rates were determined. In the last selection of T.
urticae with Wolbachia infection, 23-fold spirodiclofen resistance was determined,
and in the last selection without Wolbachia infection, 103-fold resistance was
determined. The presence of Wolbachia and frequency density were checked in both
selection populations. The presence of Wolbachia was found to be quite low in all
Wolbachia-infected selection populations compared to Wolbachia-infected
populations. In addition, the relationship between spirodiclofen resistance and
detoxification enzymes in mites was also investigated. As a result, it is thought that
there may be a negative relationship between spirodiclofen resistance and Wolbachia
endosymbiont in T. urticae, and that esterase enzyme may have an effect on the
development of resistance within the scope of this relationship.

Key Words: Tetranychus urticae, Wolbachia, Spirodiclofen, Resistance, Enzyme

2022, 36 pages
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1. GIRIS

Iki noktali kirmizidriimcek, Tetranychus urticae Koch (Acari:Tetranychidae)
diinyada bir¢ok kiiltiir bitkisi ¢esidinde ekonomik kayiplara neden olan 6nemli bir
zararhidir (Helle ve Sabelis, 1985). T. urticae'nin diinyada 150'den fazlasi ekonomik
oneme sahip, yaklasik 1200 bitkide zarar yaptig1 belirlenmistir (Zhang, 2003). Iki
noktali kirmizidriimeek bitki 6zsuyunu sokup emme suretiyle yapraklarda sararma,
kuruma ve dokiilmeyle dogrudan zarar yaparken, fotosentezin azalmasi ve viriis
hastaliklarinin nakliyle de dolayli zarar meydana getirmektedir (Jeppson vd., 1975).
T. urticae’nin miicadelesinde, uygulamasinin kolay olmasi ve kisa siirede etki
gostermesi nedeniyle kimyasal miicadele ilk sirada tercih edilmektedir (Van
Leeuwen vd., 2005). Zararlinin miicadelesinde akarisit kullanimi1 olduk¢a yaygin
olup, 2013 yilinda diinya akarisit pazar degerinin 900 milyon Euro oldugu
bildirilmistir (Van Leeuwen vd., 2015). Ancak 7. urticae’nin fitofag yapisi, tireme
potansiyelinin yiiksek ve yasam dongiisiiniin kisa olmasi gibi faktorler birkag
uygulamadan sonra akarisitlere direng gelistirmesini kolaylastirmaktadir (Stumpf ve
Nauen, 2001; Van Leeuwen vd., 2006). T. urticae’nin diinyada 60 tilkede 80’den
fazla akarisite kars1 direng gelistirdigi belirlenmistir (Miresmailli vd., 2006).
Ozellikle T. urticae diinya genelinde en fazla aktif maddeye kars1 direng gelistirilen
tir olarak bilinmekte (Van Leeuwen vd., 2010) ve “direng sampiyonu” olarak

tanimlanmaktadir (Dermauw vd., 2013).

Simbiyozis ilk olarak 1877 yilinda Albert Frank tarafindan “iki farkl tiirden birinin
digerinde bulunmasi veya icinde yasamasi1” olarak tanimlanmis, daha sonra 1879°da
Anten de Bary simbiyozu “farkli iki organizmanin birlikte yasamasi” seklinde
tanimlayarak, literatiire girmesini saglamistir (Sapp, 1994). Bocek tiirlerinin yaklasik
%10-20’si canliligimi siirdiirmek ve iireyebilmek igin obligat bakterilere bagimlidir
(Douglas, 1989). Boceklerde bulunan simbiyontlar konukgularina gesitli avantajlar
saglayabilmektedir. Bu avantajlar arasinda besin takviyesi, ¢evresel olumsuzluklara
tolerans, konukgu-bitki uyumunu saglamak, boceklerde bagisiklik sistemini
giiclendirmek sayilabilmektedir (Oliver vd., 2010; Weiss ve Aksoy, 2011).
Boceklerde oldukca yaygin olan simbiyotik bakteriler konukcularinda ¢ok degisik
etkiler gostermektedir. Evrimsel siirece bagl olarak konukgu simbiyont iligkileri

obligat ya da fakiiltatif olabilmektedir. Obligat olan primer simbiyontlar bitki
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6zsuyunda bulunmayan temel aminoasitleri, vitaminleri ve faydali pek ¢ok bilesigi
konuk¢usu olan boceklere saglamaktadir. Besin saglamalarmin  yani sira
simbiyontlarin beslenmeyle ilgili bilesiklerin hatta insektisitlerin
detoksifikasyonundan sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir. Baz1 boceklerde dogal
diismanlara kars1 gosterilen farkli savunma reaksiyonlar1 fakiiltatif olan sekonder
simbiyontlar ile iliskilendirilirken baz1 simbiyontlarin sicaklia karsi tolerans
gosterdigi bilinmektedir. Ayrica bazi endosimbiyontlar vektér boceklerin viriis
tasima yeteneklerini de etkileyebilmektedir (Giiz vd., 2015). Sekonder simbiyontlar
(S-simbiyont); obligat simbiyontlarin aksine konuk¢usunun hayatini devam ettirmesi
icin gerekli degildir. Sekonder simbiyotik iligkisi fakiiltatif bir iliski olup konukcu
acisindan faydali ya da zararli olabilir (Buchner, 1965; Baumann, 2005; Harris vd.,
2010). S-simbiyontlar konukgu viicudunda daginik olarak ya da spesifik dokulara
Ozellesmis halde bulunabilirler (Brumin vd., 2012). Bu simbiyontlar deneysel olarak
enfekte olmamis konukgulara aktarilarak bu konukgulara yerlesmeleri saglanabilir.
S-simbiyontlar genellikle anneden yavruya aktarilirlar. Bu 6zellikleri simbiyotik

bakterilerin boceklerle miicadelede kullanilmasini kolaylastirir (Giiz vd., 2015).

Wolbachia ilk kez 1924 yilinda Herting ve Wolbachia tarafindan sivrisinegin tireme
dokularinda saptanmigtir. Bunun ilk tanimlanmasi ayni sinek tiiriinde 1936 yilinda
Wolbachia pipientis olarak Herting tarafindan yapilmistir (Hertig ve Wolbach, 1924;
Lo vd., 2007). Bu bakteri obligat, hiicre igi organizma olup, bazi artropod ve
nematodlarda kiitikiila altinda hipodermis hiicrelerin i¢inde buna ilaveten disilerde
ovaryum, ookist ve uterustaki embriyonik gelisim devrelerinde bulunur (Werren,
1997; Cordaux, 2001). Bu durum bakterinin vertikal olarak tasinabildigini de
gostermektedir (Werren, 1997). Kokoid veya basilliform seklinde olan bu bakteri,
¢ift membranli, ribozomal graniillii ve ortalama 0.8-1.3 pum uzunlugunda olup diinya
genelinde ¢ok yaygindir. Yapilan aragtirmalarda 63 artropod tiirtinden (Aracnida 2,
Insecta 61) 48’inde (%76), 20 nematod tiiriiniin 18’inde (%90) Wolbachia tespit
edilmistir (Stouthamer, 1999; Sinkins, 2000). Wolbachia bocek tiirlerinin en az
%20’sini (Werren vd., 1995; Jeyaprakash ve Hoy, 2000; Bordestein vd., 2003),
nematodlarin ise neredeyse tamamini infekte eder (Bandi vd., 2001). Akarlar ve
Wolbachia endosimbiyontu arasindaki iligki hala net olarak bilinmemesine ragmen,
Tetranychidae familyasi icerisinde yer alan bazi fitogaf akar tiirlerinde Wolbachia
varlig1 ¢alismalarda bildirilmistir (Vala vd., 2002; Gotoh vd., 2003; Zang vd., 2013;
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Zele vd., 2018; Pina vd., 2020). Wolbachia, ftsZ (hiicre boliinmesi geni), groEL
(bakteriyel 1s1 sok proteini), gltA (sitratsentaz) ve dnaA gen sekanslarina bagli olarak
A’dan H’ye kadar altt gruba ayrilmistir. Wolbachia’min A ve B genotipleri
artropodlarin biiyiilk bir kismini, C ve D genotipleri nematodlari, E genotipi
springtailleri (Sigrarkuyruklular), F genotipi bazi artropod ve nematodlari, G genotipi
ortimcekleri ve H genotipi de termitleri enfekte etmektedir (Stouthamer, 1999; Lo
vd., 2007; Mergot ve Poinsot, 2009). Wolbachia hem canli parazitlerden hem de
parazitlerin dogal 6liimii, mikrofilarial yikimlanma ve farmakolojik miidahale sonrasi
Olen parazitlerden salinmaktadir (Taylor vd., 2001). Bireyler arasindaki Wolbachia
yatay olarak gecebilir. Bunun bir yolu da avciliktir. Bocek tiirlerinin %52'sinin
Wolbachia ile enfekte olmasina ragmen, ¢ogu tiiriin enfeksiyon sikliginin %50'nin
¢ok altinda oldugu gosterilmektedir (Sazama vd., 2019). Arthropodlarin %80’ine
yakin bir kisminda rastlanan Wolbachia; konukgusunda sitoplazmik uyusmazlik,
erkek bireylerin 6limii, disilesme (feminizasyon) ve partenogenik bireylerde
telytokinin artis1 gibi bir takim iireme degisimlerine yol agmaktadir (Breeuwer vd.,
1992; Stouthamer vd., 1999). Akarlarda ise sitoplazmik uyusmazlik simdiye kadar
sadece Wolbachia i¢in kanitlanmistir (Perotti, 2004). Wolbachia nin saptandigi
bocek takimlari Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Hemiptera, Lepidoptera ve
Orthoptera olarak belirtilmistir (Dedeine vd., 2001). Bakteriyel endosimbiyontlarin
boceklerde beslenmenin iyilestirmesi (Zientz vd., 2004), termal tolerans (Dunbar vd.,
2007) veya artmis patojen/parazitoit direnci (Kaltenpoth, 2009) gibi ¢esitli saglik
avantajlar1 sagladign da gosterilmistir. Ozellikle tarimsal diriinlerde zararli olan
boceklerin ve diger arthropodlarin endosimbiyontlar ile kurduklar iligkinin tam
olarak aydinlatilmas: bilylik 6nem arz etmektedir. Ciinkii zararlilar ile miicadelede
yeni, ¢evreye duyarli ve daha etkili yontemler gerekmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
ayni tiir bocegin farkli bolge ve/veya {lilke popiilasyonlarinda, endosimbiyont
komposizyonu farklilasmaktadir. Ayni tiir bocegin farkli bolge ve/veya iilke
popiilasyonlarinda, endosimbiyont kompozisyonun farklilastigi da bilinmektedir.
Ozellikle sekonder endosimbiyont olan bakterilerin bu 6nemli 6zelliklerinden

faydalanarak yeni, ¢evreye duyarli ve daha etkili zararli miicadelesi yapilabilir.

Zararlhlarda insektisit direnci ile endosimbiyont arasindaki etkilesimlerin altinda
yatan mekanizma, hala net olarak anlagilamamistir. Simbiyontlarin detoksifikasyon

yetenekleri ve hizli evrim siiregleri goz oniine alindiginda konukgularinda olusan

3



insektisit direncine katki saglayabilecekleri disiiniilmektedir (Su vd., 2013).
Endosimbiyontlarin  konuk¢u durumunu modiile etmede, toksik bilesikleri
detoksifiye etmede ve konukgularinin gen ifadesini degistirmede rollerinin 6nemli
olabilecegi tahmin edilmektedir. Aromatik ester hidrolaz, glukozidaz, fosfataz ve
glutatyon transferaz gibi detoksifiye edici enzimlerin endosimbiyontlar tarafindan
aktive edilebilecegi ve bunun da zararlida gelisen insektisit direncinde rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin, Riptortus pedestris (Hemiptera:
Alydidae)'de Burkholderia simbiyotik bakterisinin organofosforlu pesitisitlere karsi
koruma sagladig tespit edilmistir (Kikuchi vd., 2012). Baska bir ¢alismada, Bacillus
thrungiensis’in Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) larvalarini simbiyont
Enterobacter sp. olmadan o6ldiiremedigi bildirilmistir (Broderick vd., 2006).
Insektisit direnci ile simbiyontlar arasindaki etkilesimler hakkinda bilinmeyen pek
¢ok sey olmasma ragmen, fakiiltatif endosimbiyontlarin zararlilarda insektisit
direncinde kosullu degisikliklere yol acabilecegi c¢alismalarda bildirilmistir.
Endosimbiyontlar ve zararlida gelisen insektisit direnci arasinda pozitif, negatif veya
notr etki olabilecegi ve bu durumun da arastirilmaya deger oldugu diisiiniilmektedir.

Ozellikle  Tetranychidae familyasinda varhig tespit edilen Wolbachia
endosimbiyontunun kimyasallara kars1 hizli direng gelistirme yetenegine sahip olan
T. urticae tizerindeki etkisinin bilinmesi zararlinin miicadelesinde yeni yaklagimlarin
gelistirilebilmesi agisindan son derece 6nemlidir. Bu nedenle, ¢alismada T. urticae'de
spirodiclofen direnci ve Wolbachia endosimbiyontu arasindaki olast pozitif, negatif
veya notr etki iliskisi aragtirnllmistir. T. urticae'nin Wolbachia enfekteli ve enfektesiz
iki popiilasyonunda spirodiclofen direng gelisimi belirlenmistir. Her iki
popiilasyonda da spirodiclofen direnci ile Wolbachia endosimbiyont varligi,

yogunlugu ve bazi detoksifikasyon enzim miktarlari arasindaki iliski incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Vala vd. (2002), T. urticae’de Wolbachianin 6miir uzunlugunu etkilemedigini,

hayatta kalma egrilerinde bir degisiklige neden oldugunu belirlemislerdir.

Gotoh vd. (2003), Japonya'daki 42 Tetranychidae tiiriiniin yedisinin (%16.7)

Wolbachia ile enfekte oldugunu belirlemislerdir.

Ghanim ve Kontsedalov (2009), Rickettsia ile enfekteli Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) popiilasyonunun enfekte olmayan beyazsinek popiilasyonuna gore
tiametoksam, imidacloprid, acetamiprid, piriproksifen ve spiromesifene daha fazla

direnc gelistirdigini bildirmislerdir.

Kikuchi vd. (2012), Riptortus pedestris’e (Hemiptera:Alydidae) ait Burkholderia
simbiyotik bakterisinin organofosforlu pesitisitlere karsi direng gelisiminde etkili

olabilecegini bildirmislerdir.

Zang vd. (2013), Cin'de Tetranychus tiirlerinde (Tetranychus truncatus, Tetranychus
urticae, Tetranychus pueraricola ve Tetranychus phaselus) Wolbachia
endosimbiyontunu incelemislerdir. Tim Tetranycus tiirlerinin Wolbachia ile

enfekteli oldugu belirlenmistir.

Zélé  vd. (2018), Tetranychidae familyasinda en yaygmn endosimbiyont

kombinasyonunun Wolbachia ve Cardinium olabilecegini bildirmislerdir.

Pina vd. (2020), T. truncatus’da Wolbachia ve Cardinium veya Spiroplasma ve
Rickettsia kombinasyonlarini gosterdigini, T. evansi, T. ludeni ve T. urticae'nin ise

sadece Wolbachia ve Cardinium kombinasyonlarini gosterdigini bildirmislerdir.

Xie vd. (2011), Tetranychus urticae’de Wolbachia ile enfekteli olmayan disilere

kiyasla, enfekteli olan disilerin artan dogurganlik gosterdigini bildirmistir.



Breeuwer (1996), Wolbachia'nin, Tetranychus urticae ve T. turkestani'de enfekteli ve
enfekteli olmayan bireyler arasindaki caprazlamalarda sitoplazmik uyumsuzlugu

ortaya ¢ikardigini bildirmistir.

Kogak vd. (2019), Sitophilus oryzae populasyonlari toplam 12 lokasyondan
toplanmis ve molekiiler yontemler ile Wolbachia varligi arastirilmistir. Zararli igin

toplanan 120 6rnekten 118 (%98.33)’inde Wolbachia tespit edilmistir.

Karaman vd. (2020), Eurygaster integriceps popiilasyonlar1 toplam 15 ilden
(Adiyaman, Agri, Bing6l, Bursa, Canakkale, Diyarbakir, Edirne, Kahramanmaras,
Kirklareli, i¢el, Sakarya, Siirt, Sirnak ve Tunceli) toplam 150 adet erkek siine bireyi
toplanmigtir. Wolbachia bulunma oraninin bolgeler diizeyinde %85-98 diizeyinde
oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak, Wolbachia’nin E. integriceps tiiriinde yaygin

olarak (%94.6) bulundugu goriilmiistiir.

Liu vd. (2019), Wolbachia’nin Bemisia tabaci’de acetamiprid ve spiromesifen
direncini artirdigini, ancak diafenthiurona olan direncini artirmadigini tespit

etmislerdir.

Vala vd. (2004), Tetranychus urticae’de Wolbachia simbiyontu ile enfekte olmayan
disiler tercihen enfekte olmamis erkeklerle ciftlesirken, enfekte disilerin yavrularini

bir araya getirerek kardes ¢iftlesmesini tesvik ettigini belirlemislerdir.

Unal vd. (2019), Adana, Konya, Izmir, Samsun ve Istanbul illerindeki hububat
depolarindan 10 adet C. ferrugineus popiilasyonu toplanmislardir. Toplam 10
popiilasyondan fii¢iinde Wolbachia, altisinda Rickettsia ve bir popiilasyonda ise
Spiroplasma belirlenmistir. Tiirkiye genelinde 10 popiilasyondan yedisinin (%70) bir

endosimbiyontla bulasik oldugu goriilmiistiir.

Kogak vd. (2019), Oryzaephilus surinamensis L. popiilasyonunda endosimbiyont ile
Tirkiye genelinde %49 oraninda bir bulasma yogunlugu oldugu; bu oranin ise %28’
Wolbachia, %14’i Rickettsia ve %?7’sinin Spiroplasmasma'ya ait oldugu

saptanmistir.



Yaman vd. (2019), Sitophilus oryzae (L.) popiilasyonlarinda Rickettsia
endosimbiyontunun  enfeksiyon yiizdesinin  %55.5 oldugu belirlenmistir.
Wolbachia'nin enfeksiyon yiizdesinin %22.2 ve Spiroplasma'nin ise enfeksiyon

yiizdesinin %8.3 olarak oldugu belirlenmistir.

Li vd. (2018), Laodelphax striatellus'de buprofezene duyarli populasyon ve direngli
popiilasyondaki endosimbiyontlarin tiirlerini ve enfeksiyon orani incelemislerdir.
Wolbachia enfeksiyonoranlarinin hem direngli popiilasyonda hem de duyarl
popiilasyonda %100 oldugunu, ancak direngli popiilasyondaki Wolbachia
yogunlugunun duyarli popiilasyonunkinden 6nemli Slgiide daha yiiksek oldugunu

belirlemislerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Tetranychus urticae Orjini ve Yetistirilmesi

Caligmada 2001 yilindan itibaren herhangi bir pestisite maruz kalmadan iklim
odasinda tretimi yapilan T. urticae’nin hassas (GSS) popiilasyonu kullanilmistir.
GSS popiilasyonunda yapilan 6n ¢alismalar sonucunda Wolbachia endosimbiyontu
ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. GSS popiilasyonuna antibiyotik uygulanmasi
sonucunda elde edilen Wolbachia enfektesiz popiilasyon ise GSSN olarak
adlandirilmigtir. GSS ve GSSN popiilasyonlart spirodiclofen seleksiyonlar1 igin
baglangi¢ popiilasyonlari olarak kullanilmistir. T. urticae popiilasyonlarinin iiretimi
26+2°C sicaklik, %60+5 orantili nem ve 16 saat aydinlatma kosullar1 saglanan iklim
odalarinda ve fasulye (Phaseolus wvulgaris L. var. Barbunia) bitkisi tizerinde
yapilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Fasulye bitkisi tizerinde Tetranychus urticae popiilasyonunun tiretilmesi

3.2. Tetranychus urticae’de Endosimbiyontlarin Molekiiler Olarak Belirlenmesi

T. urticaemin GSS popiilasyonunda endosimbiyont varliklarini belirlemek igin 50
adet disi ergin akardan toplu bir sekilde DNA izolasyonu yapilmistir. Endosimbiyont
frekansin1 belirlemek i¢in ise DNA, akarlardan bireysel olarak izole edilmistir.
Frekans belirlemek i¢in 10-20 akar kullanilmistir. Total DNA izolasyonu
QiagenDNeasy Blood & Tissue Kit ile firmanin talimatlarina uyularak
gerceklestirilmistir. Kisaca, yaklasik 50 adet ergin disi akar (bireysel izolasyon i¢in



tek akar) 1.5 ml’lik tiipe aktarilmistir. Ardindan tizerine 180 ul Buffer ATL ve 20 ul
Proteinaz K eklenip dnceden otoklavlanmis plastik eziciler ile ezilmistir. Daha sonra
tiipler gece boyunca 56°C’de inkiibe edilmistir. Tiiplere, 200 ul Buffer AL ve 200 pl
%96-100’lik ethanol eklenmistir. Biitlin asamalarinda arasinda Ornekler
vortekslenmistir. Elde edilen tiim sivi, kit icerisinde hazir halde DNeasy Mini
spincolumn isimli filtreli tiiplere aktarilmis ve 8000 rpm’de 1 dakika siiresince
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi filtreden alta gegen sivi atilmistir. Sonrasinda,
ornekler sirasiyla 500 pl Buffer AW1 (yikama sonrast 8000 rpm’de 1
dakikasantrifiij) ve 500 ul Buffer AW2 (yikama sonrasi 13 000 rpm’de 3 dakika
santrifiij) sivilart ile yikanmistir. Yikama sonrasinda DNeasy Mini spincolumn
filtresi, 2ml’lik steril tiiplere yerlestirilmis, 100-200 pl eliisyon sivisi (tek akar icin
50 pl) ile yikanmis, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve DNA elde edilmistir.
PCR c¢aligmalart igin kullanmak 1tizere elde edilen DNA’larin kalitesi

spektrofotometre araciligiyla belirlenmistir.

Wolbachia, Cardinium, Rickettsia ve Spiroplasma Tetranychidae familyasinda
belirlenmis endosimbiyontlardir (Zele vd., 2018). Bu nedenle GSS popiilasyonunda
bu endosimbiyotlarun varligi kontrol edilmistir. Endosimbiyont bakterilerin varligini

saptamak amaciyla asagidaki primerler kullanilmigstir;

Wolbachiawsp-F TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAACTAGCTA wsp-R
AAAAATTAAACGCTACTCCAGCTTCTGCAC (JeyaHprakazsgo\S
oy,

Cardinium CLO_F1_16S GGA ACC TTA CCT GGG CTA GAATGT ATT
CLO_R1_16S GCC ACT GTCTTC AAG CTCTACCAAC (Pina vd., 2020)

Rickettsia Rb_F GCT CAG AAC GAACGCTATC
Rb_R GAA GGA AAG CAT CTC TGC (Pina vd., 2020)

Spiroplasma Spoul-F GCT TAACTC CAG TTC GCC
Spoul-R CCT GTC AAT GTT AACCTC (Pina vd., 2020)

PCR reaksiyonu i¢in toplu izole edilen akarlardan 2 pul DNA kullanilip 35 dongii
gerceklestirilirken, tek akardan izole edilen DNA’dan ise 5 ul DNA kullanilmis ve
40 PCR dongiisti gerceklestirilmis. PCR reaksiyonu icin SolisDyne PCR MasterMix
kullanilmistir. Bu mix igerisinde dNTP, MgCl2 gibi PCR i¢in gerekli olan diger

bilesenleri bulundurmaktadir. PCR reaksiyonlar1 yukarda belirtilen referans



caligmalardaki gibi yapilmistir. Yapilan 6n denemeler sonrasi referans yayinlardaki

reaksiyonlar, ¢alismada kullanilacak mastermix ile uyumlu bir sekilde ¢alismistir.

PCR reaksiyonu sonrasi, endosimbiyont varligini tespit etmek amaciyla %2°lik (TAE
buffer kullanarak) jel hazirlanmis ve 45-60 dakika siiresiyle elektroforezde
kosturulmustur. Son olarak jel UV 1s1ik altinda goriintiilenmis ve fotograflanmistir.

Tespit edilen bantlar bireysel disi akarlarda endosimbiyont varligini géstermistir.

3.3. Akarisit

Calismada IRAC etki mekanizmast listesinde 23. grupta yer alan Spirodiclofen etken
maddeli ticari bir preparat (ENVIDOR 240 SC) kullanilmustir. Spirodiclofen
tetronikasit tiirevleri icerisinde bulunan selektif, sistemik olmayan son donemde
yaygin olarak kullanilan bir akarisittir (Van Pottelberge vd., 2009). Bu akarisit
zararlilarda lipid biyosentezini engelleyerek ve karboksilesteraz enzim aktivitesini
inhibe ederek etki gostermektedir (Bretschneider vd., 2007).

3.4. Antibiyotik Uygulamasi

Wolbachia, Cardinium, Rickettsia ve Spiroplasma Tetranychidae familyasinda
belirlenmis endosimbiyontlardir (Zele vd., 2018). Bu nedenle GSS popiilasyonunda
bu endosimbiyotlarun varligi kontrol edilmistir. Yapilan 6n calismalarda GSS
popiilasyonunun bu doért endosimbiyonttan yalnizca Wolbachia endosimbiyontu ile
enfekteli oldugu belirlenmistir. Calismada Wolbachia endosimbiyontu bulunmayan
T. urticae popiilasyonunu elde etmek amaciyla Tetrasiklin antibiyotigi GSS
popiilasyonuna uygulanmistir. 9 cm petri kaplarina %0.05 (w/v) antibiyotikle
islatilmis  pamuklar yerlestirilmistir. Pamuk {izerine fasulye yaprak diskleri
konmustur. 24 saat sonra ayni yastaki 50 adet T. urticae yumurtas: fasulye yaprak
diskleri iizerine aktarilmistir (Sekil 3.2). Petri igerisindeki pamuk antibiyotigin
pamuga gecisinin devam edebilmesi amaciyla hergiin 1slatilmistir. Daha sonra
yumurtadan yeni ¢ikan larvalar yaprak yeni yaprak diskler iizerine yerlestirilmis ve
pamugu 1slak tutmak i¢in her giin saf su eklenmistir. Boylece akarlar bir nesil
boyunca antibiyotik altinda yetistirilmistir (Gotoh vd., 1995). 3 giin ara ile pamuk ve

tizerindeki yaprak diskler yenilenmistir. Antibiyotigin 151k ile temasa ge¢mesini
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engellemek amaciyla petriler 1g1ksiz ortamda tutulmustur. Petri igerisindeki larvalar
ergin hale ulastiktan sonra antibiyotik bulunmayan pamuk ve yaprak diskler {izerine
alinmigtir. Yaklagik bir ay sonra (en az 3 generasyon gegtikten sonra) bu
popiilasyonun Wolbachia ile enfekteli olup olmadigi PCR c¢aligmalart ile
belirlenmistir. ~ Antibiyotik uygulamasi  sonucunda T. urticae'nin  GSS
popiilasyonunda Wolbachia endosimbiyontu ile enfektesiz olan bir popiilasyon elde
edilmistir. Bu popiilasyona GSSN popiilasyonu ad1 verilmistir. Boylece T. urticae'de
Wolbachia enfekteli ve Wolbachia enfektesiz iki popiilasyonu ile es zamanli olarak

spirodiclofen seleksiyonuna baglanmistir.

Sekil 3.2. Antibiyotik uygulamasi

3.5. Spirodiclofen Seleksiyonu

Tetranychus urticae’nin Wolbachia enfeksiyonlu (GSS) ve Wolbachia enfeksiyonsuz
(GSSN) iki popiilasyonu spirodiclofen seleksiyonlar i¢in baslangic popiilasyonlari
olarak kullanilmistir.  Seleksiyon islemleri i¢in Oncelikle her iki akar
popiilasyonundada spirodiclofen i¢in LCsp belirlenmistir. Her iki akar popiilasyonu
icin de tim LCso denemelerinde T. urticae'nin larva doénemine spirodiclofen
uygulamalar1 yapilmistir. Denemeler 1 kontrol+7 doz, her doz i¢in 3 tekerriir olacak
sekilde kurulmustur. Spirodiclofen uygulama dozu belirlenirken ilk dozda %90'dan
az kontrol grubunda ise %10'dan fazla 6liim olmamasi1 dikkate alinmistir. Her
tekerriir i¢in petri igerisine 25 adet akar larvasi eklenmistir. Her doz igin %50

seyreltilerek hazirlanan spirodiclofen konsantrasyonlar: ile petriler ilaglama kulesi

11



yardimiyla yaprak yiizeyine 1 bar basingta 2 mL ila¢g gelecek sekilde ilaglama
yapilmustir (Sekil 3.3). Olii-canli sayimlar1 7. giin sonunda yapilarak LCso ve LCeo
degerleri belirlenmistir. Her iki akar popiilasyonu igin seleksiyon dozu olarak
spirodiclofen i¢in belirlenen LCgo degerleri kullanilmistir. LCso degeri ise seleksiyon
popiilasyonlarinda  spirodiclofen diren¢ katlarinin belirlenebilmesi amaciyla
kullanilmigtir. Bu amagla seleksiyon popiilasyonlarinin belirlenen LCso degerleri
baslangic popiilasyonlarimin  belirlenen LCsp degerlerine oranlanmasi ile
spirodiclofen diren¢ katlar1 belirlenmistir. Seleksiyon islemi i¢in 9 cm. c¢apindaki
petriler igerisinde bulunan yaprak diskleri tizerine 50 adet akar larvasi aktarilmigtir
(Sekil 3.4). Seleksiyon islemi 15 tekerriir olarak yiirtitiilmistiir. LCeo dozu petrilere
ilaclama kulesinde 1 bar basing altinda yaprak iizerine 2 mL olacak sekilde
uygulanmustir. Petriler 26+1°C sicaklikta %60-65 nem ve 16:8 (A/K) fotoperiyot
kosullarinda 7 giin birakilmistir. Uygulamadan 7 giin sonra canli kalan bireyler temiz
bitki tlizerine aktarilmistir. LCso dozu her seleksiyon popiilasyonu i¢in yeniden
belirlenerek popiilasyonlar seleksiyon baskisina maruz birakilarak  direng
kazandirilmigtir. Spirodiclofen seleksiyonlari iki T. urticae popiilasyonu igin es
zamanli olarak yiritilmistir. T. urticae’nin GSS ve GSSN popiilasyonlarinda

seleksiyon ¢aligmalart 10. seleksiyona kadar devam ettirilmistir.

Seki 3.3. Ilaglama kulesi
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Sekil 3.4. Seleksiyon denemeleri

3.6. Seleksiyon Popiilasyonlarinda Wolbachia Endosimbiyontunun Molekiiler

Yontemle Belirlenmesi

T. urticae'nin GSS ve GSSN popiilasyonlarinda spirodiclofen ile seleksiyon
gerceklestirilirken iki  seleksiyon aralikla Wolbachia varligi ve frekansi
belirlenmistir. DNA izolasyonu ve frekans belirlenmesi 3.2 kisminda bahsedildigi
sekilde gerceklestirilmistir. Oncelikle toplu akardan bakteri varlig1 belirlenmis, tespit
edilmesi durumunda 10-20 ergin disi akar kullanilarak frekans belirlenmistir.
Boylece T. urticae'de spirodiclofen direng artis1 ile Wolbachia frekansi arasindaki

iligki ortaya koyulmaya ¢alisilmistir.

Seleksiyon sonunda ve basinda bireysel olarak izole edilen akarlardan, Wolbachia
tespit edilmesi halinde, en c¢ok 10 adet olacak sekilde niikleotit dizilimi
belirlenmistir. Bu sayede, spirodiclofen direngli ve direngsiz bireylerde, Wolbachia

frekansinin yaninda, dizilimde gergeklesebilecek degisimler tespit edilmistir.

3.7. Esteraz, Glutathion S-transferaz (GST) ve P450 Monoksigenaz Enzim
Aktiviteleri

T. urticae'nin GSS ve GSSN popiilasyonlarinda spirodiclofen ile seleksiyon
gerceklestirilirken iki seleksiyon aralikla esteraz, GST ve P450 monoksigenaz enzim

aktiviteleri belirlenmistir.
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Esteraz aktivitesinin kinetik olarak belirlenmesinde substrat olarak o—naphtylacetate
ve Stumpf ve Nauen (2002)’in gelistirdikleri yontem kullanilmistir. 20 adet ergin disi
100 pl sodyum fosfat buffer (0.1M, pH:7.5) (%0.1 Triton X-100 igeren) iginde
homojenize edilmistir. Bu homojenat 10 000 g, +4°C’de ve 5 dk santrifiij edildikten
sonra enzim kaynagi olarak kullanilmigtir. Enzim kaynagi olarak kullanilan
supernatant 10 kat seyreltilmistir. Mikroplaka hiicrelerine 25 pl supernatant + 25 pl
fosfat buffer (0.2 M, pH:6) konulmustur. Caligma hiicrelere 200 pl substrat
soliisyonunun eklenmesiyle baslatilmistir. Substrat soliisyonu 30 mg fastblue RR
tuzunun 50 ml 0.2 M sodyum fosfat buffer’da ¢oziilmesi ve bu karigima 500 ul 100
Mm o - naphtylacetate’in eklenmesiyle elde edilmistir. Enzim aktivitesi 23°C, 450

nm’de 10 dk siireyle okunmustur.

GST enziminin Kkinetik olarak belirlenmesinde Stumpf ve Nauen (2002)’in
gelistirdikleri yontem kullanilmistir. 30 ergin disi 300 pl Tris HCL buffer (0.05M,
pH:7.5) icinde homojenize edilmistir. Supernatant 10 000g, +4°C’de 5 dksantrifiij
edilmistir. 100 pl supernatant, 100 ul 1-chloro-2,4- dinitrobenzene (CDNB) ve 100
ul reduced glutathione (GSH)’dan olusan toplam hacim mikroplaka hiicrelerine
konulmustur. CDNB %0.1 ethanolde hazirlanmis ve final konsantrasyonda
hiicrelerde 0.4 mM CDNB bulunmustur. Absorbanstaki degisim 340 nm, 25°C’de ve
5 dk’da okunmustur.

Sitokrom P450 monooksigenaz enziminin belirlenmesinde substrat olarak p-
nitroanisole (PNOD) ve Rose vd. (1995), yontemi uyarlanarak kullanilmigtir. 50 adet
disi birey 100 pl homojenizasyon buffer’da (0.05 MTris-HCI + %1.15 KCI + 1mM
EDTA pH (7.7) plastik ezici ile ezilmis +4°C 10 000 g’de 20 dk santrifiij edilmistir.
Mikroplaka hiicrelerine 45 pL homojenizasyon buffer + 45 uL supernatant+100 pL
2mM PNOD eklenerek karistm 30°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Reaksiyon
mikroplaka hiicrelerine 10 uL 9.6 mM NADPH eklenerek baglatilmistir. P450 enzim
aktivitesi Versamax kinetik mikroplate okuyucuda (Molecular Devices) 405 nm

30°C’de 15 dk stireyle dl¢lilmiistiir.

Biyokimyasal ¢aligsmalarda, kontrol hiicreleri ise homojenatsiz olarak okunmustur.

Enzim okumalar1 dort tekerriirlii olarak yapilmistir. Tiim enzim aktiviteleri Softmax
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PRO software programinda analiz edilerek sonuclar mOD min™ mg? protein olarak
verilmistir. Orneklerin toplam protein miktarlarinin belirlenmesinde Bradford
(1976)’un total protein tayin yontemi kullanilmis ve Bovine Serum Albumine (BSA)
standart olarak alinmistir. Enzim sonuglarindan elde edilen veriler tek yonlii varyans
analizi teknigi ile (One-Way ANOVA) analiz edilmis ve popiilasyonlar arasindaki

farkliliklarin belirlenmesinde Tukey testi kullanilmisgtir.
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4. BULGULAR

4.1. Tetranychus urticae’de Endosimbiyontlarin Molekiiler Olarak Belirlenmesi

Orijin olarak kullanilan T. urticae’nin GSS popiilasyonunda artropodlarda yaygin
olarak bulanan 4 endosimbiyont bakterinin varligi arastirilmistir. Wolbachia(1),
Cardinium(2), Rickettsia(3) ve Spiroplasma(4) bakterileri arasindan baslangi¢
popiilasyonunda sadece Wolbachia tespit edilmistir (Sekil 4.1). Bdylece GSS
popiilasyonunun amacimiz olan Wolbachia — akarisit iligkisinin tespit edilmesine

olduk¢a uygun bir popiilasyon oldugu ortaya koyulmustur.

Sekil 4.1. Tetranychus urticae'nin GSS popiilasyonunda endosimbiyont varliklar

4.2. Seleksiyon Sonuc¢lar

T. urticae’nin Wolbachia ile enfekteli GSS popiilasyonunda spirodiclofen
seleksiyonu sonucunda belirlenen LC degerleri ve LCso degerine gore direng oranlari
Cizelge 4.1°de verilmektedir. GSS popiilasyonuyla spirodiclofen ile on seleksiyon
yapilmistir. Seleksiyon popiilasyonlar1 S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9 ve S10
olarak  adlandirilmistir.  Seleksiyon  c¢alismalar1  sonucunda  seleksiyon

popiilasyonlarinda spirodiclofene karsi belirlenen direng oranlar1 0.8 ile 27 kat

16



arasinda degigmektedir. Spirodiclofen ile on seleksiyon baskisi sonucunda elde

edilen S10 popiilasyonunda sonucunda 27.0 kat direng belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Tetranychus urticae’nin Wolbachia enfekteli GSS ve seleksiyon
popiilasyonlarinda spirodiclofene karsi belirlenen LC, df, x? degetleri
ve direng oranlari

Popiilasyon n* Egim+SE LCso LCso Df X2 R**

(mgai. Lt (mgai.L?)
(95% CL)  (95% CL)

GSS 598 1.180+0.110 0.036 0.060 6 2.8 -
0.028-0.045 0.045-0.076

S1 603 1.611£0.146 0.038 0.043 6 25 1.0
0.024-0.048 0.033-0.052

S2 605 1.630+0.129 0.062 0.088 6 1.8 1.7
0.038-0.093 0.057-0.139

S3 582 1.427+0.137 0.151 0.228 6 2.0 4.2
0.096-0.218 0.156-0.328

S4 598 1.506+0.318 0.208 0.252 5 2.8 5.8
0.158-0.261 0.199-0.316

S5 578 1.398+0.134 0.258 0.318 5 25 7.1
0.184-0.295 0.212-0.395

S6 591 1.881+0.142 0.326 0.441 6 14 9.0
0.223-0.460 0.307-0.640

S7 602 1.486+0.186 0.578 0.856 6 1.9 16.0
0.196-0.956 0.384-1.490

S8 565  2.266+0.159 0.765 0.991 6 2.9 21.2
0.662-1.121 0.856-1.154

S9 584 1.848+0.168 0.919 1.260 5 2.3 25.5
0.645-1.233 0.924-1.706

S10 596 1.480+0.126 0.972 1.440 6 25 27.0
0.777-1.200 1.166-1.800

*: Toplam birey say1si

**: Direng oram

T. urticae’'nin Wolbachia ile enfektesiz GSSN popiilasyonunda spirodiclofen
seleksiyonu sonucunda belirlenen LC degerleri ve LCso degerine gore direng oranlari
Cizelge 4.2°de verilmektedir. GSSN popiilasyonuyla spirodiclofen ile on seleksiyon
yapilmustir. Seleksiyon popiilasyonlart SN1, SN2, SN3, SN4, SN5, SN6, SN7, SN8,
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SN9 ve SN10 olarak adlandirilmigtir. Seleksiyon c¢alismalar1 sonucunda seleksiyon
popiilasyonlarinda spirodiclofene karsi belirlenen direng oranlart 2 ile 103 kat
arasinda degismektedir. Spirodiclofen ile on seleksiyon baskisi sonucunda elde

edilen SN10 popiilasyonunda sonucunda 103.05 kat direng belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Tetranychus urticae’nin Wolbachia enfektesiz GSSN ve seleksiyon
popiilasyonlarinda spirodiclofene kars1 belirlenen LC, df, x? degerleri
ve direng oranlari

Popiilasyon n’ Egim+SE LCso LCso df x? R**
(mgai LY (mga.i.L?)
(95% CL) (95% CL)

GSSN 598  2.102+0.165 0.019 0.024 6 1.2 -
0.014-0.024  0.019-0.031

SN1 575  1.822+0.151 0.038 0.052 6 1.8 2.0
0.028-0.050  0.040-0.069

SN2 592  1.463+0.335 0.158 0.187 6 1.6 8.3
0.115-0.206  0.141-0.249

SN3 578  1.639+0.140 0.163 0.189 6 2.2 8.5
0.086-0.172  0.127-0.230

SN4 565  1.162+0.113 0.195 0.273 5 25 10.2
0.122-0.213  0.211-0.355

SN5 563  1.589+0.215 0.583 0.842 5 2.8 30.6
0.353-1.020  0.336-1.521

SNG 585  1.480+0.130 1.032 1.528 6 15 54.3
0.751-1.423  1.120-1.956

SN7 603 1.754+0.140 1.063 1.780 6 2.8 55.9
0.806-1.384  1.140-1.968

SN8 592  1.962+0.167 1.221 1.944 6 2.4 64.2
1.000-1.464  1.370-2.275

SN9 576  1.778+0.140 1.392 2.232 5 1.7 73.2
1.072-1.773  1.514-2.496

SN10 569  1.985+0.180 1.958 2.965 6 25  103.05
1.652-2.320  2.456-3.201

*: Toplam birey sayisi

**: Diren¢ orani
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4.3. Seleksiyon Popiilasyonlarinda Wolbachia Endosimbiyontunun Molekiiler

Yontemle Belirlenmesi

Tetranychus urticae popiilasyonlarinda her 2 seleksiyon araliklar ile Wolbachia
frekans1 10 birey iizerinden belirlenmistir (Cizelge 4.3). Tablo incelendiginde
antibiyotik uygulanmamis GSS ve seleksiyon popiilasyonlarinin tamaminda
Wolbachia frekansinin, antibiyotik uygulamasi yapilmis olan GSSN ve seleksiyon
popiilasyonlarina gore daha yiliksek oldugu goriilmektedir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda, spirodiclofen uygulamasi sonunda antibiyotiksiz popiilasyonun
Wolbachia frekansinda bir miktar diistis goriilse de S8 gibi ileri popiilasyonlarda

Wolbachia frekansinin tekrar artis gosterdigi goriillmektedir.
Antibiyotik uygulamalari sonucunda Wolbachia bakterisi popiilasyonun biiyiik
cogunlugunda basariyla elemine edilmistir. Sonraki jenerasyonlarda popiilasyonda

Wolbachia frekansinin 6nemli dl¢iide artmadigi gozlemlenmistir.

Cizelge 4.3. Spirodiclofen seleksiyon popiilasyonlarinda Wolbachia frekansi

degisimi

Seleksiyon Antibiyotiksiz Seleksiyon Antibiyotikli
popiilasyonlari popiilasyonlari

GSS 9/10 GSSN 0/10

S2 3/10 SN2 1/10

S4 6/10 SN4 2/10

S6 3/10 SN6 1/10

S8 7/10 SN8 0/10

S10 5/10 SN10 2/10

Frekans belirlemede kullanilan jel goriintiileri asagidaki verilmektedir (Sekil 4.2 ve
Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Antibiyotiksiz GSS ve seleksiyon popiilasyonlarindaki Wolbachia jel
goriintiileri

A R e e

Sekil 4.3. Antibiyotikli GSSN ve seleksiyon popiilasyonlarindaki Wolbachia jel
goriintiileri
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Ayrica T. urticae'de spirodiclofen seleksiyon oncesi ve seleksiyon sonras1t Wolbachia
gen dizilimlerinin belirli parcalarinin dizilimleri ortaya ¢ikarilmistir. Ancak gen

dizilimlerinde herhangi bir farklilik tespit edilmemistir (Sekil 4.4).

GSs Antibiyotiksiz LHYNGEVLPFKTKIDGVTYKSGKDNNSPLKASFLA AFGYKMDDIRVD
$10 Antibiyotiksiz LHYNGEVLPFKTKIDGVTYKSGKDNNSPLKASFL? AFGYKMDDIRVD
SN10 Antibiyotikli LHYNGEVLPFKTKIDGVTYKSGKDNNSPLKASFLA AFGYKMDDIRVD

YYDIAIEDMPITPYV
NVYYDIAIEDMPITPYV
IVYYDIAIEDMPITPYV

GSS Antibiyotiksiz
S10  Antibiyotiksiz
SN10 Antibiyotikli

GSS Antibiyotiksiz  VGVGAAYVSNPLVTEVTGDKKSGFGFAYQAKAGVSYDVTPEIKLYAGARY
S10  Antibiyotiksiz VGVGAA PLVTEVTGDKKSGF QAKAGVSYDVTPEIKLYAGARY
SN10 "Antibiyotikli  VGVGAAYVSNPLVTEVTGDKKSGFGFAYQAKAGVSYDVTPEIKLYAGARY

gss Antibiyotiksiz FGSYGANFGKTAKDDGGIKVLYSTVGAEAGVAFKIFK
s10 Antibiyotiksiz FOSYCANFCKTAKDDGGIKVLYSTVCAEAGVAFKIFK
SN10 _Antibiyotikli FGSYGANFGKTAKDD IKVLYSTVGAEAGVAFKIFK

Sekil 4.4. Antibiyotikli ve antibiyotiksiz popiilasyonlardan elde edilen Wolbachia
aminoasit dizilimlerinin karsilastirilmasi

Karsilastirilan Wolbachia dizilimlerinin niikleotit dizimleri asagidaki gibidir:

> GSS Antibiyotiksiz
TTGCATTATAATGGTGAAGTTTTACCTTTTAAAACAAAGATTGATGGTGT
TACATATAAATCAGGTAAGGACAACAATAGTCCCTTAAAAGCATCTTTTC
TAGCTGGAGGTGGTGCATTTGGTTATAAAATGGATGATATTAGGGTTGAT
GTTGAAGGACTTTACTCACAATTGAGTAAAGATGCAGATGTAGTAGATAC
TTCTCCAGCAGTTGTAGAAAGTTTAACAGCATTTTCAGGACTAGTTAATG
TTTATTACGATATAGCAATTGAAGATATGCCTATCACTCCATATGTTGGT
GTTGGTGTTGGTGCAGCGTATGTAAGCAATCCTTTAGTAACAGAGGTTAC
TGGTGATAAAAAATCTGGATTTGGTTTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTG
TTAGTTATGATGTAACCCCAGAAATCAAGCTTTATGCTGGTGCTCGTTATT
TTGGTTCTTATGGTGCTAATTTTGGTAAGACAGCTAAAGATGATGGCGGA
ATCAAAGTTCTTTACAGCACTGTTGGTGCAGAAGCTGGAGTAGCGTTTAA
AATTTTTAAA
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S10 _Antibiyotiksiz
TTGCATTATAATGGTGAAGTTTTACCTTTTAAAACAAAGATTGATGGTGT
TACATATAAATCAGGTAAGGACAACAATAGTCCCTTAAAAGCATCTTTTC
TAGCTGGAGGTGGTGCATTTGGTTATAAAATGGATGATATTAGGGTTGAT
GTTGAAGGACTTTACTCACAATTGAGTAAAGATGCAGATGTAGTAGATAC
TTCTCCAGCAGTTGTAGAAAGTTTAACAGCATTTTCAGGACTAGTTAATG
TTTATTACGATATAGCAATTGAAGATATGCCTATCACTCCATATGTTGGT
GTTGGTGTTGGTGCAGCGTATGTAAGCAATCCTTTAGTAACAGAGGTTAC
TGGTGATAAAAAATCTGGATTTGGTTTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTG
TTAGTTATGATGTAACCCCAGAAATCAAGCTTTATGCTGGTGCTCGTTATT
TTGGTTCTTATGGTGCTAATTTTGGTAAGACAGCTAAAGATGATGGCGGA
ATCAAAGTTCTTTACAGCACTGTTGGTGCAGAAGCTGGAGTAGCGTTTAA
AATTTTTAAA

SN10_Antibiyotikli
TTGCATTATAATGGTGAAGTTTTACCTTTTAAAACAAAGATTGATGGTGT
TACATATAAATCAGGTAAGGACAACAATAGTCCCTTAAAAGCATCTTTTC
TAGCTGGAGGTGGTGCATTTGGTTATAAAATGGATGATATTAGGGTTGAT
GTTGAAGGACTTTACTCACAATTGAGTAAAGATGCAGATGTAGTAGATAC
TTCTCCAGCAGTTGTAGAAAGTTTAACAGCATTTTCAGGACTAGTTAATG
TTTATTACGATATAGCAATTGAAGATATGCCTATCACTCCATATGTTGGT
GTTGGTGTTGGTGCAGCGTATGTAAGCAATCCTTTAGTAACAGAGGTTAC
TGGTGATAAAAAATCTGGATTTGGTTTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTG
TTAGTTATGATGTAACCCCAGAAATCAAGCTTTATGCTGGTGCTCGTTATT
TTGGTTCTTATGGTGCTAATTTTGGTAAGACAGCTAAAGATGATGGCGGA
ATCAAAGTTCTTTACAGCACTGTTGGTGCAGAAGCTGGAGTAGCGTTTAA
AATTTTTAAA

4.4. Esteraz, Glutathion S-transferaz (GST) ve P450 Monoksigenaz Enzim
Aktiviteleri

Tetranychus urticae'nin Wolbachia enfekteli GSS, Wolbachia enfektesiz GSSN ve
seleksiyon popiilasyonlarinda esteraz enzim aktiviteleri mOD min? mg? protein

degerinde belirlenerek sonuglar Cizelge 4.4'te verilmistir. Tetranychus urticae'nin
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Wolbachia enfekteli GSS ve bu popiilasyondan seleksiyon yoluyla elde edilen
poplilasyonlarda esteraz enzim miktarlar istatistiki olarak benzer bulunmustur. Bu
popiilasyonlarda igerisinde en son seleksiyon popiilasyonu olan S10 popiilasyonunda
spirodiclofen i¢in en yiiksek direng orani olarak 27 kat direng belirlenmistir. T.
urticae’'nin Wolbachia enfektesiz GSSN ve seleksiyon popiilasyonlarinda durum
incelendiginde ise, SN6, SN8 ve SNI10 popiilasyonlarinda esteraz enzim
miktarlarinin GSS, SN2 ve SN4 popiilasyonlarindaki esteraz enzim miktarlarindan
yiiksek oldugu goriilmektedir. Wolbachia enfektesiz popiilasyon ve seleksiyonlarda
spirodiclofen direng artis1 incelendiginde ise SN6, SN8 ve SN10 popiilasyonlarinda
direncin SN4, SN2 ve GSS popiilasyonlarina gore 6nemli Ol¢lide artis gosterdigi
goriilmektedir. Bu durumda ise SN6, SN8 ve SN10 popiilasyonlarinda spirodiclofen

direnc¢ gelisimi ve esteraz enzimi arasinda bir iliski oldugu diisiiniilebilir.

Cizelge 4.4. Tetranychus urticae'nin Wolbachia enfekteli GSS, Wolbachia enfektesiz
GSSN ve seleksiyon popiilasyonlarinda esteraz enzim aktiviteleri

Popiilasyon n* Spesifik aktivite
mOD min* mg™? protein

Esteraz

GSS 4 11.63a™

S2 4 11.88a

S4 4 12.57a

S6 4 11.16a

S8 4 13.25a

S10 4 13.52a

GSSN 4 8.69c

SN2 4 8.92¢c

SN4 4 8.72c

SN6 4 13.75b

SN8 4 14.48b

SN10 4 18.90a

* Tekerriir sayis1
** Ayni1 harfler istatistiki olarak ayn1 grubu gostermektedir (P<0.05)

Tetranychus urticae'nin Wolbachia enfekteli GSS, Wolbachia enfektesiz GSSN ve
seleksiyon popiilasyonlarinda GST enzim aktiviteleri mOD min? mg? protein
degerinde belirlenerek sonuglar Cizelge 4.5'te verilmistir. Sonuglar incelendiginde

ise, T. urticae'nin Wolbachia enfekteli GSS ve bu popiilasyondan elde edilen
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seleksiyon popiilasyonlarinda GST enzimi benzer bulunmus olup, istatistiki olarak
bir fark belirlenememistir. Benzer sekilde T. urticae'nin Wolbachia enfektesiz GSSN
ve seleksiyon popiilasyonlarinda da GST enzim miktarlar arasinda herhangi bir fark

belirlenememistir.

Cizelge 4.5. Tetranychus urticae'nin Wolbachia enfekteli GSS, Wolbachia enfektesiz
GSSN ve seleksiyon popiilasyonlarinda GST enzim aktiviteleri

Popiilasyon n* Spesifik aktivite
mOD min* mg™? protein
GST

GSS 4 3.5a"

S2 4 3.2a

S4 4 3.8a

S6 4 4.0a

S8 4 3.6a

S10 4 3.8a

GSSN 4 2.9a

SN2 4 3.2a

SN4 4 3.0a

SN6 4 3.5a

SN8 4 3.8a

SN10 4 4.2a

* Tekerriir sayist
** Ayni harfler istatistiki olarak ayni grubu gostermektedir (P<0.05)

Tetranychus urticae’nin Wolbachia enfekteli GSS, Wolbachia enfektesiz GSSN ve
seleksiyon popiilasyonlarinda P450 monooksigenaz enzim aktivitelerinin mOD min™
mg? protein degerinde belirlenerek sonuglar Cizelge 4.6'da verilmistir. Sonuglar
incelendiginde ise, Tetranychus urticae'nin Wolbachia enfekteli GSS ve bu
poplilasyondan elde edilen seleksiyon popiilasyonlar1 igerisinde S6, S8 ve S10
popiilasyonlarinda belirlenen monoksigenaz enzim miktarlart GSS, S2 ve S4
popiilasyonlarina gore daha yiiksek bulunmustur. Tetranychus urticae’nin Wolbachia
enfektesiz GSSN ve seleksiyon popiilasyonlarinda en diisiik monoksigenaz enzim
miktar1 GSSN popiilasyonunda belirlenmis olup, diger popiilasyonlardan farkli bir
istatistiki grubu olusturmustur. SN2, SN4, SN6 ve SN8 popiilasyonlarinda belirlenen

enzim miktar1 benzer bulunmustur. 103 kat spirodiclofen direncine sahip olan SN10
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popiilasyonunda ise en yliksek monoksigenaz enzim miktar1 belirlenmis olup, diger

popiilasyonlardan farkli bir istatistiki grubu olusturmustur.

Cizelge 4.6. Tetranychus urticae'nin Wolbachia enfekteli GSS, Wolbachia enfektesiz
GSSN ve seleksiyon popiilasyonlarinda P450 monooksigenaz enzim

aktiviteleri
Popiilasyon n* Spesifik aktivite
mOD min™ mg* protein
P450

GSS 4 0.0023b™

S2 4 0.0032b

S4 4 0.0035b

S6 4 0.0049a

S8 4 0.0053a

S10 4 0.0055a

GSSN 4 0.0017¢™

SN2 4 0.0035b

SN4 4 0.0038b

SN6 4 0.0050b

SN8 4 0.0056b

SN10 4 0.0072a

* Tekerriir sayist
** Ayni harfler istatistiki olarak ayn1 grubu gostermektedir (P<0.05)
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5. TARTISMA VE SONUC

Zararhlarda insektisit diren¢ mekanizmalarmin bilinmeyen yonlerinden birisi de
insektisitlerin  parcalanmasmma yol acabilme olasiliklar1 bulunan fakiiltatif
endosimbiyontlardir. T. urticae'de yaygin olarak bulundugu bilinen Wolbachia
endosimbiyontu ile akarisit direnci arasindaki olasi iligkinin belirlenmesi, zararlinin
miicadelesinde yenilik saglayabilmek agisindan 6nem tagsimaktadir. Bu nedenle
calismada, T. urticae'de Wolbachia'nin spirodiclofen diren¢ gelisim hiz1 tizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla seleksiyon yapilmistir. Ayrica zararlida Wolbachia
frekans yogunlugu ve bazi detoksifikasyon enzim miktarlar1 da belirlenerek
spirodiclofen diren¢ gelisimi {izerindeki olasi pozitif, negatif ya da notr etkileri

arastirilmistir.

Endosimbiyontlar ve akarlarda insektisit/akarisit direng gelisimi arasindaki iligkinin
belirlenmesi adina yapilan ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Ancak oOzellikle
Tetranychidae familyasinda bazi endosimbiyontlarin varliginin saptandigi ¢alismalar
bulunmaktadir. Vala vd. (2002), T. urticae’de Wolbachia'nin 6miir uzunlugunu
etkilemedigini, hayatta kalma egrilerinde bir degisiklige neden oldugunu
belirlemislerdir. Gotoh vd. (2003), Japonya'daki 42 Tetranychidae tiiriiniin yedisinin
(%16.7) Wolbachia ile enfekte oldugunu belirlemislerdir. Zang vd. (2013), Cin'de
Tetranychus tiirlerinde (Tetranychus truncatus, Tetranychus urticae, Tetranychus
pueraricola ve Tetranychus phaselus) Wolbachia endosimbiyontunun oldugunu
belirlemislerdir. Zél¢ vd. (2018), Tetranychidae familyasinda en yaygm
endosimbiyont  kombinasyonunun  Wolbachia ve Cardinium olabilecegini
bildirmislerdir. Pina vd. (2020), T. truncatus’da Wolbachia ve Cardinium veya
Spiroplasma ve Rickettsia kombinasyonlarin1 gésterdigini, T. evansi, T. ludeni ve T.
urticae'nin ise sadece Wolbachia ve Cardinium kombinasyonlarini gosterdigini
bildirmislerdir. Bu  ¢alismalar  Tetranychidae  tiirlerinden Wolbachia
endosimbiyontunun yaygin olarak bulundugunu gostermesi nedeniyle Onem
tasimaktadir.  Tetranychidae tiirlerinde yaygin olarak bulunan Wolbachia
simbiyontunun fitofag akar tiirlerinde insektisit/akarisit diren¢ gelisimi ile iligkili

olmasinin olasi bir durum olabilecegi diistintilmektedir.
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GSS ve GSSN popiilasyonlarinda es zamanli olarak spirodiclofen seleksiyonu
yapilmistir. GSS ve seleksiyon popiilasyonlarinda spirodiclofen direnci en fazla 27
kata ulasmustir. Bununla birlikte her iki seleksiyon araliklarla belirlenen Wolbachia
frekansinda S2 ve S6 popiilasyonlarinda bir miktar diisiis olmasma ragmen tiim
popiilasyonlarda Wolbachia frekansi antibiyotik uygulanmis popiilasyonlara gore
yiikksek bulunmustur. Buna karsilik GSSN ve seleksiyon popiilasyonlarinda, 5.
seleksiyondan sonra daha hizli bir spirodiclofen direng gelisimi belirlenmistir. Her iki
seleksiyon araliklarla yapilan Wolbachia frekans belirleme ¢alismalarinda ise,
antibiyotik uygulanmamis popiilasyonlara gore ¢ok daha az Wolbachia varlig
belirlenmistir.  Antibiyotik uygulamast yapilmis olan GSSN ve seleksiyon
poplilasyonlarinda spirodiclofen direncinin 103 kata kadar arttig1 belirlenmistir. Buna
karsiik daha yogun bir sekilde Wolbachia iceren GSS ve seleksiyon
popiilasyonlarinda ise en fazla 27 kat spirodiclofen direnci belirlenmistir. Literatiirde
T. urticae'nin laboratuar ve arazi popiilasyonlarinda yiliksek oranda spirodiclofen
direng gelisimi belirlendigi ¢alismalar bulunmaktadir (Rauch ve Nauen, 2003; Van
Pottelberge vd., 2009a; Van Pottelberge vd., 2009b; Ferreria vd., 2015). Ancak bu
caligmalarda zararlida yiiksek spirodiclofen direncine endosimbiyontlarin etkisi olup
olmadigi incelenmemistir. Calismamiz sonucunda, T. urticae'de Wolbachia varligi ve
yogunlugu ile spirodiclofen diren¢ gelisimi arasinda negatif bir iligski olabilecegi
diigiiniilebilir. Ancak Wolbachia frekans yogunlugunun az sayida birey iizerinden
belirlenmesi ve tesadiifi ornekleme yapmanin sonuca etkilerinin olabilecegi goz
oniinde bulundurulmalidir. Dolayisiyla ileriki ¢alismalarda bu baglantinin net bir
sekilde ortaya koyulmasi i¢in ornek ve tekrar sayisimin artirilarak, T. urticae'de
Wolbachia varligi ve spirodiclofen direng iliskisinin daha net bir sekilde ortaya

konulmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Akarlarda endosimbiyont-pestisit direnci {lizerinde yapilan g¢alisma bulunmamasina
ragmen bazi zararlilarda bu konu aragtirilmistir. Simbiyont aracili insektisit
direnci/duyarlilii, boceklerin tiiriine, simbiyont tiirlerine ve kimyasal bilesige gore
degismektedir. Yapilan bir calismada acetamiprid, thiametroxam, sporimesifen ve
pyripoxen’e karst en yilksek hassasiyet Rickettsia-Arsenophonus, Rickettsia-
Wolbachia gibi ¢oklu simbiyont barindiran beyazsineklerde goriilmiistiir (Ghanim ve
Kontsedalov, 2009). Bemisia tabaci popiilasyonlarinda yiiksek oranda simbiyotik

bakterinin bulunmasinin bocegin insektisitleri ve diger toksik maddeleri detoksifiye
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etmesine kolaylik sagladigi diistiniilmektedir. Nitekim B. tabaci populasyonlarinda
insektisit direnci belirleme ¢aligmalarinda Gzellikle Rickettsia bakterisinin dikkate
alinmasi gerektigi vurgulanmistir (Kontsedalov vd., 2008). Diger taraftan, Wolbachia,
Aedes aegypti'nin kimyasal insektisitlerden bifentrin, temephos ve s-methoprene ve
Bacillus thuringiensis'e (Bt) duyarliligini degistirmemistir. Ayrica, baska bir
simbiyont Arsenophonus ile birlikte bulunan Rickettsia'nin, B. tabaci'de acetamiprid'e
kars1 insektisit direncini arttirdigi, ancak diafenthiurona duyarliligi etkilemedigi
belirlenmistir. Bir organofosforluinsektisit olan fenitrothion, toprak kaynakli bir
simbiyont olan Burkholderia tarafindan pargalanarak insektisit direncine katki
saglayabilmektedir. Fasulye bocegi, R. pedestris’de S. kochii, genis spektrumlu bir
detoksifikasyon kapasitesine sahip olup organofosforlu insektisit olan parathion'u
hidrolize edebildigi bildirilmistir (Liu vd., 2019).

Zararh viicudunda bulunan aromatik ester hidrolaz, glukozidaz, fosfataz ve glutatyon
S-transferaz gibi detoksifiye edici enzimler, simbiyontlar tarafindan aktive
edilebilmektedir. Detoksifikasyon enzimlerin aktivite degisiklikleri sebebiyle,
simbiyotlarin konukgularinin insektisit direncinde degisiklige yol acabilecegi
bildirilmistir (Kikuchi vd., 2012). Calismamizda Wolbachia enfekteli GSS ve
seleksiyon popiilasyonlarinda esteraz enzim miktarlar1 arasinda istatistiki olarak bir
fark belirlenmemistir. Buna karsilik antibiyotik uygulamas: yapilan GSSN ve
seleksiyon popiilasyonlar1 incelendiginde SN10 popiilasyonunda en yiiksek esteraz
enzimi belirlenmistir. Ozellikle SN6, SN8 ve SNI10 popiilasyonlarinin esteraz
miktarlarinin GSSN, SN2 ve SN4 popiilasyonlarina gére 6nemli Olglide arttig
goriilmektedir. Bununla birlikte 6zellikle SN5  popiilasyonundan  sonraki
popiilasyonlarda spirodiclofen direncinin de hizli bir sekilde artmis olmasi, direng ve
esteraz enzimi arasinda bir iligkini olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayn1 zamanda
direncin hizli artisinda da  Wolbachia endosimbiyont yoklugunun bulunmasi
durumunun etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Ciinkii antibiyotik uygulanmamis GSS
ve seleksiyon popiilasyonlarinda spirodiclofen direnci ¢ok artmamustir. T. urticae'nin
antibiyotik uygulamasi yapilmis ve yapilmamis olan GSS ve GSSN popiilasyonlari ile
tim seleksiyon popiilasyonlarinda GST enzim aktivitesinin istatistiki olarak bir
degisiklik gostermedigi belirlenmistir. P450 monooksigenaz enzim aktivitesi
incelendiginde ise, GSS ve seleksiyon popiilasyonlarinda S6, S8 ve S10

popiilasyonlarindaki enzim miktarinin diger seleksiyon popiilasyonlarina gore yiiksek
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ciktigt  belirlenmistir. Benzer sekilde GSSN ve seleksiyon popiilasyonlari
incelendiginde de, en yiiksek monooksigenaz enzim miktar1 SN10 popiilasyonunda
belirlenmistir. Bununla birlikte SN2, SN4, SN6 ve SN8 popiilasyonlarinda da
monooksigenaz enzim miktarlart GSSN popiilasyonuna gore yiiksek bulunmustur.
Ancak monooksigenaz enzimi esteraz enziminde farkli olarak antibiyotik uygulamasi
yapilmis ve yapilmamis olan seleksiyon popiilasyonlarinda da artig gostermistir. T.
urticae'de spirodiclofen direncinin artisinda esteraz ve P450 enzimlerinin iliski
oldugunu kanitlayan bir¢ok ¢alisma literatiirde bulunmaktadir (Van Pottelberge vd.,
2009; Kramer ve Nauen, 2011; Badieinia vd., 2020). Ancak Wolbachia'nin
zararlilarda insektisitlerin etkilerini azaltabildigini veya detoksifiye edebildigini
kanitlayacak dogrudan bir calisma heniiz bulunmamaktadir. Bununla birlikte,
simbiyontlarin toksik bilesikleri detoksifiye edebilecegini bildigimiz baska simbiyont
ornekleri bulunmaktadir (Shen ve Downd, 1991; Hayatsu vd., 2000).

Dogada bircok canli tiirde birlikte yasam Ornegi gosteren endosimbiyontlar
zararlilarda da siklikta bulunmaktadir. Endosimbiyontlar zararlilarda 6zellikle iireme
tizerinde bir takim degisikliklere yol agmaktadir. Ancak zararlilarin miicadelesinde
zorluklara yol acan direng gelisimi lizerinde de etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir.
Zararllarda insektisit direnci ve endosimbiyont tiirii ile yogunlugu arasindaki
iliskinin bilinmesi miicadelede yeni stratejilerin gelistirilebilmesi agisindan 6nem
tasimaktadir. Ulkemizde dnemli bir zararli konumunda bulunan ve miicadelesi zor
olan T. urticae'de bu iligkilerin belirlenmesi ile direng yonetim programlarina katki
saglanabilecegi diistiniilmektedir. Bu c¢alismada T. urticae'de akarisit direnci ve
Wolbachia arasindaki iliskinin belirlendigi ilk g¢alisma olmasi yoniinden onem

tasimaktadir.
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