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OZET

EGE BOLGESI MARUL URETIM ALANLARINDA Nasonovia
ribisnigri (Mosley) (Hemiptera: Aphididae) POPULASYONLARININ
BAZI INSEKTISITLERE KARSI DIRENCININ BELIRLENMESI

UYSAL, Duygu

Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Enver DURMUSOGLU
Dog. Dr. Nurper GUZ

24 Aralik 2020, 106 sayfa

Marul {iretiminde sorun olan zararlilardan en Onemlilerinden biri de
yaprakbitleridir. Yaprakbitlerinin yasam dongiilerinin kisa olmasi ve hizli iireme
giiciine sahip olmalar1 nedeniyle sikg¢a sentetik insektisit kullanilmakta, etki
mekanizmasi ayni olan insektisitlerin yaygin ve yogun kullanimi sonucunda da
direng gelisimi gozlenebilmektedir.

Calismada oncelikle Ege Bolgesi’nde marul iiretim alanlarinda en yaygin
goriilen yaprakbiti tiirti Nasonovia ribisnigri olarak belirlenmis ve belirlenen tiiriin
acetamiprid, thiamethoxam, clothianidin ve spirotetramat aktif maddelerine
hassasiyetleri biyoassay yontemlerle arastirilmistir. Esik doz uygulanan 70 farkli
arazi popiilasyonunda en yiiksek duyarlilik azalis1 2.38 kat ile acetamiprid aktif
maddesine karst Izmir ili, Menemen ilgesi, Ignedere bdlgesinden getirilen
popiilasyonda belirlenmistir. Dikkate deger diizeyde direng tespit edilemediginden
N. ribisnigri’nin bazi arazi popiilasyonlarinin geriye ve ileriye seleksiyonuyla daha
hassas ve daha direngli popiilasyonlar1 elde edilmis, bu popiilasyonlarin RNA
izolasyonu yapilmis, gen dizilimleri belirlenip hassas ve direngli popiilasyonlar
arasindaki gen farkliliklari ortaya konulmustur.

Anahtar sozciikler: Nasonovia ribisnigri, insektisit direnci, total RNA

izolasyonu
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ABSTRACT

DETERMINATION OF RESISTANCE OF Nasonovia ribisnigri
(Mosley) (Hemiptera: Aphididae) TO SOME INSECTICIDES IN
LETTUCE PRODUCTION AREAS OF AEGEAN REGION

UYSAL, Duygu

Ph.D in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Enver DURMUSOGLU
Assoc. Prof. Dr. Nurper GUZ
24 December 2020, 106 pages

One of the most important pests in lettuce production is aphids. Because of
the short life cycles of aphids and their rapid reproductive power, synthetic
insecticides are frequently used and resistance development can be observed as a
result of the widespread and intensive use of insecticides with the same mechanism
of action.

In the study, the sensitivity of Nasonovia ribisnigri populations, which is a
species of aphid that is seen extensively in lettuce production areas in Aegean
Region, to acetamiprid, thiamethoxam, clothianidin and spirotetramat active
substances was investigated by bioassay methods. In 70 different populations
where threshold dose was applied, the highest sensitivity decrease was determined
with 2.38 times in the population brought from Izmir province, Menemen district,

Ignedere region against acetamiprid active substance.

Since a remarkable level of resistance could not be detected, more sensitive
and more resistant populations of N. ribisnigri were obtained by backward and
forward selection of some land populations, RNA isolation of these populations
was made, gene sequences were determined and gene differences between sensitive

and resistant populations were revealed.

Keywords: Nasonovia ribisnigri, insecticide resistance, total RNA isolation



ONSOZ

Bu calisma 2017-2020 yillar1 arasinda Ege Bolgesi marul yetistiriciliginin
yogun olarak yapildig1 Izmir, Mugla ve Manisa illerinde yiiriitiilmiistiir. Amag,
marulda en yaygin goriilen yaprakbiti tiiri miicadelesinde sik¢a kullanilan
insektisitlere diren¢ gelisimini belirlemek, hassas ve direngli popiilasyonlardan
RNA izolasyonu sonrasi molekiiler ¢alismalar ile gen dizilimlerini karsilastirilip

direngten sorumlu gen bdlgelerini ortaya koymaktir.

Marulda zarar meydana getiren bir¢ok zararli olmakla birlikte, yaprakbitleri
bunlarin basinda gelmektedir. Ege Bolgesi’nde marul iretim alanlarindan sezon
boyunca alman orneklerin teshis sonuglarina gore bolgede hakim yaprakbiti
tiurtinin  Nasonovia ribisnigri  (Mosley) (Hemiptera: Aphididae) oldugu
belirlenmistir. Yaprakbitleri yasam dongiilerinin kisa olmasi, hizli iireme giicline
sahip olmalar1 ve davranigsal Ozellikleri geregi, marul bitkisinin i¢ kisminda
beslendikleri i¢in kontak etkili ilaglarla kimyasal miicadeleleri oldukg¢a zor
olmaktadir.

Bu tez c¢alismasinda hassas popiilasyon ile belirlenen ayirici dozlar
kullanilarak, Ege Bolgesi marul iiretim alanlarindan toplanan 70 popiilasyonda
neonikotinoidlere diren¢ durumu belirlenmeye calisiimis ve dikkate deger bir
direng sorunu tespit edilmemistir. Hassas popiilasyon yurt digindan temin
edilemediginden, pestisit uygulamalarinin yapilmadigi bilinen Foga’daki bir marul
tarlasindan alinan bireylerden, geriye seleksiyon ile mevcut halinden yaklasik 7 kat
daha hassas bir popiilasyon elde edilmistir. Ayirict doz uygulanmis arazi
popiilasyonlar i¢inde sadece Menemen-Ignedere popiilasyonunda direng olasilig
diistiniildiigiinden bir tek bu popiilasyonlarla LC caligmalar yiiriitiilmiis, hassas
popiilasyon LC degerleri ile bu popiilasyonun LC degerleri kiyaslanarak direng

katsayilar1 ortaya konulmustur.

Dikkate deger diizeyde direng tespit edilemedigi icin Menemen-ignedere
popiilasyonuna uygulanan ayirici doz uygulamasi sonrasinda canli kalan bireylerle
ileriye seleksiyon yontemi ile hassas popiilasyondan yaklasik 50 kata kadar daha
direngli bir popiilasyon elde edilerek molekiiler ¢alismalara gegilmis, hassas ve

direngli bu iki popiilasyonda total RNA analizi yapilarak gen dizilimleri belirlenmis



ve her iki popiilasyon arasindaki genetik farkliliklar ortaya konularak direngten

sorumlu gen bolgeleri tespit edilmeye ¢alisilmistir.

[ZMIR

24/12/2020 Duygu UYSAL



Xi

ICINDEKILER
Sayfa
IC KAPAK ..ottt ettt ettt ettt en s e T
KABUL ONAY SAYFASI ...t s ii
ETIK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI ..ot v
OZET oottt ettt ettt vii
AB ST RACT ettt a et e e e e e e e e e e raeearea e IX
(0115 720U Xi
ICINDEKILER DIZINT......cooiiiiiiiecceeceeece e, Xiii
SEKILLER DIZINT ...ttt XV
TABLOLAR DIZINT ..ot XVi
L GIRIS e 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 7
2.1 Diinyada ve Tiirkiye’de Marul Yetistiricilil ........ccovvvviiiiiiiiiiicicc 7
2.2 Nasonovia ribisnigri Hakkinda Genel Bilgiler............ccoooovviiiiiininiiiiiicn, 10
2.3 INSEKLISItIETe DITENG.....cvcveveveveeeeeieieeeiete e e ettt 12
2.3.1 Diren¢ mekanizmalari ve direng ile ilgili enzimler ............cccoeevvviiiiiniienninnne 13
2.3.2 Direnci tespit etme YONtEeMIETi.........ucviieirieierie e 17

2.3.2.1 BIY0aSSaY tESLIET .....cveeiiiieiie et 17



xii

ICINDEKILER (Devami)

Sayfa

2.3.2.2 Biyokimyasal ¢alismalar...........c.ccoooveiiiiiiiiiiiiciieec e 19
2.3.2.3 Molekiiler ¢aliSmalar ..........c.oooiiiiiiiiieiie et 20
2.4 ONCEKi CALSMALAL .......cvevvvccecreieier et ee et es st s et s st senees 20
2.4.1 Insektisitlere direnc ile ilgili diinyada yapilan ¢alismalar ...............ccccevnneen. 20
2.4.2 Tiirkiye’de insektisit direnci konusunda yapilan ¢caligmalar ..................c....... 23
2.4.3 Nasonovia ribisnigri ile yapilan direng ¢alismalari...........ccocevervrereninnnnnns 27
3. GEREC VE YONTEM......cososititetsisissssess s s ettt 29
3dhcrec. A ANEF. . A L, 29
A ) 1< s o RSP P UPRUPRTROR 28
3.2.1 Ege Bolgesi marul iiretim alanlarinda yaygin yaprakbiti tiiriiniin

DEIIFIENMESI......eieeee s 28
3.2.2 Denemelerde kullanilan insektisitler ve seri konsatrasyonlari ....................... 29
3.2.3 Hassas popiilasyon olugturulmast.........ccccevvveiiiiiiiiiiiiiiisecece s 30
3.2.3.1 KonuKgu bitKi Uretimi......ccccvvreiiiiieiiiie e e siiessieeesieeesiee e e sneessnneessnneeens 30
3.2.3.2 Foga popiilasyonunda LC ¢ali$mast ..........ccccvvevviiiiiiiiiiiiiiicicc e 31
3.2.3.3 Geriye seleksiyon ile hassas popiilasyon olusturulmasi..........ccccceveverueennene. 34
3.2.3.4 Hassas popiilasyonda LC degerlerinin ve ayirict dozun belirlenmesi......... 35

3.2.4 Nasanovia ribisnigri popiilasyonlarinin yaygin kullanilan insektisitlere



xiii

direncinin DEIIENMEST .........oiiiiic e 36
3.2.4.1 Arazi popiilasyonlarinin toplanmasi ve kiiltliire alinmast ...........c.ccceecveeeee 36

3.2.4.2 Arazi popiilasyonlarina ayirict doz uygulamalari ve direngli

popiilasyonlarin belirleNMEST........cciueiiiiiiiiiie i 37
3.2.4.3 LC calismasi ve direng oraninin belirlenmesi ..o, 39
3.2.5 Direngli popiilasyon olusturulmast ...........ccocceeiiiiiieiiiiiies e 39
3.2.5.1 ileriye seleksiyon ile direncli popiilasyon olusturulmast..............cc.cc..oee.... 39
3.2.5.2 Direngli popiilasyonda LC degerlerinin belirlenmesi...........cccccceevveivennnnne 40
3.2.6 Molekiller ¢aliSmalar ...........cooeeiiiiiiiniiieie e s 40
3.2.6.1 RNA TZOIASYONU.......oiiiiiiiiiiiieiie sttt 40
3.2.6.2 Elde edilen RNA’larin spektrofotometrede Slglimil..........ccovviiiiiiiiennnne, 41
3.2.6.3 Elde edilen RNA’larin agaroz jelde goriintiilenmesi...........ccccovvviivciinnnnn 41

3.2.6.4 RNA kalite kontrolii, RNA-seq kiitiiphane hazirlanmasi igin transkriptom

QIZIBME. ... 42
3.2.6.5 Biyoinformatik Veri @analizi..........cccoccoiiiiiiiiiiiieieese e 43
4. BULGULAR. ...t 44
4.1 Yaygm Tirtin BEHrTENMEST ......ocvoiviiiiiiie s 44
4.2 Hassas Popiilasyon Eldesi ile Tlgili Bulgular............cccccccoovieiveiieersieresierennn, 44
4.2.1 Foga popiilasyonunun LC degerleri..........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiici e 44

4.2.2 Geriye seleksiyon denemesi bulgulart ...........ccocceoiviiiiiiiiii 46



Xiv

ICINDEKILER (Devami)

4.2.3 Hassas popiilasyonun LC degerleri ve ayirict doz........coceevvveeiiviiniineennnnn, 47

4.3 Nasanovia ribisnigri Popiilasyonlarinin Yaygin Kullanilan Insektisitlere

Direnci ile T1gili BUIGUIAT..........oovvieieeeececeeeeeeeess s 51
4.3.1 Arazi popiilasyonlarina ayirict doz uygulama sonuglart ...........cccceevvveennnen. 51
4.3.2 Menemen-Ignedere popiilasyonunun LC degerleri .........cccovvverrirerrierernnnns 53
4.4 Direncli Popiilasyonun Eldesi Ile ilgili Bulgular ............cccccocovuererririrenrernne. 57
4.4.1 ileriye dogru seleksiyon denemesi bulgulart ...........cccccevevvrrererivrecnnerennn. 57
4.4.2 Direngli popiilasyonda LC degerleri..........ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiicicc 59
4.5 Molekiiler Calismalarin Verileri......ccccooviiiiiniiiiniiie i 61
4.5.1 Jel elektroforez goriintiisii ve nanodrop Verileri........cooevvvveiiiiiiicineinene, 61
4.5.2 Transkriptom analiz SONUGIATIT .........cccveviiiiiiiiii e 61
4.5.2.1 Ham verilerin eldesi ve RNA sekans analizleri............cccocovcniiiicnnnn 61
4.5.2.2 Transkriptom yap1landirmasi..........cccoceriiiiiiiiiniciiee e 61
4.5.2.3 Transkriptom uzunluk dagilimi ..........cccccooiiiiiiii 66
4.5.2.4 Nasonovia ribisnigri gen analiz sSonuglart ............ccoceveniiiiininicicienn, 68
4.5.2.5 NICEI SOMUGIAT .....vvviiiiiiieiiii et ae e sneeanes 69
4.5.2.6 Diferansiyel gen ekspresyon VEIIeri.........cccccveveiieeiic e, 70

A.5.2.77 SSR PIIMET tASATIITIL c.vvvunneeeeeiieeiieee e e e e eeeeeeteee s e e e e e seeesstnseeeeeseeessnnnseeeeeees 72



XV

4.5.2.8 GEN MULASYONU.....oiiiiiiiiiiiiiie st 72
STARTISMA ...ttt e e s s e e e s nnbrreeenas 73
6. SONUC VE ONERILER........ccoviuiiietetcicictriceseseeeesessessssesesssssesse s 75
KAYNAKLAR DIZINI.....ooiiiiiiccceeeeeeeeeeeees s 77
TESEKKUR ....ooouviiiiieeeeeseessessesesesesss s s s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 85

(074632 @11Y 1 15T 86



Sekil

2.1.

2.2

2.3

2.4

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

4.1

4.2

4.3

XVi

SEKILLER DiZINI

Sayfa

2019 yilinda diinyada en ¢ok marul {ireten tilkeler ve liretim miktarlar1 .6

2019 yilinda Tiirkiye’de marul gesitlerinin ekim alan ve tiretim

MUKEATIATT (oo 7
Nasonovia ribisnigri kanatli ve kanatsiz ergin bireyleri .............cc.c....... 10
Nasonovia ribisnIgri Yay1lis.....coceviiiiiiiiiieieie e 11

Bornova Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii iklim odalar1 findik

tUrPU Ve MATUL TIEEIMI .vvviivvrreiiiiesiiie st e s 30
Stok solusyondan hazirlanan seri konsantrasyonlar.............c.ccoeevenenne. 34
Kiiltiir kaplarinda N. ribisnigri disi bireyleri tiretimi ..........cccoceverennne. 35
Yaprak disklerin ilagh suya daldirilmast...........coccovveiiiiiiciiiiie, 36
Yaprakbitlerinin bulagtirtlmast........ccccoeveiiiien 36
Total RNA kit sOlUSYyonlart ........cccooeviiiiiiiiieic e 38
Soliisyonlarin mikrosantrifiij tliptine aktarimi .........ccccocceviveiieiiiennnn 38
Spektrofotometrede konsantrasyon Slgimil  .......cccevvveviiiiiiiiieiinene 39
Agaroz jelde gorintlileme ..........ccooueiieiiiiriierese e 40
Jel elektroforez gOrtintlileri.........cocvvvieiiiiiiiciiie e, 61
Transkriptlerin ve unigenlerin uzunluk dagilimi...........cc.ccoovvoviiiennnnn, 67

Benzer tiir dagilim grafigi .......ccoooveiiiiiiiiiii 68



4.4

4.5

4.6

XVii

Farkli kosullar altinda gen ekspresyon SeViyeleri .........c.ccooeevviveiennenne,
Ornekler arasindaki Korelasyon €risi...........coeevevervirererierersncreriseennnn,

Farkli sekilde ifade edilen genlerin taranmasi..........cccooeevvrveieenicinennnn,



Tablo

3.1

3.2

3.3

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

XViii

TABLOLAR DIiZiNi

2016 yilinda Ege Bolgesi marul iiretim alanlarindan toplanan

yaprakbiti Ornekleri........cooouiiiiiiiiiii i 30
Biyoassay ¢aligmalarda kullanilan doz serileri...........cccoocevveieniennenn. 32

Ege Bolgesi marul iiretim alanlarindan toplanan N.ribisnigri
POPUIASYONIATT ... 35

Ege bolgesi marul iiretim alanlarindan toplanan yaprakbiti tiirleri
teShiS SONUGIATT.......ueiiiiiiiii i 43

Hassas popiilasyondan elde edilen 50 farkli koloniye her aktif
madde i¢in LC10 uygulamasi sonrasi 0lii birey sayilart.................... 45

Foga popiilasyonu ile 33 ve 13 nolu kolonilerinin aktif madde
uygulamalarinin sonrasinda LC degerleri ve direng oranlari ............. 45

Ege Bolgesi farkli marul ekilis alanlarindan toplanan arazi
popiilasyonlarinda esik doz uygulamalar1 sonrasi 6lii birey
SAYATT (11:50) eeiiiieiie s 49

Hassas, MEN-5 ve FET-1 arazi popiilasyonlarinin acetamiprid
LC deBerleri..cuiiiiiiiiiiiiiiiieice e 47

Hassas, MEN-5 ve FET-1 arazi popiilasyonlarinin thiamethoxam
LC deZerIeri . cceeiiiiiiii e 48

Hassas, MEN-5 ve FET-1 arazi popiilasyonlarinin spirotetramat
LC deZerleri ..o 54

Hassas, MEN-5 ve FET-1 arazi popiilasyonlarinin clothianidin
LC deBerleri ...cciviiiiiiiiiiiiiiicic e 55



Tablo

4.9

4.10

411

4.12

4.13

4.14

4.15

4.16

4.17

4.18

4.19

4.20

4.21

4.22

XiX

TABLOLAR DIiZINI (devam)

MEN-5 popiilasyonu kolonilerine esik doz uygulamalar1 sonrasi

Olii birey say1lart (1:80) ....ooovieiiiiiiiici s 56

Direngli kolonilere 2 kat esik doz uygulamalar1 sonrasi 6lii birey
SAYHATT (T1140) 1t 57

K-3 kolonisine her aktifle seleksiyon yontemi uygulamalari
(NTL00) e 57

MEN-S7 popiilasyonuna aktif maddelerin uygulanmasi sonrasinda

LC degerleri ve direng katsay1lari..........cccocevvveiiiiiiieniniiniceseen 59
[llumuna sekans tanImIlamalart ............ccoceevriececveereeeeeee e 62
Farkli uzunluk araliklarindaki transkript ve unigenlerin sayist .......... 66
Transkriptlerin ve unigenlerin uzunluk dagilimi...........c.ccocevivennen. 66
N.ribisnigri veritabanina gore bir kisim gen bolgeleri ....................... 67
Referans hizalama.............cccoovveiiiicc e 68
Farkli ekspresyon seviyelerindeki gen araliklart ............ccocceevieennnn. 68
Farkli olarak ifade edilen genler..........c.ccoovviiniiii 70
Tleri ve geri dizi primer taSarim ...........ccoeevevrveeceererereneeseseseseseseeenans 72
Tek bir niikleotid polimorfizmi sonuglart...........ccccceevreniiiiiiicnenn, 72

Tek bir niikleotid polimorfizmin karakterizasyonu.............c.cccoeevennee. 72



1. GIRIS

Beslenmede sadece hayvansal kaynakli besinleri tiiketmek yeterli ve
dengeli beslenmemizi saglamaz. Enzimler, vitaminler, mineraller ve antibiyotik
maddelere de beslenmemizde yer vermemiz gerekir. Bu maddelerin en iyi
karsilandigi kaynaklar ise bitkisel kaynakli gidalardir. Sebzeler degisik
miktarlarda karbonhidrat, protein, yag, seliiloz, vitamin, hormon ve mineraller
gibi birgcok maddeyi ihtiva eder. Sebzeler icerisinde ise marul, diinya genelinde
iretimi yaygin olarak yapilan ve salata malzemesi olarak tiiketimi
gerceklestirilen, ekonomik degeri yiiksek bir sebzedir. iklim kosullarina gore
tarla ya da ortii altinda yaz-kis tiretildiginden Ege Bolgesi’nde haziran-agustos
donemi harig, genellikle ikinci ya da tgiincii {iriin olarak yetistirilmektedir
(Esiyok, 2012). Uretimi tiim y1l igerisinde yapilabildigi igin, farkl1 sebzeler ile
kolaylikla miinavebeye girebilmektedir (Yildirim vd., 2015). Diinyada iiretim
alan1 1 milyon 200 bin ha olan marul bitkisinin, {iretim miktar1 ise 25 milyon
tondur. Cin marul liretiminde 12 milyon ton ile ilk siray:1 alirken, Tiirkiye ise
215 bin da alanda toplam 487 bin ton iiretim ile 4. sirada yer almaktadir (TUIK,
2019). Ulkemizde marul iiretimi Ege, Akdeniz ve Marmara Bolgeleri’nde
yogun olarak yapilmaktadir. Ege Bolgesi’nde yaklasik 43 bin ton gébekli marul,
13 bin ton kivircik marul ve 6 bin ton iceberg marul tiretilmektedir. Bolgede en
yogun olarak marul iiretimi 12 bin da alanda 27 bin ton ile Izmir’de, daha sonra
7 bin da alanda 13 bin tonla Mugla’da ve 4 bin da alanda 7 bin tonla Manisa’da
yapilmaktadir (TUIK, 2019).

Diinyada ve iilkemizde yogun olarak yetistiriciligi yapilan bu kiiltiir
bitkisinin tretimini ve verimi olumsuz yonde etkileyen bakteriyel, fungal ve
viral hastalik etmenlerinin yaninda, basta yaprakbiti olmak tizere bir¢ok zararh
tir de bulunmaktadir. Yaprakbitleri ¢ikardiklari tatlims1 maddeler sonucu
fumajin olusumuna sebep olduklar1 gibi, bitki 6zsuyunu emerek yaprak ve
sirglinlerin  kivrilmasina da neden olurlar (TAGEM, 2008). Yogun
popiilasyonlarin bulundugu bitkilerde solunum ve fotosentez faaliyetlerini
engelleyerek bitki gelisiminin gerilemesine ve bazi bitki viriislerini tastyarak da

dolayli olarak zarara yol agarlar (Petitt and Smilowitz, 1982).



Ulkemizde giiniimiize kadar marul hastalik ve zararlilarim belirlemek
amaciyla bir¢ok calisma yiirlitiilmistiir. Bolgede konu ile ilgili ilk arastirma
Fidan ve Tiirkoglu (1984), tarafindan Ege Bolgesi marul bitkilerinde goriilen
viriis hastaliklar1 {izerine yaptiklar1 bir c¢alismadir. Bu calismada marul
bitkilerinden toplanan Myzus persicae (Sulz.), Acyrthosiphon lactucae
(Passerini) ve Ureleucon cichorii (Koch) (Hemiptera: Aphididae) tiirleri vektor
bocekler olarak saptanmistir. Zeren (1989), Cukurova Bolgesinde sebzelerde
zararl olan yaprakbitleri, konukgulari, zararlar1 ve dogal diigmanlari iizerine
yaptig1 arastirmada Aphididae familyasindan 11 cinse bagli 18 tiir saptamistir.
Marul {izerinde Aphis craccivora (Koch), Macrosiphum euphorbiae (Thomas)
(Hemiptera: Aphididae), A. lactucae, ve M. persicae olmak tizere 4 farkl tiiriin
bulundugunu bildirmistir. Erkilic vd., 1999, Dogu Akdeniz Boélgesi’nde
yaprakbitlerinde bulunan fungal hastalik etmenlerinin belirlenmesi amaciyla
1992-1996 yillar1 arasinda yaptiklari ¢alismada yaygin olarak belirlenen fungus
tirtiniin Fusarium subglutinans oldugunu bildirirken, bu siirveylerde marul
tizerinde ilk defa Nasonovia ribisnigri (Mosley) (Hemiptera: Aphididae)’nin
bulundugu bildirilmistir. N. ribisnigri nin lilkemizde varligi ilk kez bu ¢alisma
ile rapor edilmistir. Bolgede yiiriitiilen bir diger calisma ise Yasarakinci ve
Hincal (2000), tarafindan Ortiialtinda yetistirilen sebzelerde entegre miicadele
konulu projedir. Bu proje ile Ege Bolgesi'nde yaprakbitlerinin marulda ciddi
olarak sorun oldugu saptanmis ve farkli miicadele yontemlerinin uygulandigi
entegre miicadele yonetimi ile bu zararli baski altina alinmaya calisilmistir.
Dogu Akdeniz Bolgesinde Toros vd. (2002), yaptiklari ¢alismalarda marulda en
yaygin yaprakbiti tiirlerinin M. persicae, N. ribisnigri ve A. lactucae olduklarini
bildirmistir. Izmir’de yapilan bir baska ¢alismada ise ortiialt1 organik sebze
iiretiminde toprakiistii zararlilarin durumu incelenmis ve marulda sadece
yaprakbiti tiirlerinden M. persicae saptanmistir (Giincan vd., 2010). Dogu
Akdeniz Bolgesi marul ekilis alanlarinda zararli olan yaprakbiti tiirleri,
bulasiklik oranlari, popiilasyon gelismesi ve ugus aktivitelerinin belirlendigi bir
calismada ise marulda N. ribisnigri’nin en sik rastlanilan yaprakbiti tiirti oldugu

bildirilmistir (Sangiin ve Satar, 2012).

Yapilan caligmalara bakildiginda marulda zararli goriilen yaprakbiti

tiirlerinden biri de N. ribisnigri 'dir. Bu zararli tiiriin marul bitkisinin i¢ kisminda



beslenmesi, yasam dongiisiiniin kisa olmasi ve hizli tireme giiciine sahip olmasi
nedeniyle kontak etkili ilaglarla kimyasal miicadeleleri oldukg¢a zor olmaktadir
(Liu, 2004). Kimyasal savasimda basarisizlik gériilmesi sebebiyle asir1 dozda
ve sik ilaglama yapilmakta, bu da direng gelisiminin goriilmesine neden
olmaktadir. Avrupa’da marulda birgok yaprakbiti popiilasyonunun
karbamatlilar, organik fosforlular, sentetik piretroitlerden bir¢ok insektisite

kars1 direng gosterdigi bilinmektedir (Rufingier et al., 1997; Barber et al., 1999).

Uluslararas1 bir kurulus olan IRAC (Insektisit Diren¢ Komitesi),
insektisit direncini “bir zararliya karsi etiket ve prospektiis yoOnergeleri
dogrultusunda kullanilan bitki koruma {iriiniiniin, uygulama sonrasinda ortaya
cikan ve tekrar eden basarisizlik durumu ve bu yolla zararli popiilasyonu
hassasiyeti tizerindeki nesilden nesile aktarilan degisim” olarak (IRAC, 2020a)
tanimlamakta iken, EPPO (Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Organizasyonu)
ise “tarla kosullarinda dogal olarak ortaya ¢ikan, normal kosullarda etkili olan
bitki koruma {irlinii uygulamasinda, hedef popiilasyon icindeki bireylerin
yagsamlarini silirdiirme yeteneklerindeki kalitimsal degisim” seklinde (EPPO,
2020) agiklamaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ise, insektisitlere direncini
normal bir popiilasyondaki bireylerin ¢ogunu 6ldiirdiigii tespit edilen zehirli bir
maddenin belirli bir dozuna kars1, ayni tiiriin diger popiilasyonundaki bireylerin
tolerans kazanma yeteneginin gelismesi seklinde (WHO, 2020) tanimlamistir.
Direnci tespit etmek icin birgok farkli yontem gelistirilmistir. Bir popiilasyonda
direncin varligi IRAC tarafindan yayinlanan, geleneksel standart biyoassay
yontemler kullanilarak ve biyokimyasal, immiinolojik ve molekiiler yontemler
ile tespit edilebilir (IRAC, 2020b). Diinyada 6zellikle son 30 yildir insektisitlere
diren¢ konusunda gerek biyokimyasal olarak ve gerekse molekiiler biyoloji

alaninda oldukca detayl aragtirmalar yapilmaktadir.

Giliniimiizde 600’e yakin bocek ve akar tiiriinlin ¢esitli ilaglara karsi
diren¢ gelistirmis oldugu kaydedilmektedir (IRAC, 2020b). Bu konu ile ilgili
tilkemizde ilk diren¢ ¢alismasinda Ege Bolgesi'nde tiitiinlerde goriilen M.
persicae’ nin ethyl parathiona karsi direngli oldugu belirlenmistir (Oden, 1969).
Daha sonra Polat vd., (1973)’nin yaptig1 arastirmada, Karadeniz bolgesinde

yine tiitiin yetistirilen alanlarda organikfosforlu insektisitlere kars1 M. persicae



bireylerinde diren¢ durumunun varligi arastirllmis ve herhangi bir direng
gelisimi saptanmamustir. Ziimreoglu (1978), Aydin, Balikesir, Canakkale, Izmir
ve Manisa illerinden topladigi M. persicae popiilasyonlarinin ethyl ve methyl
parathion ile methamidophos’a duyarlilik durumlarini inceledigi laboratuar
denemelerinde, yaprakbitlerinin  o6zellikle methyl parathion’a direng
kazandigini belirlemistir. Velioglu ve Toros (2006), Izmir, Antalya, Ankara ve
Icel'den toplanan M. persicae popiilasyonlarma yaprak daldirma yontemi ile
deltamethrin, pirimicarb ve diazinon uygulayarak tiim popiilasyonlarin LC
degerlerini belirlemislerdir. Hassas popiilasyon ile karsilastirilarak bulunan
dayaniklilik oranlarindan elde edilen biyoassay sonuglari pirimicarb’a karst
oldukea yiiksek diizeyde dayaniklilik bulundugunu ortaya koymustur. Yapilan
bir diger ¢alismada ise, M. persicae 'nin 6 farkli popiilasyonunda direng
mekanizmalarinin biyokimyasal yontemler kullanilarak insektisitlere direng ile
iligkili olan karboksilesteraz enzimi spektrofotometre ve elektroforez ile
incelenmistir (Velioglu ve Toros, 2006). Neonikotinoidlerin M. persicae’deki
diren¢ durumlarinin belirlenmesi amaciyla ilk kez yiiriitiilen bir ¢alismada bu
grup insektisitlere karsi oldukca yiiksek diren¢ oranlarinin bulundugu tespit
edilmistir (Velioglu vd., 2007). Bocek viicudunda bulunan esteraz, glutatyon S-
transferaz ve P450 monooksigenaz gibi bazi detoksifikasyon enzimlerin
aktivitelerinin artiglarinin direng gelisimi ile iliskili oldugu bilinmektedir
(Yorulmaz ve Ay, 2009). Yapilan caligmalar incelendiginde iilkemizde
yaprakbitlerinde gelisen insektisit direnci konusunda, daha ¢ok M. persicae ile

caligmalar yiiriitilmistir.

Diinyada direngle ilgili yapilan ¢alismalara baktigimizda Moores et al.
(1996), ti¢ Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae) popiilasyonunda
insektsitlere direng diizeyini, toplam esteraz aktivitesini ve insektisit tarafindan
inhibe edilen asetilkolin asteraz (AChE)’nin duyarliik  durumunu
incelemislerdir. Farkli esteraz ile AChE kombinasyonlarina sahip oldugu tespit
edilen A. gossypii popiilasyonlarindaki modifiye AChE’1n, organikfosforlu ve
karbamath insektisitlere direncin ana mekanizmast oldugu da belirlenmistir.
Ispanya ve Fransa’dan toplanan N. ribisnigri popiilasyonlarinin direng olusumu
5 insektisitle (endosiilfan, deltamethrin, pirimicarb, methomyl ve acephate)

biyoassay yontemler uygulanarak gozlenmis endosiilfan ve pirimicarba yiiksek



oranda diren¢ saptanmistir (Rufinger et al., 1997). Rufingier et al., (1999) ‘da
Fransa’da yapilan bir ¢aligmada N. ribisnigri’nin pirimicarb ve endosiilfan’a
kars1 olusan diren¢ mekanizmalar1 biyoassay yontemler ile incelenmis, direng
gosteren popiilasyonlar i¢in biyokimyasal ¢alisma yapilarak pirimicarba karsi
olusan direncin asetilkolinesteraz enziminden, endosiilfana karsi olusan
direncin glutatin-S transferaz (GST) enziminden kaynaklandigi belirtilmistir.
Ffrench-Constant (1999), insektisit direncinin molekiiler genetigi tizerine
yapilan g¢alismalarin, nokta mutasyonlarin ii¢ temel insektisidin hedefi olan
molekiilleri (Rdl Gama-Aminobiitrik asit reseptdr, para voltaj kapili sodyum
kanali ve bocek asetilkolinesteraz) kodlayan genlerde hedef yeri duyarsizligina
neden olduklarini ortaya koydugunu belirtmektedir. Foster et al. (2003), 1997
ile 2000 yillar1 arasinda tarla ve oOrtii alt1 yetistiriciliginin yapildigi sebze
alanlarindan topladiklar1 bireylere biyoassay yontemleri uygulamislardir.
Neonikotinoidli bilesiklerden imidacloprid, acetamiprid ve nitenpyramin M.
persicae populasyonlarindaki diren¢ durumunu arastirmislar ve bu aktif
maddelere kars1 direncin bilinen diren¢ mekanizmalarindan kaynaklanmadigini
belirlemislerdir. Kasai et al., (2004), sitokrom P450 monooksigenazlarin birgok
bilesigin katalizasyonunda gorevli oldugunu ve en 6nemli rollerinin piretroit
insektisitler de dahil olmak tizere bir¢ok insektisidin detoksifikasyonu veya
aktivasyonu olan Onemli metabolik enzimler olduklarmi belirtmektedir.
Cassanelli et al., (2005)’a gore diinyada yogun olarak insektisit kullanimi
sonucunda seleksiyon baskisindan dolayr M. persicae’de insektisit direng
mekanizmalart gelismistir. Cografi dagilima dair bulgular ve bu direngli
fenotiplerin farklilasip evrim geg¢irmesinin uygun miicadele programlarinin
gelistirilmesine yardimci olacagini  savunmuglardir. Var olan direng
mekanizmalar1 molekiiler anlamda ‘knockdown’ direnci ve modifiye edilmis
asetilkolinesteraz direncinin varligini tespit etmeyi imkanl hale getirmektedir.
Calismalarinda PCR-RFLP teknigini kullanarak yaprak bitlerinin bireysel ve
popiilasyon diizeyindeki diren¢ mekanizmalarin1 saptamiglardir. Beckhingham
et al. (2013), M. persicae populasyonlarinda neonikotinoid grubuna ait
insektisitlere karsi goriilen direncte nikotinik asetilkolin reseptdrlerinin
(nAChR) rolinii incelemisler ve neonikotinoid seleksiyonunun olmadigi

kosullarda nAChR protein seviyelerinin degismedigini bildirmislerdir.



Diinyada 6zellikle son 30 yildir insektisitlere direng konusunda gerek
biyokimyasal olarak ve gerekse molekiiler biyoloji alaninda oldukca detayli
arastirmalar yapilmaktadir. Ulkemizde de son yillarda bu calismalara agirlik
verilmistir. Ege Bolgesi’nde marulda yaygin goriilen yaprakbiti tiirleri ve
kullanilan insektisitlere karst direnci ile ilgili heniiz bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Son yillarda Bornova Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii
Midirligi’ne Ege Bolgesi’nde yapragi yenen sebzelerle ilgili sorunlar
ulagmistir.  Yapilan arazi gozlemlerinde {reticiler tarafindan marul
yetistiriciliginde 6zellikle yaprakbitleri ile miicadelede yaygin olarak insektisit

uygulandigi, zaman zaman ilaglarin miicadelede yetersiz kaldigi bildirilmistir.

Bu tez projesinde Ege Bolgesi’nde marulda en yaygin goriilen yaprakbiti
tiirii tizerinde kullanilan bazi insektisitlere kars1 diren¢g durumunun belirlenmesi
amaglanmistir. Bunun igin, bdlgenin marul yetistirilen alanlarindan yaprakbiti
poptilasyonlari toplanilarak iklim odasinda kiiltiire alinmig, marulda yaygin
olarak kullanilan insektisitlerden acetamiprid, thiamethoxam, clothianidin ve
spirotetramat’a kars1 direng gelisimi biyoassay yontemlerle arastirilmistir. Tez
projesinde ayrica sO6z konusu aktif maddelere direncin molekiiler

karakterizasyonunun belirlenmesine de galisilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Diinyada ve Tiirkiye’de Marul Yetistiriciligi

Marul (Lactuca sativa), Asteraceae familyasindan olan ve anavatani
Avrupa, Asya ve Afrika’yr kapsayan tek yillik bir bitkidir. Marulun cins adi
olan “’Lactuca’ Latince’de laktik asitten kaynaklanan siitlii anlamina
gelmektedir. Tiir ismi olan *’sativa’ ise tohumdan yetistirilen demektir. Iyi bir
vitamin kaynagi ve antioksidan 6zelliginin yiiksek olmasi sebebiyle diinyada ve
iilkemizde bol miktarda tiiketilen bir sebzedir. Marul iklim kosullarinin elverisli
oldugu donemlerde tarla kosullarinda, iklim kosullarinin elverisli olmadig: kis
aylarinda ise ortiialtinda yetistirilen ve vejetasyon siiresi oldukc¢a kisa olan bir

sebzedir (Esiyok, 2012).

Diinyadaki iiretim alan1 1 milyon 200 bin ha olan marul bitkisinin, {iretim
miktar1 ise 25 milyon tondur. Cin diinyada marul iiretiminde 12 milyon ton ile
ilk siray1 alirken, Tiirkiye ise 215 bin da alanda toplam 500 bin ton iiretim ile

4.sirada yer almaktadir (TUIK, 2019) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 2019 yilinda diinyada en ¢ok marul iireten iilkeler ve tiretim miktarlart (milyon ton).

Marullar yaprak o6zelliklerine baglh olarak Lactuca sativa var. capitata -
gobekli (bas) marullar, Lactuca sativa var. crispa - kivircik yaprakli marullar,

Lactuca sativa var. angustana - yaprakli marullar olarak ¢esitli siniflara ayrilir.



Ayrica farkli renklerde de marul ¢esitlerinin tiretimi yapilmaktadir (Worldatlas,
2020). Turkiye’de yetistirilen gesitlere baktigimizda gobekli marul 105 bin da
alanda 230 bin ton, iceberg 25 bin da alanda 65 bin ton ve kivircik ise 100 bin
da alanda 200 bin ton marul tiretilmektedir (Sekil 2.2).

a)Ekim Alam b)Uretim Miktar1 (ton)

H Gobekli marul

H Kivircik marul

i Iceberg marul

Sekil 2.2 2019 yilinda Tiirkiye de marul gesitlerinin ekim alani (a) ve liretim miktarlar1 (b).

Ulkemizde marul iiretimi Akdeniz ve Ege bdlgesinde yogun olarak
yapilmaktadir. Ege Bolgesi’nde yaklasik 43 bin ton gobekli marul, 13 bin ton
kivircik marul ve 6 bin ton iceberg marul liretilmektedir. Bolgede en yogun
olarak marul iiretimi 12 bin da alanda 28 bin ton ile Izmir’de, daha sonra 7 bin
da alanda 13 bin tonla Mugla’da ve 4 bin da alanda 7 bin tonla Manisa’da
yapilmaktadir (TUIK, 2019).

Marul nemli ve serin iklim kosullarin1 seven bir bitkidir. Vegetatif
gelisme donemleri iginde kritik glin uzunlugu ile birlikte giinliikk ortalama
sicakligin 18 °C’nin iizerine ¢ikmasi bitkilerin ¢igek siirglinii olusturmasina
neden olmaktadir. Marulun en iyi yetistigi toprak tipleri, kumlu tin ve killi tin
arasinda kalan topraklardir. Yiizeysel koklii oldugu igin topragin 20-30 cm’lik
tist kisminin yeterli besin maddesi igermesi gerekir. Toprak, besin maddeleri ve
organik maddece zengin olmalidir. Fazla miktarda su tiikettiklerinden,
¢imlenmeden itibaren hasat edilinceye kadar bol su isterler. iklim sartlar1 ve
toprak Ozelligi dikkate alinarak topragin devamli nemli tutulmasina dikkat
edilmelidir. Ancak toprakta fazla su kalmasi da kok ciriikliigiine neden
olmaktadir. Bu nedenle hasada yakin donemde fazla su ve giibreleme

yapilmamalidir (Aybak, 2002).



Marul iretimi birgok zararli ve hastalik etmenleri tarafindan olumsuz
yonde etkilenmektedir (Koike et al., 2007). Toprak kokenli hastalik
etmenlerinden Fusarium oxysporum f.sp. lactucae, Phoma exigua, Rhizoctonia
solani, Sclerotinia sclerotiorum, S. minor, Verticillium dahliae, Pythium spp.
gibi hastalik etmenleri marullarda solgunluk, kok ve kok bogazi ¢lirlikliigii gibi
hastaliklara sebep olurken, Microdochium panattonianum, Botrytis cinerea,
Golovinomyces cichoracearum, Bremia lactucae gibi fungal etmenler, gerek
fide doneminde gerekse bitkinin ileri vejetasyon doneminde yapraklarda
hastaliklara sebep olarak onemli iirlin kayiplarina neden olmaktadir (Dixon,
1984; Smith and Devonshire, 1988; Koike et al., 2007). Marul iiretimini ve
verimi olumsuz yonde etkileyen dnemli bakteriyel hastalik etmenleri arasinda
bakteriyel yaprak leke etmeni, Xanthomonas campestris pv. vitians,
Pseudomonas cichorii en fazla bildirilen hastalik etmenleridir. Marul
yetistiriciliginde verim ve kaliteyi azaltan 6 virlis hastaligi bildirilmigtir.
Diinyada marulda tespit edilen viriislerin arasinda Beet western yellows,
Lettuce mosaic, Lettuce dieback, Lettuce big vein, Tomato spotted wilt, Turnip
mosaic virilis etmenleri bulunmaktadir (Smith and Devonshire, 1988; Koike et
al., 2007).

Hastalik etmenlerinin yani sira marulda bir¢ok zararli tiirde verim ve
kalitede ciddi sorunlara yol agmaktadir. Marulda goriilen zararli etmenlerden
baslicalar1 ise, beyazsinekler; Sera beyazsinegi [Trialeurodes vaporariorum
(Westw.)] ve Tiitiin beyazsinegi (Bemisia tabaci Genn.) (Hemiptera:
Aleyrodidae), toprakpireleri; Phyllotreta spp., Epithrix hirtipennis (Coleoptera:
Chrysomelidae), Yaprak galerisinekleri; Liriomyza spp. (Diptera:
Agromyzidae), tripsler; Tiitiin tripsi (Thrips tabaci Lindeman), Cigek tripsi
(Frankliniella occidentalis) (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) ve
yaprakbitleri; Pamuk yaprakbiti (Aphis gossypii Glover), Bakla yaprakbiti
(Aphis fabae Scopoli), Seftali yaprakbiti [(Myzus persicae) (Sulzer)], Patates
yaprakbiti [(Macrosiphum euphorbiae) (Thomas)] ve Marul yaprakbiti
(Nasonovia ribisnigri Mosley) (Hemiptera: Aphididae). Marulda zarar yapan
en Onemli zararlilar yaprakbitleri olup, en yaygin olarak goriilen tiir ise N.

ribisnigri’dir.
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2.2 Nasonovia ribisnigri Hakkinda Genel Bilgiler

Tanmmmm ve Biyolojisi: Nasonovia ribisnigri (Mosley, 1841) (Hemiptera:
Aphididae) nimfleri sari-yesil renklerde ve kanatsizdir. Erginleri kanath ya da
kanatsiz bireyler olabilirler. Kanatsiz erginleri 2,5 mm uzunlugunda olup
lizlimsii meyveler gibi primer konukgularinda parlak yesil renkte, marul ve
papatyagiller gibi sekonder konukgular1 tlizerinde ise daha koyu renk ve
abdomenin iizerinde koyu renkli bantlarin yer aldig: bir gériiniime doniisiirler.
Kanatli erginleri iizerinde de abdomende siyah lekeler bulunmaktadir (Sekil
2.3). Tarsusun ilk segmentinde 3 adet kil yer alir. Anten 6 segmentli ve

genellikle viicutlarindan uzundur (Blackman ve Eastop, 2000).

SN

Sekil 2.3 Nasonovia ribisnigri kanatl ve kanatsiz ergin bireyleri.

N. ribisnigri’ nin ana konukgusu Ribes spp.‘dir Ancak sekonder
konuk¢usu marulda da ana zararli durumunda yaprak altinda, ¢igek saplarinda
ve bas i¢inde beslenmektedir. Kis1 yumurta doneminde ana konukgusu tizerinde
gecirir (Ozdemir, 2004). Ilkbaharda yumurtalar agilir ve ¢ikan nimfler genc
bitkilerin yaprak uglarinda koloniler olusturur. Kanatli erginler genis bir alana
yayilarak mayis ve haziran aylarinda ara konukgularina go¢ eder ve orada
ciftlesme olmaksizin partenogenetik olarak iiremeye devam ederler. Disiler 2—
3 hafta yasar ve giinde 3-10 yavru dogururlar. Eyliil-ekim aylarina kadar ¢ok
sayida dol verir ve kasim ay1 itibariyle yeniden dollenmis yumurtalarini
birakacaklar1 primer konukgularina gé¢ ederler (EPPO, 2020). Diaz, (2012),
popiilasyon artisinin sicakliga bagli olarak ilkbaharda sonbahara gore daha

fazla oldugunu ve ilkbaharda konukgu popiilasyonunun da artmasi ile bu donem
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N. ribisnigri popiilasyonunda da artis gézlendigi bildirilmistir. Mart ay1 basinda
konukgularinda goriilmeye baslar ve nisan ortasindan haziran sonuna kadar
zararli olur. Temmuzda ise yogunlugu diiser.

Sinonimleri: Aphis ribisnigri Mosley, 1841; Macrosiphum agrostemnium
Theobald, 1913; Siphonophora alliariae Koch, 1855; Submacrosiphum
hieracii subsp. teriolanum Hille Ris Lambers, 1931; Macrosiphum kaltenbachi
Schouteden, 1906; Siphonophora polygoni Buckton, 1876; Macrosiphum
pseudohieracii Theobald, 1912; Aphis ribicola Kaltenbach, 1843; Myzus ribis
Shinji, 1922; Myzus ribis var. bucktoni del Guercio, 1894; Neokakimia vannesii
Stensveh, 1968

Yayihsi: Avrupa, Kuzey Amerika, Giliney Amerika, yeni Zelanda ve
Avustralya’nin tiim marul iiretim alanlarinda goriilmektedir (Sekil 2.4) (EPPO,
2020).

Sekil 2.4 Nasonovia ribisnigri’'nin diinyadaki yayilisi.

Konukgulari: Baslica konukgular1 arasinda hindiba (Cichorium endivia),
beyaz hindiba (Cichorium intybus), marul (Lactuca sativa), tiitiin, petunya, alp
frenk tiztimi (Ribes alpinum), sar1 ¢igeklibektasi tiztimii (Ribes aureum), siyah
bektasi liztimii (Ribes nigrum), kirmizi bektasi tizimi (Ribes rubrum) ve

yavsan otu (Veronica officinalis) yer almaktadir (Blackman and Eastop, 2006).

Zaranr ve Miicadelesi: N. ribisnigri, marul yetistiriciliginde 6nemli diizeyde

zararlara neden olmaktadir. Bitkiye ilk bulasmanin 6zellikle tarla kenarlarinda
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bulunan yabanci otlardan marul alanlarina gectigi belirlenmistir (Morales et al.,
2013). Marul bitkisinin daha ¢ok gobek kisminda baslayan zarar daha sonra tim
bitkiyi sarmakta, yapraklarda kivrilma, sararma, kuruma ve renk degisimi, bitki
gelisiminin yavaslamasi veya durmasina neden olabilmektedir. Ayrica bazi
bitki virlis hastaliklarin1 tasimak suretiyle de dolayli olarak etkide

bulunmaktadir (Lodos, 1982).

Sangiin (2012), Dogu Akdeniz bolgesi marul ekim alanlarinda zararli
olan Aphididae (Hemiptera) tiirleri ve bunlarin miicadelesine yonelik yaptigi
calismada marul yaprakbitlerine karsi denenen thiomethoxam, spirotetramat,
pymetrozine etken maddeli ilaglardan ilk ikisinin marul gébek baglamadan
kullanimi ile 6nce yapilacak bir ilaglama ile zararlinin popiilasyon seviyesini
ekonomik zarar esiginin altinda tutabildigini belirtmistir. Bu zararh ile
miicadelede Oncelikle entegre miicadele kapsaminda kiiltiirel 6nlemler olarak
saglikli fideler sasirtilmali, fidelikte bulasmayr Onlemek amaciyla
havalandirma agikliklart mutlaka tiil (462 pm) ile kapatilmali ve bulasik bitkiler
ile yabanci otlar temizlenmelidir. Predatorlerden, 6zellikle Coccinellidae,
Chrysopidae ve Syrphidae familyalarina ait tiirler; parazitoitlerden de Aphidius
tiirleri, biyolojik miicadele agisindan ¢ok dnemlidir. Bu faydalilarin korunmasi
ve etkinliklerinin artirilmasi miicadelede 6nemli basar1 elde edilmesini saglar.
Yaprakbitine kars1 marulda ruhsatli bir¢ok zirai miicadele ilaglar1 bulunmakta
ve miicadelesinde de yaygm olarak kullamlmaktadir. Ozellikle marul
alanlarinda zararliya karsi kullanilan ilaglarin sistemik olmasi nedeni ile
marulda beslenen diger zararlilar1 da baskiladig diigiiniilmektedir (TAGEM,
2008).

2.3 Insektisitlere Direnc

Insektisitlere direng, zararli popiilasyonlarmin baski altina alinmasinda
yanlis depolama, hatali uygulama ve uygun olmayan cevre kosullar1 gibi
problemler disinda bir hassasiyet azalmasi ile normal bir popiilasyonda
bireylerin ¢ogunun 6ldiiriicti dozda canli kalma yetenegini gelistirmesi olarak
tanimlanmaktadir (Ffrenc-Constant ve Roush, 1990). WHO (Diinya Saglik
Orgiitii) insektisit uzmanlar1 komitesi 1957°de insektisitlere direnci, bir tiiriin
normal popiilasyonunda bireylerin ¢ogunu 6ldiirdiigii ispatlanan bir insektisit

dozuna, ayni bocegin diger bir irkinin bu dozu tolere etme yetenegini
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gelistirmesi olarak tanimlamistir. Ya da bagka bir ifadeyle, bir zararliya kars1
ayni pestisitin veya etki mekanizmasi ayni1 olan pestisitlerin ard arda uzun stire
kullanilmasi sonucunda, bu zararli popiilasyonunda pestisit(ler)e karsi dnce
hassasiyet azalist gOriilir sonra da hassasiyeti az olan bireylerin
poplilasyonunda artist ile direngli bireyler ¢cogalir. Daha sonra bu pestisitlere
kars1 direngli popiilasyon meydana gelir (Onciier ve Durmusoglu, 2008).
Uluslararasi bir kurulus olan “The Insecticide Resistance Action Committee
(IRAC) (Insektisit Diren¢ Eylem Komitesi)’ne gore; Direng, bir zararh
popiilasyonunun duyarliliginda bir kalitsal degisim sonucu azalma olarak
tanimlanabilir. O bocek tiirlerine karsi kullanilan bir insektisitin beklenen
kontrol seviyesini elde etmek icin etiket tavsiyesine gore kullanildiginda etki
etmemesi durumudur (IRAC, 2020a).

Melander’in 1908 yilinda San Jose kabuklu bitinde kiikiirt-kireg
karsimina karst olusan duyarsizlasmayir gozlemlemesi, insektisitlere karsi
direncle ilgili ilk kayittir. 1940-1950 yillar1 arasinda hizli oldiiriicii etkisi,
kullaniminin kolay, iiretiminin ucuz ve basit olmasi nedeniyle sik kullanilmaya
baslanan DDT’nin ortaya ¢ikisindan kisa bir siire sonra zararlilarda insektisit
diren¢ orani belirgin bir sekilde artmistir. 1940’11 yillarda DDT gibi sentetik
organik insektisitlerin sik kullaniminin ardindan, ilk direng vakasi da 1947
yilinda karasineklerde DDT direnci olarak karsimiza ¢ikmistir. Bundan sonra,
siklodienler, organofosfatlar, karbamatlar, formamidinler, piretroidler, Bacillus
thuringiensis, spinosinler ve neonicotinoidler gibi her yeni giris yapan
insektisitlerin ardindan kisa siirelerde 6nemli zararl tiirlerinde bir dizi direng
olay1 goriilmustiir (IRAC, 2020b).

2.3.1 Diren¢ mekanizmalar ve direng ile ilgili enzimler

Temel olarak insektisitlere karsi direng gelisimini saglayan dort
mekanizma yaygin olarak bilinmektedir: 1) Esteraz, sitokrom P450, glutatyon
S-transferaz  (GST) gibi enzimler ile insektisit metabolizasyonunun
hizlandirilarak detoksifikasyonun saglanmasi, 2) Insektisitin viicut igerisine
girisinin azaltilmas:1 (Penetrasyon direnci ya da kutikiiler direnc), 3) Insektisit
hedef bolgesinin duyarliliginin degistirilmesini saglayan mekanizma ve 4)
bocek davraniglart sonucu meydana gelen direng mekanizmalaridir (Simon,

2014). Pek ¢ok bocek populasyonunda belirlenen bu insektisit direng
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mekanizmalarindan hangilerinin bdécek populasyonunda insektisit direncini
sagladiginin bilinmesi, alternatif insektisitlerin se¢imini kolaylastirmaktadir
(Cygler et al., 1993). Zararlilarla kimyasal savasim da pestisitlere direng
gelisiminin geciktirilmesi, engellenmesi hatta direng problemlerinin ortadan
kaldirarak tiretim maliyetinin minimum seviyeye indirgenmesi ancak direng
mekanizmasinin bilinmesi ile saglanacagindan direng, direng kalitimi ve

detoksifikasyon enzimleri iizerine birgok arastirma yapilmistir (Ay ve Inanici,
2018).

Metabolik diren¢: Bu direng mekanizmast insektisitleri hedef
bolgelerine ulasmadan metabolize eden ya da ayiran enzimleri icermektedir.
Direngli bocekler toksini hassas boceklere gore daha hizli detoksifiye ederler ya
da yok ederler ve toksik molekiilleri viicutlarindan uzaklastirirlar. Insektisitlerin
hedef bolgeye ulasmadan parcalanmasi esasmna dayanan bu mekanizmada
insektisitlerin ya metabolizasyon hizlarinin arttilmasi, ya da daha az toksik olan
oncli bilesiklere doniistiiriilmesi gozlenir (Hemingway ve Ranson, 2000).
Metabolik direng en sik goriilen ve genellikle biiyiik sorun olusturan, kirilmasi
giic bir mekanizmadir. Bocekler insektisiti pargalamak i¢in kendi i¢ enzim
sistemlerini kullanirlar. Direngli irklar bu enzimlere yiiksek diizeyde veya daha
verimli sekilde sahip olabilmektedirler. Bocegin normal enzimatik
metabolizmasi, insektisit detoksifikasyonunu artirmak veya insektisit

aktivasyonunu onlemek i¢in modifiye edilir.

Enzimler, pestisitlerin detoksifikasyon siirecinde nitelik ya da nicelik
olarak degiserek rol oynamaktadir. Bu enzimler toplu olarak detoksifikasyon
enzimi olarak bilinirler ve sitokrom P450 (P450), glutation S-transferaz (GST),
karboksilesteraz (COE) ve UDT-glikosiltransferaz (UGT) ¢oklu gen ailelerinin
iyeleri tarafindan kodlanirlar. Bu dort detoksifikasyon gen familyasi
elemanlarinin ¢esitli organizmalarda da bulundugu bilinmektedir. (Ranson et
al., 2002; Claudianos et al., 2006; Nene et al., 2007; Strode et al., 2008; Lee et
al., 2010). Boceklerde direng ile ilgili enzimlerden Esterazlar, Glutathion -S-
Transferazlar, P-450 Monooxygenazlar ve Hidrolazlar en ¢ok bilinenleridir.
Esterazlar ve mono-oksijenazlar faz | detoksifikasyon enzimleri olarak

bilinirken, GST ise faz Il enzimi olarak bilinmektedir (Yorulmaz ve Ay, 2010).
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Esteraz enzimleri feromon ve hormon metabolizmasi, sindirim sistemi ve
sinir iletimi, tireme davranisi ve insektisitlere direng gibi birgok mekanizmada
rol oynamaktadir. Canlilarda zenobiyotiklerin detoksifikasyondan sorumlu
enzimler esterazlar, oksidaz ve GST gibi biiyilk multigen aileleri iiyelerinin
transkripsiyonu ile meydana gelmektedir. Glutation transferaz (GST), her yerde
goriilen aerobik organizmalarda bulunan enzimlerin farklilagsmig bir ailesidir.
Organofosfatli insektisitlerin aktive olmus oxon formlar1 bu enzimlerle tepkime
gosterirler. Bu nedenle organofosfatli insektisitler esteraz inhibitorleri olarak
tanimlanir (Oekeshott et al., 1993). Biitiin metazoanlar ve bitkilerde bulunan bir
izoenzim ailesidir ve temel detoksifikasyon sistemlerinden birisidir. Boceklerde
bu enzim ailesi insektisitlerin toksik etkilerine kars1 temel bir savunma olarak

bilinmektedir.

Penetrasyon direnci: Penetrasyon direnci boceklerin viicutlarindaki
kiitikiila tabakasinin bazi 6zelliklerinden kaynaklanan ve bunun sonucu olarak
kimyasal maddeleri yavas absorbe etmeleri sonucu ortaya ¢ikan bir direng
tipidir. Direngli bocekler duyarli boceklere gore toksinleri daha yavas absorbe
edebilirler. Bu bocekler dis kiitikulasinda viicutlarinin i¢ine kimyasal emilimini
yavaglatabilecek engelleri gelistirir ve penetrasyon direnci olusur. Bu durum
genis bir insektisit sinifindan bocekleri koruyabilir. Penetrasyon direnci siklikla
diger diren¢ mekanizmalar1 ile birlikte goriilebilir ve diisiik penetrasyon diger

mekanizmalarin da etkilerini yogunlagtirir.

Hedef yeri direnci: Insektisit etkilerini azaltmak icin toksinin genellikle
bocek i¢indeki hedef yeri modifiye edilmis olur. Hedef de baglanma yapacagi
protein yap1 veya siralanma diizeninin mutasyonla kalic1 sekilde degismesi
sonucu olugan hassasiyet azalmasi hedefin degismesidir. Bu ikinci en yaygin
mekanizmadir. Baz1 organik fosforlu bilesikler ve sentetik pyretroidliler’de
hedef yeri direncinden dolay: ilaglarin etkinligi azalmaktadir. Ornegin AChE
enzimine baglanan karbomatli ve organik fosforlu insektisitlerin enzime
baglanma noktalarindaki serin, alanin, glysin proteinlerinin dizilisinin
mutasyonla kalic1 sekilde degismesiyle insektisitler baglanma yapamaz ve etkili

olamazlar. Bu mutasyonlar protein diziliminde degisikliklere neden olabilecegi
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gibi, hedef yerinin ekspresiyon seviyesini degistirerek de dirence katki

saglayabilmektedirler (Van Leeuwen and Dermauw, 2016).

Kdr direnci (Knock-down resistance), piretroitli insektisitler
boceklerdeki sinir hiicrelerinin aksonlar1 boyunca aksiyon potansiyelini
diizenleyen sodyum kanallarina baglanarak, bu kanalarin agik kalmasi ile hiper
aktiviteye ve sinir hiicresinin ¢aligmasinin engelleyerek felce ve 6liime gotiiriir.
Voltaja bagli bu sodyum kanallarinin bazi béceklerde mutasyona ugramasiyla
piretroitli insektisitler bu kanala baglanamadigr i¢in diren¢ kazanmis
olmaktadirlar. Bu direng tipinde bocek esteraz ve sitokrom P450 monooxigenaz
enzimlerinin aktivitesini engelleyen sinerjistlerden etkilenmezler (Durmusoglu
ve Kumral 2018).

Durmusoglu ve Kumral (2018), Hemingway et al’a (2002) atfen,
degistirilmis asetilkolinesteraz direncinin (Modified acetylcholinesterase
(MACE) Acel), Organik fosforlu ve karbamatl insektisitlerin, boceklerde sinir
hiicreleri arasindaki boslukta bir sinir hiicresinden digerine uyart1 transferi
saglayan bir salgi olan asetilkolin (ACh)’in hidrolizinde (parcalanmasinda) rol
oynayan asetilkolinesteraz (AChE) enzimini bloke edip hidrolizasyonu
engelleyerek ACh tarafindan baglatilan sinirsel uyartilarin siirekli olmasi
sonucu Oliime neden oldugunu belirtmislerdir. Baz1 boceklerde AChE enzimi
mutasyona ugradigindan, organik fosforlu ve karbamatl insektisitler bu enzime

baglanip bloke edemedigi i¢in direng goriilmektedir.

Dieldrin geninde direng (Rdl; Resistance to dieldrin gene), boceklerin
sinir hiicrelerinde GABA kapili klor kanalina baglanarak klor iyonu ge¢ini
engelleyerek onlarin Oliimlerine neden olurlar. Bu kanaldaki tek nokta
mutasyonu ile genetik bir degisiklik, s6z konusu insektisitlerin baglanmasini
engelledigi i¢in Rdl direncine neden olmaktadir (Durmusoglu ve Kumral,

2018).

Davramis Direnci: Bu tip direngli bocekler kendileri icin tehlikeli
olabilecek zehirleri algilayabilir veya fark edebilirler. Bu durumda ya ilagh
alandan etkilenmeden uzaklasabilir, ya da beslenmeyi durdurarak ilaca

maruziyetlerini azaltabilirler (Durmusoglu ve Kumral, 2018). Bu tip direng,



17

organik klorlu, organik fosforlu, karbamatli ve piretroit gibi pek cok insektisit

siifina karsi bircok bocek ve kirmizi 6riimcekte belirlenmistir (Simon, 2014).

2.3.2 Direnci tespit etme yontemleri

Mevcut direng test teknikleri biyoassay, biyokimyasal ve molekiiler
caligmalar olarak iice ayrilmaktadir. Biyoassay test teknigi direng tespitinde
kullanilan ilk yontem olup halen giivenli bir sekilde kullanilmakta ancak uzun
zaman gerekmektedir. Biyokimyasal testler diisikk frekanstadaki direng
genlerini dogru olarak tanimlama ve kontrol etme agisindan yararlidir ancak
cogu durumda iliski net degildir. Ceratitis capitata’ nin malathiona direng
gelisiminin incelendigi bir arastirmada iilkemizde ilk kez biyoassay
yontemlerin yanisira biyokimyasal testler de uygulanmistir (Dindar, 1992).
Molekiiler ¢caligsmalar ise 2000’11 yillardan sonra baglamistir.

2.3.2.1 Biyoassay testler

Biyoassay caligsmalari zararlilarin insektisitlere kars1 gelistirdikleri direng
seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerdir. Genis anlamda,
kullanimiyla "biyoassay" aktif maddenin bir canli organizmada fizyolojik
olarak etkileri ve arasindaki iligkinin saptanmasi i¢in kullanilmaktadir (Hoskins
ve Craig, 1962). Duyarli ve direngli bireyler arasinda ayrim yapmak igin
giivenilir, hizl1 ve etkili teknikler gereklidir (Brown, 1981; Gunning, 1993). lIyi
bir biyoassay kabul gérmesi igin bazi 6zellikler igermelidir. Tekrarlanabilirlik
ozelligi; deneyin ayni sekilde bagka bir zamanda ve mekanda tekrar edilebilir
olmas1 gerekmektedir. Kolaylikla gozlenen ve Olgiilen sonuglar1 olmalidir.
Nispeten diigiik maliyetli olmalidir. Tercihen kisa siireli olmali ve fazla tekrar
iceriyor olmalidir. Bunlarin sonucunda da “dogrusal bir doz-yanit egrisi”
vermelidir. Biyoassay ¢alisma planlanirken bir bitis noktasi se¢ilerek deneme
planlanmalidir. Amag belirli konsantrasyon araliklarinda uygulama sonunda
boceklere %10 ile %90 arasinda etki olgebilmektir. Biyoassay denemeler esas
olarak bir bitki, bir bocek ve insektisitlerin uygulama sekli ve yontemi gibi
basliklardan olusmaktadir. Boceklerin yas veya yasam evresi, aclik veya
beslenme durumu, bitkinin fenolojik yasi, toplandigi yer ve uygulamanin
yapilacak kismu ile ekstraksiyon yontemi ve uygulama yontemi 6nem teskil
etmektedir (Durmusoglu vd., 2015). Biyoassay yontemleri insektisitlerin

uygulama yontemlerine gore topikal, daldirma, kalint1 veya yiizey temasi ve
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besleme olmak tizere dort grupta toplayabiliriz (Ffrench-Constant and Roush,
1990).

Topikal uygulama: Bu yontemde etki eden kesin bir sabit doz kullanimi
s6z konusudur dogrudan veya piiskiirtme seklinde uygulama yapilir. insektisit
zehirli olmayan bir ¢oziiciide ¢oziilir, bir mikropipet veya mikrosiringa
yardimiyla bdcegin viicut yiizeyine uygulanir. Bu uygulama boceklerin larva,
pupa ve erginlerde tercih edilmektedir. Ozellikle larva ve erginlerde thorax
dorseline, pupada ise abdomen ventraline ile uygulanir. Ancak bécek boyutuna
ve hareketliligine bagli olarak bu yontemi uygulamak oldukg¢a zor ve zaman
alicidir (Leibee and Savage, 1992).

Yaprak daldirma yontemi: Yapraklar direkt olarak hazirlanan ilag
sollisyonlarina kisa bir siire icin batirilarak bekletilir ve bir pens yardimiyla
alinarak kurutmaya birakilir. Ardindan bocekler de bu yaprak iizerine
birakilarak yeterli siire gegmesi beklenir ve 6lii/ canli birey sayimlar1 yapilir
(IRAC, 2020b).

Kalint1 veya yiizey temasi: Bu yontemde ilaglama kulesi veya yaprak
daldirma metodu kullamilir. Ilaglama kulesinin alt tablasina {izerine petri kab:
icinde yaprak yiizeyi yerlestirilir ve belirli dozdaki ilag soliisyonu belirli bir
basingta yaprak yiizeyine piiskiirtiiliir. Uygulamadan sonra yaprak yiizeyleri
15-30 dk kurumaya birakilir. Bir diger kalinti birakma yontemi filitre
kagitlarinin ilag solliisyonuna batirilmasit metodudur. Yaprak daldirma
metoduna benzer olarak filtre kagitlar1 disk seklinde kesilerek belirli siirelerle
ila¢ konsantrasyonlarma batirihir. Kurutmak i¢in ¢eker ocakta 10-15 dk
bekletilir.

Beslenme: Genellikle fitofag boceklerin larvalart i¢in kullanilan bu
metotta larvanin beslenecegi yaprak hazir besin ya da sprey, daldirma veya
sistemik metotla muamele edildikten sonra birka¢ saat a¢ kalmis larvalara
verilerek uygulanir. Beslenme biyoassay ¢alismalar1 kisa olmalidir yani, bir ya
da iki besleme doneminde bitmelidir. Benzer olarak bazi bdcek tiirlerinde
yapay besin de kullanilmaktadir. Bu metotta yapay besin hazirlanma
asamasinda belirli konsantrasyondaki ilag yapay besine karistirilir.

Biyoassay testler, sadece direng varligi ve frekansinin bir gostergesi

olabilir ve diren¢ mekanizmasi hakkinda sinirh bilgi vermektedirler. Daha net
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ve kesin bilgiler biyokimyasal ve molekiiler c¢alismalar ile ortaya

konulabilmektedir.

2.3.2.2 Bivokimyasal calismalar

Zararlh tiirlerde pestisit direncini belirleyen diger bir yontem ise
biyokimyasal denemelerdir. Bu yontemin temelinde boceklerdeki pestisit
diren¢ mekanizmasinin bilinmesi amag¢lanmaktadir. Genelde metabolik direng
durumunda bazi enzimlerin miktar1 ve/veya fonksiyonlar1 &lgiiliir. Ornegin
bocekte fazla miktarda karboksilesteraz E4 bulundugunda, insektisitler sinir
sistemindeki hedefe ulasmadan once tutulmakta ve bu nedenle AChE normal
biyolojik fonksiyonuna devam etmekte ve bocek yasamaktadir (Ay ve Sokeli,
2005). Direng ile a-naftil asetat't hidrolize eden enzimin (esteraz) aktivitesi
arasinda pozitif bir korelasyon oldugunun belirlenmesi, M. persicae'deki
direncin biyokimyasal yontemlerle belirlenmesinde 6nemli bir doniim noktasi
olmustur (Needham and Sawicki, 1971). Moores et al. (1996), iic Aphis
gossypii Glover (Hemiptera: Aphididac) popiilasyonunda insektsitlere direng
diizeyini, toplam esteraz aktivitesini ve insektisit tarafindan inhibe edilen AChE
enziminin duyarlilik durumunu incelemislerdir. Farkli esteraz ile AChE
kombinasyonlarina sahip oldugu tespit edilen A. gossypii popiilasyonlarindaki
modifiye AChE’1n, organikfosforlu ve karbamatl insektisitlere direncin ana
mekanizmasi oldugu da belirlenmistir. Esteraz enzimleri boceklerde feromon
ve hormon metabolizmasi, sindirim sistemi ve sinir iletimi, iireme davranisi ve
insektisitlere direng gibi bircok ©nemli mekanizmada rol oynamaktadir.
Boceklerde insektisitlere karsi direng gelisiminde 6zellikle asetilkolinesterazlar
ve karboksilesterazlar rol oynamaktadir (Baffi et al., 2005; Yorulmaz vd.,
2013).

Biyokimyasal teknikler direngle ilgili bir mekanizma kurmak igin
kullanilabilmektedir. Bir popiilasyon biyokimyasal deneyler ile iyi karakterize
edildiginde, bu deneyler bazi farkli seleksiyon baskis1 altindaki bir
poplilasyonunda direng¢ gen frekanslardaki degisiklikleri Olgmek igin

kullanilabilir (Karaagac, 2012).

2.3.2.3 Molekiiler calismalar
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Direncin gelisimi genellikle bir veya birka¢ gene dayanmaktadir. Duyarl
bir popiilasyon, bir insektisite maruz kalmadan 6nce, tipik olarak direng genleri
bakimindan genellikle zayiftir, bu genler insektisit yoklugunda

azaltilmaktadirlar (Karaagac, 2012).

Gliz vd., 2020, direncin mutasyon adi verilen genetik degisimler sonucu
ortaya ¢iktigimi ve genetik kokenli bu degisimlerin: genin kopya sayisinin
cogalmasi (gen amplifikasyonu), genin fazla ¢alismasi (overexpression), iiriin
yapisindaki degisiklik (aminoasit degisikligi) ve alel yoklugu olarak kendisini
ifade ettinden s6z etmektedir. Enzim Onemsiz bir organofosfat hidrolitik
aktivitesine sahip olmasina ragmen onun fazla expresyonu organizmanin
hayatta kalmas1 i¢in organofosfatlarin yeterli miktarini ayirmayr miimkiin kilar
ve bu hidroliz i¢in neurotransmitter asetilkoline ihtiya¢ duyan target site (hedef
bolge) asetilkolinesterazin inhibisyonunu Onler ve direng gelisir. Genin fazla
caligmast ile direng olusumu, gen ekspresyonunun regiilasyonu (gen ifadesinin
diizenlenmesi) ile gen ifadesindeki degisiklik gen {riiniiniin miktarii da

degistirebilir (Hemingway and Ranson, 2000).
2.4 Onceki Calismalar

2.4.1 Insektisitlere direng ile ilgili diinyada yapilan ¢alismalar

Insektisitlerin yogun olarak kullanilmasi sonucunda birgok zararlida
diren¢ gelisimi meydana gelmektedir. Bu konuda yapilmis bircok calisma
direng gercegini ortaya ¢ikarmistir. 1908 yilindan 2018 yilina kadar béceklerin
insektisitlere kars1 direnci ile ilgili yapilan tiim ¢aligmalara baktigimizda 574
tiirde, 338 aktif maddeye karsi, 10.357 direng vakasi bildirilmektedir. (Whalon
etal., 2018).

Giintimiizde direnci tespit etmek amaciyla biyoassay, biyokimyasal ve
molekiiler ¢alismalar yapilmaktadir. Boceklerin insektisitlere direnci ile ilgili
yapilan caligmalar sayesinde, insektisitleri metabolize edici bir dizi enzim
tanimlanmustir (Li et al., 2011). Bu enzimler toplu olarak detoksifikasyon
enzimi olarak bilinirler ve sitokrom P450 (P450), gliitation S-transferaz (GST),
karboksilesteraz (COE) ve UDT-glikosiltransferaz (UGT) ¢oklu gen ailelerinin
iyeleri tarafindan kodlanirlar. Direng ile alfa-naftil asetath hidrolize eden

enzimin (esteraz) aktivitesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunun
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belirlenmesi, M. persicae’ deki direncin biyokimyasal yontemlerle
belirlenmesinde 6nemli bir doniim noktas1 olmustur (Needham and Sawicki,
1971).

Yine enzimlerin insektisit direncine olan etkisini ortaya koymak amaciyla
Devonshire ve Moores (1982) tarafindan yiiriitiilen bir calismada, M. persicae’
nin organik fosforlulara diren¢ gostermesinin sebebi olan karboksilesteraz E4
enzimini saflastirmiglardir. Calismalarinda E4’iin artan mevcudiyetinin
direncin sebebi oldugunu vurgulamislardir. Insektisitlerden hangi birisi
uygulanirsa uygulansin ayni mekanizmanin goriilecegini buna ragmen zayif
diren¢ olusumu nedeniyle karbamatlilarin bu mekanizmada en az seleksiyon
baskisin1 gergeklestirdigini belirlemislerdir. Moores et al., (1996), ise yine
yaprakbitleri ile ¢alismis, ti¢ A. gossypii popiilasyonunda insektsitlere direng
diizeyini, toplam esteraz aktivitesini ve insektisit tarafindan inhibe edilen AChE
enziminin duyarlilik durumunu incelemislerdir. Farkli esteraz ile AChE
kombinasyonlarina sahip oldugu tespit edilen A. gossypii popiilasyonlarindaki
modifiye AChE’1n, organikfosforlu ve karbamatl insektisitlere direncin ana
mekanizmasi oldugu belirlenmistir.

Zararli bocek popiilasyonlarinin insektisitlere karsi direncin ekolojik
genetiginin ¢aligabilmesi ve biyolojik miicadele stratejilerinin gelistirilebilmesi
icin, dirence neden olan genlerin teshis edilmesi ve metabolizmasinin
anlasilmas1 gerekmektedir. 1970 ve 1980 yillar1 sonrasinda, cevre
toksikologlari, entomologlar ve biyologlarin dikkatlerini diren¢ konusu iizerine
cekmesiyle dayaniklilik gen ve mekanizmalar1 incelenmeye baslanmigtir.
Ffrench-Constant (1999), insektisit direncinin molekiiler genetigi {lizerine
yapilan caligmalarin, nokta mutasyonlarin {i¢ temel insektisidin hedefi olan
molekiilleri (Rdl GABA reseptor, para voltaj kapili sodyum kanali ve bocek
asetilkolinesteraz) kodlayan genlerde hedef yeri duyarsizliina neden
olduklarini ortaya koydugunu belirtmektedir.

Gao et al., (2002) tarafindan insektisit direncine iliskin yaprakbitlerinde
yapilan ¢alismalardan ilki Schizaphis graminum (Rondani) (Hemiptera:
Aphididae)’un c¢cDNA Kkiitiiphanelerinden yararlanarak AChE c¢DNA’sin1
klonlayip, karakterize edilmistir. Yapilan bu g¢alisma afit tiirleri arasinda

AChE’nin molekiiler 6zelliklerini karakterize eden ilk ¢aligmadir. Calismada
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bugday yaprak bitine ait AChE ¢cDNA’sinin niikleotid ve aminoasit sekansi,
AChE cDNA’sinin primer yapilari, yaprak biti AChE’sinin karakteristikleri ve
yaprak bitine ait AChE geninin diger hayvan tiirleriyle filogenetik iligkisi
saptanmistir.

Javed et al., (2013) tarafindan Hemiptera takimina ait 4 farkli bocek
tirtiniin (M.persicae, A. gossypii, Bemisia tabaci ve Trialourodes vaporariorum
(Hemiptera:Aleyrodidae)) asetilkolinesteraz  kodlayan gen sekanslari
cikarilmistir. Bu tiirlerin her birinin insektisitlere direngli popiilasyonlarinda
asetilkolinesteraz hassasiyeti goriilmesine ragmen direngli bdceklerin gen
sekanslarinda higbir mutasyona rastlanmamistir. Bu nedenle Hemiptera
tiirlerinde ikinci bir alternatif genin karakterize edilmesi gerektigi ve ayni1 gende
insektisitlere hassasiyetle iliskisi olan mutasyonlarinda beraberinde saptanmasi
gerektigi sonucuna varilmigtir. Toda et al.,. (2004) tarafindan ise pamuk afidi
Aphis gossypii’de bulunan Ace 1 ve Ace 2 olarak bilinen iki asetilkolinesteraz
geni tanimlanmis ve karbamat direncli ve hassas irklar1 karsilastirilmistir. Acel
geninde aminoasit sekanslarinda higbir degisiklik saptanmazken, hassas ve
direngli irklardaki Ace2 geninde Ser431Phe ve Ala302Ser olmak iizere iki
aminoasit degisikligi saptanmistir. Ser431Phe yer degistirmesinin primicarb
direncinde, Ala302Ser yer degistirmesinin organofosfat direncinde rol
oynayabilecegi one sliriilmiistiir.

Piretroit direncinin en dnemli mekanizmasi knockdown direng (kdr) olarak
bilinen hedef yeri duyarliligin azalmasidir. Kdr olgusu ilk kez DDT’ye direngli
karasineklerde belirlenmistir. Daha sonra Alman Hamam Bocegi gibi diger
onemli zararlilarda da goriilmistiir. Anstead et al., (2005), Seftali yaprak biti M.
persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae)’nin kdr olarak adlandirilan sinir
sistemindeki duyarliligi azaltan bir mekanizma ile piretroit insektisitlere direng
gelistirdigini bildirmislerdir. Duyarliliktaki bu azalmaya sodyum kanalinda
goriilen 2 mutasyonun L1014F (kdr) ve M918T (siiper-kdr) sebep oldugunu
bulmuslardir.

Cassanelli et al., (2005)’a gore diinyada yogun olarak insektisit kullanimi
sonucunda seleksiyon baskisindan dolayr M. persicae’ de insektisit direng
mekanizmalart gelismistir. Cografi dagilima dair bulgular ve bu direngli

fenotiplerin farklilagip evrim gecirmesinin uygun miicadele programlarinin
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gelistirilmesine yardimci olacagini  savunmuglardir. Var olan direng
mekanizmalart molekiiler anlamda 'knockdown' direnci ve modifiye edilmis
asetilkolinesteraz direncinin varligini tespit etmeyi imkanh hale getirmektedir.
Calismalarinda PCR-RFLP teknigini kullanarak yaprak bitlerinin bireysel ve
populasyon diizeyindeki diren¢ mekanizmalarin1 saptamiglardir. Van Toor et
al.,, (2007), Yeni Zelanda’da vyetistirilen patateslerde M. persicae’ nin
insektisitlere direncini ve genetik kompozisyonunu arastirmislardir.
Calismalarinda biyokimyasal testlerin bir kombinasyonunu, PCR tekniklerini
ve diyagnostic dozlarla biyoassay testlerini uygulamislardir. 23 adet genoipin
%60’ min dort insektisit sinifindan herhangi tigiine kars1 bir ya da daha fazla
diren¢ mekanizmasi gelistirdigini belirtmislerdir.

Kwon et al., (2008), M. persicae bireylerinin karboksilesteraz enzim
aktivitesi aracilifiyla pirimicarba olan dayanikliliginin karakterizasyonunu
aragtirmiglardir. Pirimicarba olan direnci biyokimyasal ve molekiiler
mekanizmalarla incelemislerdir. PCR stainlerinde pirimicarba 131 Kkat
dayaniklilik goriiliirken organik fosforlu ve karbamatli insektisitlere karsi her
hangi bir direng ibaresine rastlamamiglardir.

Beckhingham et al., (2013), M. persicae populasyonlarinda neonikotinoid
grubuna ait insektisitlere karst goriilen direncte nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin roliinti incelemislerdir. Neonikotinoid seleksiyonunun olmadig:
kosullarda nAChR protein seviyelerinin degismedigini bildirmislerdir.

Bass et al., (2014), M. persicae tiiriiniin diinden bugiiniimiize kadar
gosterdigi insektisit direncinin evrimini aragtirmislar ve yedi adet dayaniklilik
mekanizmas1 tanimlanmigtir. M. persicae iizerindeki toksik etkiyi
uzaklagtirmak i¢in dikkate deger bir¢ok mekanizma gelistirmistir. Bu
arastirmanin c¢alismanin insektisit direncinin evrimini temsil eden 6nemli bir
calisma oldugunu soylemislerdir. Calismalarinda M. persicae’ nin
biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarini incelemislerdir. Caligmanin
oziinde dayanikliligin nasil gelistigi, insektisit seciciligi ve dayaniklilik ile
konukgu bitki arasindaki adaptasyonu oldugunu belirtmislerdir.

Diinyada ozellikle son 30 yildir insektisitlere diren¢ konusunda gerek

biyokimyasal olarak ve gerekse molekiiler biyoloji alaninda oldukca detayli
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arastirmalar yapilmaktadir. Ulkemizde de son yillarda bu calismalara agirlik

verilmistir.

2.4.2 Insektisitlere diren¢ ile ilgili Tiirkiye’de yapilan
calismalar

Ulkemizde insektisit direnci konusunda yapilan ilk yaymlar konuyu
aciklayan derlemeler seklinde olmustur (Diizgiines, 1953; Alkan, 1960). Direng
en ¢ok halk ve ¢cevre sagligi kapsaminda kullanilan insektisitlere karsi sivrisinek
ve karasinek tiirleri i¢in rapor edilmistir (Kasap vd., 1999). Tiirkiye’de 2000’li
yillarin bagina kadar insektisit ve akarisitlere kars1 direng konusunda yeterince
calisilma yapilmadigimi ve toplam 30 arastirma bulundugunu bildirmistir
(Durmusoglu, 2004). Tirkiye’de tarimsal zararlilarin insektisitlere karsi
gosterdigi direng lizerine Onemli bazi c¢aligmalarin sonuglart ise asagida
sunulmustur.

Ulkemizde yaprakbitleri ile ilgili ilk direng ¢alismasinda Ege Bélgesi’nde
tiitiinlerde goriilen M. persicae’ nin biyoassay yontemlerle ethyl parathiona
kars1 direngli oldugu belirtilmistir (Oden, 1969). M. persicae’ nin tiitiinde direng
ile ilgili ¢aligmalara devam edilmis, Polat vd.,(1973)’nin yaptig1 aragtirmada,
Karadeniz bolgesinde tiitiin yetistirilen alanlarda organikfosforlu insektisitlere
kars1 M.persicae bireylerinde direng durumuna rastlanmamastir.

Ziimreoglu (1978), Aydin, Balikesir, Canakkale, Izmir ve Manisa
illerinden topladig1 M. persicae popiilasyonlarinin ethyl ve methyl parathion ile
methamidophos’a  duyarlilik, durumlarim1  inceledigi  laboratuvar
denemelerinde, yaprakbitlerinin o6zellikle methyl parathion’a direng
kazandigini belirlemistir.

Erkam ve Giirkan (1983)’nin Yalova ve cevresinde meyve agaglarinda
bulunan Panonychus ulmi (Koch) (Acarina: Tetranychidae)’nin dicofol ve
chlorobenzilate gibi akarisitlere olan diren¢ diizeylerini saptadiklarini
bildirmektedirler. Arastirmacilar, lam daldirma metoduna gore bulduklari
sonuglara gore bu iki preperata higbir P. ulmi popiilasyonunda duyarlilik
kaybinin olmadigini belirtmektedirler. Kabir vd. (1993), ise P. ulmi’nin farkl

irklarmin propargite etkili maddeli bir akarisite cevabini ayrict ve g¢oklu
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konsatrasyon teknigi kullanarak test ettiklerini ve bu ilaca 11 kat direng
saptadiklarin1 kaydetmektedirler.

Ulkemizde yiiriitiilen diren¢ ¢alismalarinda biyoassay calismalarin yani
sira biyokimyasal yontemlerin ilk kez Velioglu (1999) taratfindan uygulandigi
bilinmektedir. Velioglu ve Toros (2006), izmir, Antalya, Ankara ve Igel'den
toplanan M. persicae popiilasyonlarina daldirma biyoassayi ile deltamethrin,
pirimicarb ve diazinon uygulayarak tiim popiilasyonlarin LCso degerlerini
belirlemislerdir. Hassas popiilasyon ile karsilastirilarak bulunan dayaniklilik
oranlarindan elde edilen biyoassay sonuglar1 pirimicarb’a kars1 oldukca yiiksek
diizeyde dayaniklilik bulundugunu ortaya koymustur. Benzer bir ¢alismada bu
sefer kirmizioriimcekler ile Dagli ve Tung (2003), Antalya’dan toplanan
Tetranychus cinnabarinus (Boisd.) (Acarina: Tetranychidae) popiilasyonlarinin
dicofol’a yiiksek direng gosterdigini, oOzellikle seralardan toplanan
poplilasyonlarin pamuktan toplananlara gore daha direngli oldugunu
belirtmislerdir. Arastirmacilar, 16 dol boyunca dicofol ile seleksiyona ugratilan
T. cinnabarinus popiilasyonlarinin direnglerinin LCso’ye gére 19.7 ve 100.7 kez
arttig1 eklemektedirler. Ay ve Giirkan (2005), tilkemizin 6nemli pamuk tiretim
merkezlerinden toplanan Tetranychus urticae Koch. (Acari: Tetranychidae)
poplilasyonlarinda selektif akarisitlere (dicofol, bromopropylate) karsi1 6nemli
olgtide bir duyarlilik kaybina rastlanmadigi bildirilmistir. Birgok {iilkede
ozellikle dicofol’a kars1 ¢ok yliksek oranlarda direng kaydedildigini bildiren
arastiricilar  bu durumu, iilkemizde spesifik ilaglarin ¢ok fazla tercih
edilmedigine ve genis spektrumlu ilaclarin daha ¢ok tercih edildigine
baglamislardir.

Yapilan bir diger ¢alismada ise, M. persicae ’nin 6 farkli popiilasyonunda
diren¢ mekanizmalarmin biyokimyasal yontemler kullanilarak insektisitlere
direng ile iliskili olan karboksilesteraz enzimi spektrofotometre ve elektroforez
ile incelenmistir (Velioglu ve Toros, 2006). Ulkemizde neonikotinoidlerin M.
persicae’deki diren¢ durumlarinin belirlenmesi amaciyla ilk kez yiriitillen bir
caligmada bu grup insektisitlere karst oldukca yiiksek diren¢ oranlarinin
bulundugu tespit edilmistir (Velioglu vd., 2007).

Ay (2006) tarafindan gerceklestirilen bir baska caligmada, Antalya’da

ortlialtt sebze iretim alanlarinda, yine 7. wrticae’ nin bazi akarisitlere
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(propargite, abamectin ve amitraz) kars1 duyarliliklart arastirilmistir. Calismada
kullanilan akarisitlerden propargite ve abamectin’e karst Onemli Olclide
duyarhilik kaybi belirlenemezken, ililkemizde amitraz’a karsi daha once bir
duyarhilik kaybi bildirilmedigi halde bu ¢alismada amitraz’a kars1i bazi
poptilasyonlarda 6nemli 6l¢iide direng belirlenmistir.

Velioglu ve Toros (2006) tarafindan M. persicae’nin Izmir, Antalya, Ankara
ve Igel’den toplanan 6 farkli popiilasyonunda insektisitlere direng ile iliskili
olan karboksilesteraz enzimi spektrofotometre ve elektroforez ile incelenmistir.
Icel’den toplanan ve direngli olan 3 popiilasyonun toplam karboksilesteraz
aktiviteleri diger popiilasyonlara gore daha yiiksek bulunmustur. Bu
popiilasyonlarin poliakrilamid jel elektroforez ile incelenen karboksilesteraz
E4/FE4 bantlar1 da diger popililasyonlara gore daha kalin oldugu
gozlemlenmistir.

Sokeli (2005), elmanin yogun olarak iiretildigi Isparta 1li elma
bahgelerindeki T. urticae popiilasyonlarmin chlorpyrifos’a kars1 direngli fakat
propargite ve abamectin’e karsi duyarl oldugunu tespit etmislerdir.

Dagli ve Tung (2007), Frankliniella occidentalis (Pergande)
(Thysanoptera: Thripidae)’in Antalya’dan elde edilen wrklarinin 5 insektisit
siifina kars1 diren¢ durumunu incelemis ve tiimiinde cypermethrine kars1 1.6
ile 12.2 kat arasinda degisen direng artisi tespit etmislerdir.

Erdogan vd. (2008), Adana, Antalya, Izmir ve Tarsus pamuk alalarindan
topladiklar1 Tiitlin beyazsinegi [Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera:
Aleyrodidae)] popiilasyonlarinin piretroitli insektisitlere kars1 nemli derecede
direngli olduklarini bulmuslardir.

Kumral ve Kovanci (2007), Bursa Ili elma bahgelerinden toplanan
Panonychus ulmi  (Koch) (Acarina: Tetranychidae) popiilasyonlarinin,
chlorpyrifosa 6.0 ile 35.6 kat, lambda-cyhalothrine ise 0.7 ile 5.7 kat daha
direncli oldugunu bildirmislerdir.

Velioglu vd. (2008), icel’de yaptiklar1 bir ¢alisma sonucunda Myzus
persicae (Sulz.) (Hemiptera: Aphididae) popiilasyonlarinda, yiiksek diizeydeki
karboksilesteraz (E4 ve FE4) nedeniyle viicuda alinan pirimicarb’in bir
kisminin toksik olmayan yapiya doniistiriildiigiinii (detoksifikasyon), kalan

pirimicarb’in sinir sistemine ulasabilen kisminin ise, AChE’in duyarsiz hale
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gelmesi nedeniyle (hedef alanin duyarsizlasmasi) etkisini gosteremedigini
bildirmislerdir. Bu ¢alisma sonucunda, M.persicae’nin Igel popiilasyonlarinda
farkli iki diren¢ mekanizmasi tespit edildiginden bu popiilasyonlarda “goklu
direng mekanizmas1” oldugu belirlenmistir. Yine Velioglu vd. (2009),
pamuklarda zararli Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae)’nin bes farkli
poptilasyonu ile yapilan biyokimyasal ¢aligmalar 1s18inda, hem yiiksek esteraz
aktivitesine, hem de direncli olan 1081K popiilasyonu ile ayni1 bant dizilisine
sahip olduklar1 tespit edilmistir. Ayrica bu zararlinin pirimicarb ve demeton-S-
metil’e degisen oranlarda duyarsiz asetilkolinesteraz aktivitesi sergiledikleri,
dolayistyla, bu popiilasyonlarin karbamatlilara ve organikfosforlulara karsi
degisik seviyelerde direnc gosterdikleri bulunmustur.

Geng vd. (2009), Canakkale ve cevresinden toplanan Zeytin sinegi
[Bactrocera oleae (Gmelin) (Diptera: Tephritidae)] popitilasyonlarinin organik
fosforlu ilaglara kars1 dayaniklilik durumlari incelenmis, 2006 yilinda toplanan
toplam 161 Ornegin % 32’sinin homozigot dayanikli (RR), % 65’ inin
heterozigot dayanikli ve % 3’niin ise hassas oldugu bildirilmistir. Aragtiricilar
2007 yilinda topladiklar1 toplam 181 Ornegin ayni grup aktiflerine karsi
dayanikliliklarini incelediklerinde ise % 53’iinlin homozigot dayanikli (RR), %
46’sinin  heterozigot dayanikli (RS) ve %1’inin de hassas (SS) oldugu
bildirilmisglerdir.

Bahsi vd. (2012), Antalya ve ilgelerinden toplanan Bemisia tabaci
(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) popiilasyonlarimin acetamiprid,
chlorpyrifos-ethyl ve cypermethrin’e karsi duyarlilik diizeylerini belirlemek
amaciyla yaptiklar1 c¢alismada topladiklari popiilasyonlarda acetamiprid,
chlorpyrifos ve cypermethrin i¢in ortaya ¢ikan direng diizeyleri sirastyla 6-299;
2-16 ve 1-22 kat arasinda oldugunu bulmuslardir. Ayrica acetamiprid ve
chlorpyrifos-ethyl ile seleksiyona tabi tutulan popiilasyonlarin direng
diizeylerinde sirasiyla 18 ve 4 katlik artislar kaydetmislerdir. Bu sonuglara gore,
B. tabaci Antalya popiilasyonlarinin acetamiprid, chlorpyrifos ve
cypermethrin’e karsi dnemli diizeylerde direng gelistirdigini belirlemislerdir.

1950’11 yillardan gilinlimiize kadar boceklerin insektisitlere direnci
konusunda yapilan ¢aligmalara baktigimizda yaprakbitleri, kirmzidriimeekler,

thrips tiirleri, beyazsinek ve zeytin sinegi gibi birgok zararli tiirde direng
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konusunda ¢aligildig1 goriilmektedir. Yaprakbitleri ile ilgili yapilan ¢alismalar
incelendiginde M. persicae ve A. gossypii tiirleri ile yiiriitiilen bir¢ok ¢aligma
varken proje konumuz olan marul yaprakbiti, Nasanovia ribisnigri (Mosley)
(Hemiptera:  Aphididae) ile ilgili herhangi bir direng ¢alismasi

bulunmamaktadir.

2.4.3 Nasonovia ribisnigri ile yapilan diren¢ calismalar:

Diinyada marulda yaprakbitleri ile 1ilgili yapilan ¢aligmalara
baktigimizda, Blackman and Eastop (1984), yaprakbitlerini ve bunlarin
teshislerini derledikleri ¢alismalarinda marul iizerinde 15 yaprakbiti tiirliniin
bulundugunu belirtmiglerdir. Yaprakbiti tiirlerinden 6zellikle N.ribisnigri
Avrupa ve Kanada’da marulun en 6nemli zararlilarindan biri olarak kabul
edilmektedir (Mackenzie and Vernon 1988; Martin et al., 1995; Rufinger et al.,
1997). Ozellikle California ve Arizona’da ilk defa tespit edildigi 1998 yilindan
itibaren marulun en 6nemli zararlis1 olmustur.

Direng ile ilgili yapilan ¢alismalara baktigimizda ispanya ve Fransa’dan
toplanan N.ribisnigri popiilasyonlarinin diren¢ olusumu 5 insektisitle
(endosiilfan, deltamethrin, pirimicarb, methomyl ve acephate) biyoassay
yontemler uygulanarak gozlenmis endosiilfan ve pirimicarba yiiksek oranda
diren¢ saptanmistir (Rufinger et al., 1997). Rufingier et al. (1999) ¢alismalarina
devam ederek bu sefer N.ribisnigri’nin pirimicarb ve endosiilfan’a kars1 olusan
diren¢ mekanizmalar1 biyoassay yontemler ile incelenmis, direng gdsteren
popiilasyonlar i¢in biyokimyasal ¢aligma yapilarak pirimicarba karsi olusan
direncin asetilkolinesteraz enziminden, endosiilfana karsi olusan direncin ise
glutatin-S transferaz (GST) enziminden kaynaklandigi belirlenmistir.

Ulkemizde Dogu Akdeniz Boélgesi marul ekilis alanlarinda zararli olan
yaprakbiti tiirleri, bulasiklik oranlari, popiilasyon gelismesi ve ugus
aktivitelerinin belirlendigi bir ¢alismada marulda N. ribisnigri’nin en sik
rastlanilan yaprakbiti tiirii oldugu bildirilmistir (Sangiin ve Satar, 2012). Ancak
tilkemizde bugiine kadar N. ribisnigri ile ilgili herhangi bir direng ¢alismasi
yapilmamistir. Yapilan bu tez c¢alismasi iilkemizin ©nemli tarimsal
zararlilarindan biri olan yaprakbitlerinde yaygin kullanilan insektisitlere karsi

olusan direncin Ege Bolgesi’ndeki durumunu ortaya koymustur.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gerec¢

Calismanin ana materyalini, izmir, Mugla ve Manisa illerinde marul
yetistiriciliginin yogun olarak yapildigr bdlgelerden toplanan yaprakbiti
popiilasyonlari, laboratuvarda bu popiilasyonlarin yetistirildigi marul ve turp
bitkileri, acetamiprid, thiamethoxam, clothianidin ve spirotetramat aktif
maddelerini iceren insektisitler, molekiiler calismalarda kullanilan RNA
izolasyon kiti, c¢esitli cam ve kimyasal maddeler ile bazi aletler ve

spektrofotometre olusturmaktadir.
3.2 Yontem

3.2.1 Ege Bolgesi marul iiretim alanlarinda yaygin yaprakbiti

tirinin belirlenmesi

Ege Bolgesi marul iiretim alanlarinda yaygin yaprakbiti tiiriini
belirlemek amaci, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii’ niin
iilkesel olarak yiiriitiilen “Yapragi Yenen Sebzelerde Goriilen Hastalik, Zararl1,
Yabanci Otlarin Belirlenmesi ve Miicadelesi Uzerinde Arastirmalar” projesi
kapsaminda 2016 yilinda marul iiretim sezonu boyunca 6rnek toplanmistir. Bu
amagla ilk arazi ¢ikis1 Mart ayinda Menemen’e yapilmis ve son olarak da Ekim
ayinda Foca’ya gidilmistir. Tablo 3.1°de gortildiigii gibi marul yetistiriciliginin
en yogun oldugu bélgelerden olan; Izmir ili Menemen, Menderes ve Foga
ilgelerinden toplam 30 6rnek, Manisa ili Salihli ilgesi ile Mugla ili Fethiye

ilgesinden ise 10’ar 6rnek toplanmustir.

Her 6rnekleme alaninda, en az 50 bitkide goz ile inceleme yapilarak,
yaprakbiti ile bulasik marul bitkileri ayr1 posetlere konulmus, etiketlenip buz
kutusu i¢inde Bornova Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii Mudirliigii
laboratuvarlarina getirilmistir. Laboratuvara getirilen 6rnekler stereobinokiiler
mikroskop altinda incelenmis ve s6z konusu popiilasyonu temsil edecek sekilde
erginlerin bir kismi teshis i¢in igerisinde %70'lik alkol bulunan mikrosantrifiij
tiiplerine alinarak Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii

Miidiirliigii’nde gorevli konu uzmam Dr. Isil OZDEMIR e génderilmistir.
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Ornekleme Tarihi il/ilce/Mahalle Ornek Sayisi
8 Mart [zmir/Menemen/Emiralem 5
22 Mart [zmirMenderes/Atakoy 5
31 Mart [zmir/Menemen/Siileymanli 8
13 Nisan Manisa/Salihli/Merkez 10
15 Nisan [zmir/Menderes/Degirmendere 5
Mugla/Fethiye/Nif 9
16 Mayis
Mugla/Fethiye/Merkez 1
27 EKim Izmir/Foga/Merkez 7

3.2.2 Denemelerde Kullanilan Insektisitler ve  Seri

Konsantrasyonlarin Hazirlanmasi

Denemelerde kullanilan insektisitler iilkemizde sebzede ve marulda
yaprakbitlerine karsi kullanilan acetamiprid, thiamethoxam, spirotetramat ve
clothianidin aktif maddeleridir. Acetamiprid, thiametyhoxam ve clothianidin
neonikotinoid grubuna ait insektisitlerdir. Boceklerin felce neden olan sinir
sistemini hedef alirlar, sistemik ve kontakt etkilidirler. Nikotinik asetilkolin
reseptorii agonisti olup, bocegin merkezi sinir sistemindeki sinapsisleri
etkilemektedirler. Spirotetramat ise tetronik ve tetramik asit tiirevlerinden
sistemik etkili bir insektisittir. Bu grup insektisitler yag asidi sentezinin
gerceklestigi krebs dongilisiinde, Asetil KoA Karboksilaz enzimini inhibe
etmekte ve lipid biyosentezini engellemekte gorevlidir.

Aktif maddeler iretici firmalardan temin edilmis ve buzdolabinda
+4°C’de saklanmistir. Her aktif madde i¢in uygun c¢oziiciiler arastirilmis ve
sonugta etanolde sorunsuz ¢oziindiigli tespit edilmistir. Stok solusyonlar
denemenin kurulacagi zaman hazirlanmistir. Stok solusyon hazirlamak i¢in
teknik maddeden 1 gr tartilmis ve 100 ml ethanolde ¢oziilmiistiir. Boylece
10.000 ppm’lik stok solusyon elde edilmistir.

3.2.3 Hassas popiilasyon olusturulmasi

Arazi popllasyonlarin insektisitlere direncinin arastirilabilmesi i¢in
oncelikle hassas popiilasyonlarin temin edilip bu popiilasyon iizerinde baslangi¢

toksisite (LC/LD) degerlerinin belirlenerek ayirict doz tespit edilmesi
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gerekmektedir. Bu baglamda Nasonovia ribisnigri ile direng g¢alismalarinin
yiiriitiildiigii bir arastirma kurumundan (The University of Warwick, ingiltere)
hassas Marul yaprakbiti popiilasyonu istenilmis ancak temin edilememistir. Bu
nedenle daha 6nce rutinde ilaglama yapilmadigi bilinen Foga’daki bir marul
bahgesinden, bulasik marul bitkileri laboratuvara getirilmis, temiz bitkilere
aktarilan bireylerden bir popiilasyon elde edilmistir. Konu uzmani tarafindan
teshis sonucu Nasonovia ribisnigri oldugu kesinlesen bu popiilasyon, baslangi¢

hassas popiilasyonu olarak kullanilmistir.

3.2.3.1 Konukcu bitki iiretimi

Popiilasyonlarin iiretimini saglamak icin Bornova Zirai Miicadele
Arastirma Enstitiisii iklim odalarinda farkli sicaklik ve nem degerlerinde, farkli
marul ve turp gesitleri tizerinde 6n denemeler yapilarak en uygun yetistirme
kosullar1 belirlenmeye ¢aligilmistir (Sekil 3.1). Yapilan gozlemler sonucunda
en uygun konukc¢unun findik turpu oldugu ve en iyi popiilasyon gelisiminin
23+1°C sicaklik, %6045 orantili nem, 16:8 saatlik fotoperyot oldugu

belirlenerek calismalara findik turpu ile devam edilmistir.

Sekil 3.1 Bornova Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii iklim odalar1 findik turpu ve marul
iretimi.

3.2.3.2 Foca popiilasyonunda L.C calismasi

Foga’dan getirilen hassas popiilasyonun baslangi¢ toksisite degerlerini
belirlemek i¢in IRAC 19 nolu daldirma metodu ile biyoassay caligmalari

yiirlitiilmistiir.
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Denemelerde kullanilmak {izere iilkemizde sebzede ve marulda
yaprakbitlerine karsi kullanilan acetamiprid, thiamethoxam, spirotetramat ve
clothianidin aktif maddeleri secilmistir. Teknik maddeler iiretici firmalardan
temin edilmis ve buzdolabinda +4°C’de saklanmistir. Stok soliisyonlar
denemelerden hemen 6nce etanol ile hazirlanmistir (Sekil 3.2). Bu amagla her
teknik maddeden 1 gr tartilip 100 ml ethanolde ¢6ziilerek 10.000 ppm’lik stok

solusyon elde edilmistir.

Sekil 3.2 Stok solusyondan hazirlanan seri konsantrasyonlar.

Biyoassay ¢alismalarinda amag %10 ile %90 arasinda 6liim orani veren en az 5
farkli konsantrasyonla doz-tepki iliskisini ortaya koymak oldugu igin, stok
sollisyonlardan doz serileri hazirlanirken saf su kullanilarak en az 6 doz elde
edilmis ve kontrol olarak da saf su kullanilmistir (Tablo 3.2). Iklim odasinda
yetistirilen temiz turp bitkilerinden alinan yaprak 6rnekleri 4 cm ¢aptaki yaprak
kesici ile kesilip disk seklindeki yaprak parcalart cikarilmistir. Bu disk
seklindeki yapraklar, farkli dozlarda soliisyonun hazirlandig1 beherlere bir pens
yardimiyla daldirilmis ve soliisyona daldirilan bu yaprak diskleri 5 saniye
sallanip tiim yiizeyinin homojen bir sekilde ilagh su ile temasi saglanmstir.
Kurutma islemi tamamlandiktan sonra da alt kismu pamukla kapli petrilere
yerlestirilmistir. Her ilag¢ ve tekerriir i¢in Foca popiilasyonundan alinan 20 adet
ergin birey petri kaplarina aktarilip 5 tekerriirlii bir deneme kurulmustur (her
ilag i¢cin 100 birey). Petri kaplar1 72 saat siiresince iklim odasinda tutulmus ve
oli/canli birey sayimlar1 yapilmistir. Sonuglar POLO-PC (Leora Software,
1987) programi kullanilarak yapilan probit analizi sonucunda LC degerleri elde

edilmistir.



33

Tablo 3.2 Biyoassay ¢alismalarda kullanilan doz serileri

Aktif Maddeler Dozlar (ppm)

Acetamiprid 10 3 1 0,3 0,1 0,03
Thiamethoxam 300 100 30 10 3 1
Clothianidin 30 10 3 1 0,3 0,1
Spirotetramat 30 10 3 1 0,3 0,1

3.2.3.3 Geriye seleksiyon ile hassas popiilasyon olusturulmasi

Foca popiilasyonunun LC degerleri beklenilenden yiiksek oldugu i¢in,
mevcuttan daha hassas bir popiilasyon elde etmek amaciyla bu calisma
yiriitilmiistiir. Yaprakbiti popiilasyonu igerisinde heterojenlik olmasi
nedeniyle direng goriilme olasiligi bireylere gore degiskenlik gostermekte olup,
bu nedenle 50 birey ayr1 kaplarda yetistirilerek 50 farkli koloni olusturulmustur.
Bu amacla once 50 adet kiiltlir kabina, saplar1 pamuk ile sarili temiz turp
yapraklari yerlestirilmistir. Her bir kaba mevcut hassas Foca popiilasyonundan
birer adet ergin disi N. ribisnigri bireyi birakilmustir (Sekil 3.3). Her bir disiden
ayr1 elde edilen koloniler yeterli sayidaki birey sayisina ulagincaya kadar temiz

findik turpu yapraklari iizerinde ¢ogaltilmislardir.

Sekil 3.3 Kiiltiir kaplarinda N. ribisnigri disi bireyleri tiretimi.

Mevcut Foca popiilasyonundan elde edilen LCi1o degerleri ile hazirlanan
cozeltilere temiz turp yapraklari daldirilarak 5 saniye sallanip kurutma

kagitlarinda bekletilmis, ayri kiiltiir kaplarindaki 50 yeni koloninin herbirinden
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10’ar adet birey uygulama yapilmis yapraklar {izerine aktarilmistir. 72 saat
sonra canli/6lii bireyler sayilmis ve her bir aktif maddeden en fazla 6limiin
gbzlendigi koloniler (LC1o degerinde bile tamami 6lenler) daha hassas koloni
olarak varsayilip, kiiltiir kaplarinda kalan bireyleriyle {iretimlerine devam
edilmistir. LCio degerinde canli bireyi kalan koloniler yeterince hassas
olmadiklarindan atilmistir. Bu sekilde secilen ve tiretimine devam edilen iki
koloninin bireyleri yeter sayiya ulastiginda yine 50 farkli koloni olusturularak
yukarida ifade edildigi gibi ancak daha da diisiik dozda uygulamalar sonrasinda
en ¢ok dliim gdzlenilen koloniler segilerek geriye doniik seleksiyon g¢alismalari
daha da diisiik dozda tamamu 6lene kadar siirdiiriilmiis ve bdylece her bir aktif

icin en hassas koloni elde edilmeye calisilmistir.

3.2.3.4 Hassas popiilasyonda L.C degerlerinin ve ayirici dozun

belirlenmesi
En hassas koloni elde edildikten sonra bu yeni popiilasyonda yeni LC
caligmasi yapilarak her bir aktif i¢in hassas popiilasyonlarin LC degerleri ortaya
konulmaya g¢alisilmistir. Bu amagla yine yukarida ifade edildigi gibi her bir
aktifin 6 ayr1 dozu 5 tekerriirlii olarak ve her tekerriirde 10’ar birey kullanilarak
(Sekil 3.4 ve Sekil 3.5), uygulamadan 72 saat sonra 6lii bireyler tizerinden doz-

oliim oranlarinin probit analizi ile LC degerleri hesaplanmustir.

Hassas kolonilerde yapilan LC ¢alismalarinin ardindan, her aktif'igin %95
giiven araliginda elde edilen LCgq degerlerinin yaklasik 2 kati arazi
popiilasyonlarinin direng durumunu takip edebilmek icin ayirici doz (esik doz)

olarak kullanilmstir.
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Sekil 3.4 Yaprak disklerin ilagli suya daldirilmas: Sekil 3.5 Yaprakbitlerinin bulastiriimast.

3.2.4 Nasanovia ribisnigri popiilasyonlarimin yaygin kullanilan

insektisitlere direncinin belirlenmesi

3.2.4.1 Arazi popiilasyonlarmin toplanmasi ve kiiltiire alinmasi

Ege Bolgesi’nde marul iiretim alanlarindaki yaprakbiti popiilasyonlarinin

insektisitlere direncini belirlemek amaciyla arazi ¢alismalarina 2017 yilinda

baslanmis ve 2019 yilinda son bulmustur. Ilk popiilasyon Mart ayinda

Menemen ilgesinden alinmustir.

Bu amagla, yukarida ifade edildigi gibi arazide incelemeler yapilarak

2017 yili Mart-Nisan aylarinda toplam 11 farkli popiilasyon, 2018 yilinda 28

farkli popiilasyon ve 2019 yilinda ise 31 farkli popiilasyon Bornova Zirai

Miicadele Arastirma Enstitiisii Laboratuvarina getirilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3 Ege Bolgesi marul iiretim alanlarindan toplanan N.ribisnigri popiilasyonlari

OrneklemeTarihi ililge Mabhalle Popiilasyon Kodu
21.03.2017 Izmir/Menemen Ignedere/Siileymanli MEN-1
21.03.2017 [zmir/Menemen Emiralem MEN-2
28.03.2017 Izmir/Menderes Develi MND-1
28.03.2017 Izmir/Menderes Camonii MND-2
28.03.2017 Izmir/Menderes Degirmendere MND-3
09.04.2017 Izmir/Odemis Havuzlar ODM-1
24.04.2017 Manisa/Salihli Cukuroba SAL-1
24.04.2017 Manisa/Alagehir Caglayan ALA-1




Tablo 3.3 Devam

OrneklemeTarihi iVilce Mabhalle Popiilasyon Kodu
29.04.2017 Mugla/Fethiye Merkez FET-1
30.04.2017 Mugla/Seydikemer Ceylan SEY-1
30.04.2017 Mugla/Seydikemer Kayabag SEY-2
01.03.2018 Izmir/Menemen Siileymanl -
08.03.2018 [zmir/Menemen Emiralem-1 MEN-3
08.03.2018 [zmir/Menemen Emiralem-2 MEN-4
08.03.2018 Izmir/Menemen Degirmendere-1 MEN-5
08.03.2018 1zmir/Menemen Deg.irmendere-Z MEN-6
08.03.2018 Izmir/Menemen Ignedere MEN-7
10.03.2018 Izmir/Odemis Merkez -
21.03.2018 Manisa/Salihli Kabazli SAL-2
21.03.2018 Manisa/Salihli Cukuroba SAL-3
21.03.2018 Manisa/Salihli Hacibektagli-1 SAL-4
21.03.2018 Manisa/Salihli Hacibektagli-2 SAL-5
22.03.2018 [zmir/Menderes Atakdy-1 MND-3
22.03.2018 [zmir/Menderes Atakdy-2 MND-4
22.03.2018 [zmir/Menderes Atakoy- MND-5
22.03.2018 Izmir/Menderes Degirmendere MND-6
22.03.2018 [zmir/Menderes Sancakli MND-7
8.04.2018 [zmir/Odemis Ogullar-1 ODM -2
8.04.2018 [zmir/Odemis Oguzlar-2 ODM-3
13.04.2018 Manisa/Alagehir Caglayan ALA-2
22.04.2018 Mugla/Fethiye Merkez-1 FET-2
22.04.2018 Mugla/Fethiye Merkez-2 FET-3
22.04.2018 Mugla/Fethiye Nif-1 FET-4
22.04.2018 Mugla/Fethiye Nif-2 FET-5
22.04.2018 Mugla/Seydikemer Ceylan-1 SEY-3
22.04.2018 Mugla/Seydikemer Ceylan-2 SEY-4
22.04.2018 Mugla/Seydikemer Ceylan-3 SEY-5
30.04.2018 Mugla/Fethiye Nif-3 FET-6
30.04.2018 Mugla/Fethiye Nif-4 FET-7
11.05.2018 [zmir/Odemis Merkez-1 ODM-4
11.05.2018 [zmir/Odemis Merkez-2 ODM-5
29.03.2019 [zmir/Menemen Ignedere MEN-8
29.03.2019 [zmir/Menemen Ignedere MEN-9
29.03.2019 [zmir/Menemen Ignedere MEN-10
29.03.2019 Izmir/Menemen Siileymanli MEN-11
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Tablo 3.3 Devam

OrneklemeTarihi | OrneklemeTarihi OrneklemeTarihi OrneklemeTarihi
20.04.2019 Manisa/Salihli Kabazl SAL-6
20.04.2019 Manisa/Salihli Kabazl SAL-7
20.04.2019 Manisa/Salihli Degirmendere SAL-8
20.04.2019 Izmir/Menemen Degirmendere SAL-9
20.04.2019 Izmir/Menemen Degirmendere SAL-10
04.05.2019 [zmir/Menemen Emiralem MEN-12
04.05.2019 [zmir/Menemen Emiralem MEN-13
04.05.2019 [zmir/Menemen Emiralem MEN-14
04.05.2019 [zmir/Menemen Emiralem MEN-15
29.05.2019 Izmir/Menemen Ignedere MEN-16
29.05.2019 Izmir/Menemen Ignedere MEN-17
29.05.2019 Izmir/Menemen Ignedere MEN-18
29.05.2019 [zmir/Menemen Emiralem MEN-19
29.05.2019 [zmir/Menemen Emiralem MEN-20
29.05.2019 [zmir/Menemen Emiralem MEN-21
29.05.2019 [zmir/Menemen Emiralem MEN-22
29.05.2019 [zmir/Menemen Emiralem MEN-23
30.05.2019 Izmir/Menderes Degirmendere MND-6
30.05.2019 Izmir/Menderes Degirmendere MND-8
30.05.2019 Izmir/Menderes Degirmendere MND-9
30.05.2019 Izmir/Menderes Atakoy MND-10
30.05.2019 Izmir/Menderes Atakdy MND-11
30.05.2019 Izmir/Menderes Atakdy MND-12
30.05.2019 Izmir/Menderes Atakdy MND-13
10.06.2019 Mugla/Fethiye Camkoy FET-8
10.06.2019 Mugla/Fethiye Camkdy FET-9
10.06.2019 Mugla/Fethiye Karagulha FET-10

Tez ¢alismasi ¢ercevesinde sonug olarak 2017, 2018 ve 2019 yillarinda

ve 10.06.2019 tarihine kadar Ege Bolgesi marul {iiretim alanlarindan N.

ribisnigri’nin yaygin kullanilan insektisitlere direncini belirlemek amaciyla 70

farkli popiilasyon toplanmis ve biyoassay c¢aligmalarda kullanilma amaciyla

iklim odalarinda tiretimleri saglanmustir.

3.2.4.2 Arazi popiilasyonlarma avirici doz uvgulamalar: ve

direncli popiilasyonlarin belirlenmesi
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Ege bolgesinde marul {iretiminin yogun olarak yapildig alanlardan 2017
yili igerisinde 11, 2018 yili icerisinde 28 ve 2019 yilinda ise 31 farkh
popiilasyon alinarak Enstitii iklim odalarinda kiiltiire alinip ¢ogaltildiktan sonra
her bir aktif i¢in hassas popiilasyonda belirlenen ayirici doz degerleri yine
yaprak daldirma yontemi ile uygulanarak diren¢ durumlart belirlenmeye
calisilmigtir. Bu amagla arazi popiilasyonlarindan her bir tekerriir igin 10’ar
ergin birey petri kaplarindaki ayirici doz ile uygulama yapilmis yaprak {izerine
aktarilmis (toplamda her bir aktif'i¢in 50 birey) ve 72 saat sonra sayim yapilarak
popiilasyonu temsilen alinan bireylerin tamami 6ldiigiinde o popiilasyonun
hassas oldugu/direngli olmadig1 varsayilarak iiretimlerine son verilmis, canli
kalan bireyler s6z konusu oldugunda da o popiilasyonda diren¢ baslangici

olabileceginden ayrilarak iiretimlerine devam edilmistir.

3.2.4.3 LC calismasi ve direnc oraninin belirlenmesi

Sadece ayirict doz uygulamasindan canli kalan bireylerin oldugu
popiilasyonlarda yukarida ifade edildigi gibi yeni LC ¢aligmalar1 yapilarak arazi
popiilasyonlarinin LC degerleri, hassas popiilasyonun LC degerleri ile
kiyaslanip direng katsayilar1 ortaya konulmaya caligilmistir.

3.2.5 Direncli popiilasyon olusturulmasi

3.2.5.1 ileriye seleksiyon ile direncli popiilasyon olusturulmasi

Ege bolgesi marul iiretim alanlarindan toplanan arazi popiilasyonlarindan
ayiric1 doz uygulamasi sonrasinda sadece Izmir ili, Menemen ilgesi, ignedere
bolgesinden getirilen MEN-5 popiilasyonunda canli bireyler kalmig, ancak bu
popiilasyonun LC degerinin hassas popiilasyon LC degerinden biiyiik farkla
ayrismadigr gorildiiglinden ileriye seleksiyonla molekiiler ¢alismalarda
kullanilabilecek direngli popiilasyonlar elde edilmeye ¢alisiimigtir. Bu amagla
ayiricl doz uygulanan popiilasyondan canli kalan bireyler ayr1 ayr iiretilerek
yeter sayiya ulastiginda geriye seleksiyon yonteminde agiklandigi gibi her bir
birey ayr1 ayr1 koloniler elde etmek iizere iiretilmis, her koloniye her defasinda
daha yiiksek dozda uygulamalar yapilarak ila¢ baskis1 altinda ileri seleksiyon
ile popiilasyonu daha direncli hale getirmek amaclanmistir.

Seleksiyon ¢aligmalar1 6ncesinde ayri ayri olusturulan yeni kolonilerden
her bir aktif ve her bir tekerriir i¢cin 20’ser birey 4 tekerriirlii olarak (toplamda

her aktif i¢in 80 birey) daldirma biyoassay yontemi ile 2 kat esik doz
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uygulamasi yapilmis ve sadece canli kalan bireylerin tiretimine devam edilerek
yeni koloniler olusturulmustur. Bu kolonilerde yeter sayida bireye ulasildiginda
popiilasyon kaybi yasamamak i¢in her defasinda popiilasyonun yarisi ayrilip
diger yarisina asagidaki gibi seleksiyon amacgli uygulamalar yapilmistir. Her
aktif icin 10 ppm’lik hazirlanan konsantrasyonlar haftalik olarak kafesler
icerisinde turp bitkileri ilizerinde yetistirilen yaprakbitlerine puskiirtiilerek
uygulanmis, her uygulamadan sonra canli kalan bireyler ile yeni koloniler
olusturulmustur. Her hafta dozlar arttirilarak 50 ppm’e kadar ¢ikilmigtir. 50
ppm’de tim bireylerde o6lim gdzlenince doz 45 ppm’e disurilip tekrar
uygulama yapilmistir. 25.12.19 tarihinde baglayip 17.02.2020 tarihine kadar 7

kez seleksiyon yapilmistir.

3.2.5.2 Direncli popiilasyonda L.C degerlerinin belirlenmesi

Ileriye seleksiyon calismalara hi¢ canli birey kalmayan doza kadar
devam edilmis ve 50 ppm’de ¢alisma sonlandirilmistir. S6z konusu aktiflere
diren¢ kazanan popiilasyon ile diren¢ oranini belirlemek amaciyla LC
caligmalar1 yapilarak laboratuvar kosullarinda her bir aktif icin LC degerleri
yukarida aciklandigi gibi yeniden belirlenmistir.

Boylece molekiiler ¢aligmalarda kullanilabilecek direngli popiilasyon

elde edilmistir.

3.2.6 Molekiiler ¢calismalar
3.2.6.1 RNA izolasyonu

Projede yapilan biyoassay calismalari ardindan molekiiler ¢alismalari
yiiriitmek amaciyla Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Molekiiler Entomoloji
Laboratuvarinda Nasonovia ribisnigri’nin ileriye ve geriye seleksiyon
caligmalar1 sonucunda elde edilen en direngli ve en hassas popiilasyonlarinda
Omega (Bio-Tek) Total RNA Kiti ve bu kitle tanimlanan protokol kullanilarak
RNA ekstraksiyonu yapilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 Total RNA kit soliisyonlar1 Sekil 3.7 Soliisyonlarin mikrosantrifiij

tiiptine aktarimi

Izolasyon kitinde yer alan protokole gére yaklasik 20 mg olacak sekilde
yaprakbitleri bir mikrosantrifiij tiiplinde tartilarak steril ezici ¢ubuklarla
ornekler ezilmistir. Uzerine 350 pL lysis buffer ilave edilerek ezme islemi
devam etmistir. Daha sonra +4 °C’de 5 dk 12000g’de santrifiij edilmistir.
Ustteki faz temiz bir tiipe almarak iizerine % 70’lik 350 pL etanol ilave edilerek
birkag kez pipetle tiipiin icerisinde iyice karistirtlmistir. Karigim kit icerisinde
hazir bulunan filtreli tliplere alinarak 1 dk 12000g’de santrifiij edilmistir.
Filtreli tiipiin altinda toplanan sivi atilarak tizerine 500 pL. RNA yikama
soliisyonu I ilave edilerek 1 dk santrifiij edilmistir. Altta toplanan siv1 tekrar
atilmistir. Her islem sonras1 1 dk santrifiij tekrarlanmistir. Daha sonra tiipe 500
uL RNA yikama soliisyonu II ilave edilerek 2 dakika santrifiij edilmistir. Yeni
mikrosantrifiij tiipiine 40 nL. RNase inkubasyon soliisyonu ilave edilerek oda
sicakliginda 15 dk inkube edilmistir (Sekil 3.9). Inkubasyon sonrasi iizerine 200
nL SV DNase stop soliisyonu eklenerek 2 dk 14000g’de santrifiij edilmistir.
Altta toplanan RNA -80 °C’de saklanmustir.

3.2.6.2 Elde edilen RNA’larin spektrofotometrede 6lciimii

Konsantrasyonlar NanoDrop2000 spektrofotometrede (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE), 6l¢iilerek diger asamalarda kullanilana kadar

mikrosantrifiij tiiplerde -80 °C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 Spektrofotometrede konsantrasyon dl¢timii

RNA ornekleri 260 nm, proteinler ise 280 nm dalga boylarinda
maksimum absorbansa sahiptir. Bu iki dalga boyunda elde edilen
absorbanslarin orani bize ‘saflik’ derecesini vermektedir. Niikleik Asitler i¢in
saflik degerini 260/230 oran1 vermektedir. Beklenen saflik degeri; DNA
Olgtimleri igin : ~ 1,8 RNA o6l¢timleri i¢in : ~ 2,0 kabul edilmektedir.

3.2.6.3 Elde edilen RNA’larin agaroz jelde goriintiilenmesi

Izole edilmis olan RNA molekiillerinin safliginin ve biitiinl{igiiniin
korunup korunmadiginin incelenmesi amaciyla goriintiileme yapilmistir. Total
RNA analizlerinde ti¢ bant goriilmektedir ve yukaridan asagiya doru sirasiyla
rRNA, mRNA ve tRNA yer alir.

Agaroz jelde goriintiilenmesi i¢in elde edilen PCR iirlinleri %1,5” lik
agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. Kosturma ve agaroz hazirlama
tamponu olarak 1XxTAE tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. %1,5 lik agaroz jel
hazirlamak i¢in erlenmayer icinde 1,5 gr agaroz ve 100 ml IxTAE tampon
¢ozelti mikrodalgada 1sitilarak ¢oziilmiistiir. Kisa bir siire sogutulduktan sonra
5 ul Pronosafe eklenmistir. Ardindan yatay elektroforez tankina uygun
boyutlarda tarak yerlestirilecek ve hazirlanan agaroz dokiilmiistiir. Yaklasik 1
saat sonunda polimerize olan jel, i¢i IXTAE tamponuyla doldurulmus tanka
yerlestirilmis ve tarak ¢ikarilmistir.

2 uL RNA, 5 pL yiikleme boyasi(Promega, Madison, ABD) ile iyice
karistirtldan sonra %1,5 lik agarose jele yiiklenerek 100 voltta 30 dk
kosturulmustur (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 Agaroz jelde goriintiilleme
Referans genomu ¢ikartilmamis boceklerde de yapilan caligmalar RNA
sekanslama (RNA-seq) ile gergeklestirildigi igin Ornekler analiz igin
gonderilmistir.

3.2.6.4 RNA Kkalite kontrolii, RNA-seq Kkiitiiphane

hazirlanmasi icin transkriptom dizileme

RNA Kkalitesi ve miktari, Bioanalyzer 2100 sisteminin (Agilent
Technologies, CA, ABD) RNA Nano 6000 Assay Kit’i kullanilarak
degerlendirilmisgtir.

Kiitiiphane hazirlanmasi i¢in 6rnek basina toplam 1 pg/ml RNA miktari
kullanilmistir. Sekanslama kiitiiphanesi NEBNext® UltraTM RNA Library
Prep Kit for Illumina® (NEB, USA) kiti iiretici firmanin tavsiyesi ve index
kodlarindan yararlanilarak olusturulmustur. Kisaca, mRNA poli-T oligo-bagli
manyetik  boncuklar  kullanilarak  toplam RNA'dan saflastiriimistir.
Fragmentasyon NEBNext First StrandSynthesis Reaction Buffer (5X) da
yiiksek sicaklik altinda iki degerlikli katyonlar kullanilarak gergeklestirilmistir.
Birinci cDNA ipligi rastegele hekzamer primer ve M-MuLV Reverse
Transcriptase (RNase H-) kullanilarak sentezlenmistir. Ikincil cDNA ipligi ise
DNA Polymerase I and RNase H kullanilarak sentezlenmistir.

DNA parcalarinin 3 'ucunun adenilasyon sonrasi, hairpin baglanma
yapili NEBNext Adaptor hibridizasyona hazirlanmak i¢in baglanmasi
saglanmistir. cDNA fragmanlarin1 uzunluklar tercihen 150 ~ 200 bp'lik segmek
icin, kiitiiphane pargalar1 AMPure XP (Beckman Coulter, Beverly, USA) Kkiti
ile saflastirilmistir. Boyuta gore secilmis, adaptorle baglanmis cDNA 3 pl
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USER Enzim (NEB, USA) PCR o6ncesi 37 © C'de 15 dakika, 95 © C'de 5 dakika
kosullarinda kullanilmistir. PCR reaksiyonu Phusion High-Fidelity DNA
polymerase, Universal PCR primerleri ve Index (X) Primer gergeklestirilmistir.
Son olarak PCR firiinleri AMPure XP system f{iriileri ile saflagtirilmistir.
Kiitliphane kalitesi Agilent Bioanalyzer 2100 sisteminde kontrol edilmistir.

Index kodlu orneklerin hizalamasinda PE Cluster Kit cBot-HS
(Illumina) iiretici firma talimatlarina gore cBot Cluster Generation Sistemden
hizalamalar gerceklestirilmistir. Hizalama isleminden sonra, kiitiiphane
hazirliklar1  Illumina platformundan ¢ift yonli okumalar iretilerek
gerceklestirilmistir.

3.2.6.5 Biyoinformatik veri analizi

FASTQ formatindaki ham verilerden temiz veriler elde etmek icin
oncelikli olarak adaptor iceren okumalar ve Poly-N igeren dizileri ve diisiik
kalitedeki okumalar yazilim yardimiyla uzaklastirilmistir. Temiz verilerin At
Q20, Q30 and GC igerikleri hesaplanmistir. Analizler temiz veriler kullanilarak
sonuc¢landirilmistir.

Trinity programi ile transkriptom verileri diizenlenmistir. Elde edilen
sonuclardan fazlaliklar1 kaldirmak icin CORSET yazilim programi

kullanilmistir. Hizalama ¢oklu haritalama ve ifade modellerine gore

gergeklestirilmistir (https://github.com/Oshlack/Corset/wiki.).

Gen islevini Nr (protein dizileri), Nt (niikleotid dizileri ), Pfam (Protein
ailesi ), KOG/COG (Ortolog Protein Gruplari), Swiss-Prot (protein dizisi
veritaban1), KO (KEGG Ortolog veritabani) ve GO (Gen ontolojisi)
tanimlamak i¢in veritabanlarindan yararlanilmistir. Gen ekspresyon seviyeleri,
her 6rnek i¢in RSEM (Li ve digerleri, 2011) ile tahmin edilmistir. RSEM,
RNA-Seq verilerindeki transktriptlerin kantifikasyonunun saglanmasi igin
kullanilan bir uygulamadir. Ozellikle de novo transkriptom g¢alismalarinda
tercih edilmektedir. Uygulama RNA transkriptlerinin miktar ve oranlarinin

hesaplanmasinda kullanilmaktadir.


https://github.com/Oshlack/Corset/wiki
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4 BULGULAR

4.1 Yaygin Tiiriin Belirlenmesi

Bolgede marulda en yaygin yaprakbiti tiiriinii belirlemek amaciyla
toplanan Ornekler teshis i¢in Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma
Enstitiisiinde konu uzmani Dr. Is1l OZDEMIR’e génderilmistir. Yapilan teshis
caligmalarinda marulda en yaygin goriilen yaprakbiti tlirtiniin marul yaprakbiti
Nasanovia ribisnigri (Mosley) (Hemiptera: Aphididac) oldugu belirlenmistir
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Ege bolgesi marul iiretim alanlarindan toplanan yaprakbiti tiirleri teshis sonuglari

Yer Tiir Teshis Sonucu
Menemen/Emiralem Nasonovia ribisnigri
Menderes/Atakoy Nasonovia ribisnigri
Menemen/Siileymanlt Nasonovia ribisnigri

Nasonovia ribisnigri
Salihli/Merkez

Myzus persicea

Menderes/Degirmendere Nasonovia ribisnigri
Nasonovia ribisnigri
Fethiye/Nif _
Uroleucon sonchi
Fethiye/Merkez Nasonovia ribisnigri
Foga Nasonovia ribisnigri

N. ribisnigri disinda marulda goriilen yaprakbiti tiirlerinden Salihli
Merkez’de Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) ve Fethiye Nif
bolgesinde Uroleucon sonchi (Linnaeus) (Hemiptera: Aphididae) de teshis
edilen 6rnekler arasinda yer almaktadir.

4.2 Hassas Popiilasyon Eldesi ile Ilgili Bulgular

4.2.1 Foca popiilasyonunun LC degerleri

Hassas oldugu disiiniilen Foca bodlgesinden alinan popiilasyonun LC
degerlerini belirlemek amaciyla yapilan biyoassay ¢alismalarindan sonra probit
analize gore LCio, LCso ve LCgo degerleri belirlenmistir. Buna gore Tablo
4.2’de Foga hassas popiilasyonuna uygulanan acetamiprid, thiamethoxam,

clothianidin ve spirotetramat’in LC degerleri ve giiven araliklar1 gosterilmistir.
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Tablo 4.2 Hassas Foca popiilasyonunda probit analizi sonucunda LC degerlerinin

belirlenmesi
ps Aktifler LCioppm LCso ppm LCg0 ppm Egim-SH?
95 %GAL 95 % GAL 95 % GAl
- 0.103 0.770 6.139
Acetamiprid 0.064-0134 | 0612-0973 4.307-9.640 1.42120.1
. 0.136 4.222 33.226
| Thiamethoxam | 61050814 | 32425365 | 24.110-50323 | 43001
@
(75}
w
=° o 0.139 1.696 20.737
T
Clothianidin 0.007-0.433 0.820-3603 | 8.136-129508 | !173%00
. 0.219 235 25164
Spirotetramat | 039-0516 | 1.192-4794 | 10.304-156.133 | L2401

1 Giiven araligi ? Standart hata *Popiilasyon

Tablo 4.2°de %95’lik giiven araliginda probit analizi ile elde edilen
sonuglara gore LCio degerleri acetamipridin 0.103 ppm, thiamethoxamin 0.136
ppm, clothianidinin 0.139 ppm ve spirotetramatin ise 0.219 ppm olarak
belirlenmistir. Elde edilen bu degerler hassas popiilasyona uygulanip 6lim
oraninin en yiiksek oldugu bireyler ile geriye seleksiyon calismalarina devam
edilmistir.

4.2.2 Geriye seleksiyon denemesi bulgular:

Foga’dan getirilen hassas popiilasyondan elde edilen 50 farkli koloniye
her aktif i¢in belirlenen LC1o degerleri uygulanmis ve 6li birey sayilari Tablo

4.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.3 Hassas popiilasyondan elde edilen 50 farkli koloniye her aktif i¢in LCio

uygulamasi sonrasi 6lii birey sayilart (n=10 herbir kolonideki ergin birey sayisi)

Koloni | Acetamiprid | Thiamethoxam | Clothianidin | Spirotetramat
1 1 1 4 1
2 2 3 3 5
3 1 2 3 3
4 3 3 1 2
5 4 1 5 4
6 3 2 4 2
7 4 1 5 1
8 1 1 3 6
9 3 6 5 3
10 3 3 2 5
11 5 2 5 4
12 4 2 5 2
13 6 5 7 7
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Tablo 4.3 Devam

Koloni | Acetamiprid | Thiamethoxam | Clothianidin | Spirotetramat
14 3 3

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

(6]

NRPWIREARNIOIWIRPL(PIOOWIRLINOMNOIRIWOOOIW(R|IRPIOIWINIWIN|IRINOIBRINDW|W

NININ|ARNOW|FRL(FPIONDINO MO INO O |D(FRPIOOINIOAR|NW|ROOOI|A|BRO|W|IN
WIN[OM|AOA[WININIPOINW|IR|IPIRPIWWININ|IBRNIWININAMlOO|IMNINOI(O |l INOT|OT|>
RPIWFRPRIWININIAR|WORP[OIWININDNIND(RARWOO|IOWIW[(W|ROINEINIP|IBINDINIEINDNWIN|W

N

Yapilan 6li birey sayim sonuglarina gore her aktif madde i¢inde 33 ve 13
nolu koloni bireylerinin 6liim oraninin daha fazla oldugu goriilerek daha hassas
oldugu varsayilmistir (Tablo 4.3). Bu kolonilerin iiretimlerine devam edilmis,

digerlerinin iiretimlerine son verilmistir.
4.2.3 Hassas popiilasyonun LC degerleri ve ayirici doz

Seleksiyon calismasi sonrasinda daha hassas olarak kabul ettigimiz 33 ve

13 nolu kolonilere farkli doz serileri uygulanmistir. Tesadiif parselleri deneme
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desenine gore 5 tekerriirlii olarak kurulan denemelerde 10 birey ile yapilan
uygulama sonrasinda deneme sonuglart 72 saat sonra Olii bireyler lizerinden
hesaplanmistir Her aktif madde i¢in belirlenen doz uygulamalar1 sonrasinda

probit analize gére LC degerleri Tablo 4.4’de gosterilmistir.

Tablo 4.4 Foga popiilasyonu ile 33 ve 13 nolu kolonilere aktif madde uygulamalarinin

sonrasinda LC degerleri ve direng oranlari

Popiilasyon/ | Aktif * LCsoppm LCg ppm LCoo ppm Direng orani
Koloni | madde 95 % GA** 95 0 GA** 95 9% GA** RR***
. 50 4.077 83.765 927.99 LCso | LCoo
o¢d z 1.215-19.753 | 25.246-198.006 | 328.508-9607.6 | 1.00 | 1.00
o
= 0.634 9.125 80.258
33 Nolu S [ 50| 03131243 | 3801-45530 | 20681-12086 | &4 | 917
(&)
< 1152 18.448 176.96
ol 50 | 03942499 | 7.153-142.000 | 45621-3a509 | 3% | 524
3.254 74.125 694.71
Foca E [50| 04787695 | 2246917206 | 213.85-1042.41 | 100 | 100
X
S 0.783 26.176 457.568
e
o 2 50 | 04481220 | 14.445-60.883 | 162.448-2212.447 | 12 | 283
[
= 1.120 22.069 250.723
13 Nolu F 150 0670-1.738 | 1201354097 | 91.481-1231.920 | 437 | 335
4 = | s 2.454 24,556 119.75 1.00 | 1.00
o¢a g 0.347-6.826 8.368-1572.9 | 32.654-2340.4
[
23 Nol £ s 0513 13553 195.47 478 | 1.81
olu 5 0.111-1471 | 3.820-376.997 | 25.740-90.629
3 0.826 29.893 557.36 297 | 0.82
(p)
13 Nolu 50| 40743763 5.7010-25255 | 40.020-726.097
Foca S 2.358 54.032 694.16 1.00 | 1.00
g 0.755-6.877 | 15.257-964.434 | 10033.95669.1
23 Nol g |5 0.698 7.667 54.106 337 | 7.04
olu £ 0.339-1.202 3.866-26.691 | 17.743-529.311
5 0.760 12.997 131.48 310 | 527
13 Nolu 50 | 0.425-1.406 5.223-75.055 | 30.632-2534.7

*n:birey sayis1 **GA:Giiven aralig1 ***RR= Direng orani (Popiilasyonun LC50 veya LC90 degeri/ Hassas
popiilasyonun LC50 veya LC90 degeri)

Her iki koloni i¢in (33 nolu ve 13 nolu) aktif maddelerle yapilan
denemelerde elde ettigimiz LC degerleri sonucunda %95 giiven aralifinda
acetamiprid, clothianidin ve spirotetramat icin 2 kat’lik bir doz fark: ile,
thiamethoxam’da ise yakin degerlerin saptanmasi nedeniyle ¢aligsmalara 33 nolu
hassas koloni ile devam edilmis ve 13 nolu koloni elden ¢ikarilmistir. 33 nolu
koloni Foga popiilasyonuna gore acetamiprid aktif maddesi i¢in yaklasik olarak

7 kat daha hassas bir popiilasyon olarak belirlenmistir. Bundan sonraki
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caligmalara geriye dogru seleksiyon ile elde edilen bu hassas koloni ile devam

edilecektir.

LC ¢alismalarinin ardindan yapilan probit analizi sonucunda, 33 nolu
hassas koloni acetamiprid ig¢in %95°lik giiven araliginda elde ettigimiz LCgo
degeri 9.125 ppm, thiamethoxam i¢in 26.176 ppm, spirotetramat i¢in 13.553
ppm ve clothianidin i¢in ise 7.667 ppm olarak hesaplanmistir. Bu degerler
dogrultusunda arazi popiilasyonlarina uygulanan ayiric1 doz degerleri yaklagik
olarak 2 kat arttirilarak acetamiprid i¢in 20 ppm, thiamethoxam i¢in 40 ppm,

spiroteramat ig¢in 40 ppm ve clothianidin igin 20 ppm olarak belirlenmistir.

4.3 Nasanovia ribisnigri Popiilasyonlarimin Yaygin Kullanilan

Insektisitlere Direnci ile lgili Bulgular

4.3.1 Arazi popiilasyonlarina ayirici doz uygulama sonuclari

Ege bolgesinde marul iiretiminin yogun olarak yapildigi alanlardan
toplanan 70 farkli popiilasyona elde edilen ayirici doz degerleri uygulanmais, 6lii

birey sayilar1 Tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 4.5 Ege Bolgesi farkli marul ekilis alanlarindan toplanan arazi popiilasyonlarinda esik

doz uygulamalari sonrasi 6lii birey sayilari (n:50)

Popiilasyonlar | Acetamiprid | Thiamethoxam | Spirotetramat | Clothianidin
MEN-1 50 50 50 50
MEN-2 50 50 50 50
MND-1 50 50 50 50
MND-2 50 50 50 50
MND-3 50 50 50 50
MND-4 50 50 50 50
MND-5 50 50 50 50
ODM-1 50 50 50 50
SAL-1 50 50 50 50
ALA-1 50 50 50 50
FET-1 50 50 50 50
SEY-1 50 50 50 50
SEY-2 50 50 50 50
MEN-3 50 50 50 50
MEN-4 50 50 50 50
MEN-5 45 46 44 50
MEN-6 50 50 50 50
MEN-7 50 50 50 50
SAL-2 50 50 50 50
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Tablo 4.5 devamm

Popiilasyonlar | Acetamiprid | Thiamethoxam | Spirotetramat | Clothianidin
SAL-3 50 50 50 50
SAL-4 50 50 50 50
SAL-5 50 50 50 50
MND-6 50 50 50 50
MND-7 45 50 50 50

ODM -2 50 50 50 50
ODM-3 50 50 50 50
ALA-2 50 50 50 50
FET-1 48 45 48 50
FET-2 50 50 50 50
FET-3 50 50 50 50
FET-4 50 50 50 50
FET-5 50 50 50 50
SEY-3 50 50 50 50
SEY-4 50 50 50 50
SEY-5 50 50 50 50
FET-6 50 50 50 50
FET-7 50 50 50 50
ODM-4 50 50 50 50
ODM-5 50 50 50 50
MEN-8 50 50 50 50
MEN-9 50 50 50 50
MEN-10 50 50 50 50
MEN-11 50 50 50 50
SAL-6 50 50 50 50
SAL-7 50 50 50 50
SAL-8 50 50 50 50
SAL-9 50 50 50 50
SAL-10 50 50 50 50
MEN-12 50 50 50 50
MEN-13 50 50 50 50
MEN-14 50 50 50 50
MEN-15 50 50 50 50
MEN-16 50 50 50 50
MEN-17 50 50 50 50
MEN-18 50 50 50 50
MEN-19 50 50 50 50
MEN-20 50 50 50 50
MEN-21 50 50 50 50
MEN-22 50 50 50 50
MEN-23 50 50 50 50
MND-6 50 50 50 50
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Tablo 4.5 devanm
Popiilasyonlar | Acetamiprid | Thiamethoxam | Spirotetramat | Clothianidin

MND-8 50 50 50 50
MND-9 50 50 50 50
MND-10 50 50 50 50
MND-11 50 50 50 50
MND-12 50 50 50 50
MND-13 50 50 50 50
FET-8 50 50 50 50
FET-9 50 50 50 50
FET-10 50 50 50 50

4.3.2 Menemen-ignedere popiilasyonunun LC degerleri

Menemen-ignedere’den getirilen MEN-5 popiilasyonu ve Fethiye

Merkez’den getirilen FET-1

belirledigimiz

ayirict

doz

uygulamalari

popiilasyonlarinda LCgp

sonucunda

degerine

canli

gore

bireylere

rastlandigindan, direng saptayabilme nedeniyle liretimlerine devam edilmistir.

Canli kalanlar ile yeniden LC ¢aligmasi yapilarak her aktif madde i¢in

belirlenen doz serileri uygulanmis 6lii birey sayimlari yapilmis ve probit analiz

verilerine gére LC degerleri belirlenmistir (Tablo 4.6, 4.7, 4.8, 4.9).

Tablo 4.6 Hassas, MEN-5 ve FET-1 arazi popiilasyonlarimin acetamiprid LC degerleri

pl nz | LCsoppm LCso ppm LCoo ppm Egim+ |Direng Oram
95%GA3 95% GA3 95 % GA3 SH*
LCso | LCoo
0.634 9.125 80.258 0.912+
HASSAS 50 0.313-1.243 | 3.801-45.539 20.681-1208.6 0.09 1.00 | 1.00
1.512 21.398 185.6 1.114+
MEN-5 | 50 | ) 197.3160 | 8.748-158.682 | 43.288-8001.4 | 013 | 238 | 23¢
1.232 18.119 162.12 1.098+
FET-1 50 )
0.628-2.395 | 7.314-109.083 | 38.667-3433.8 0.10 194 | 1.98

Tablo 4.7 Hassas, MEN-5 ve FET-1 arazi popiilasyonlarinin thiamethoxam LC degerleri

Egim Direng
p1 2 LCso ppm3 LCgoppm , LC99pprT; + Orani
(0) o) o)
95 9% GA 95 % GA 95 %GA ot [callca
0.783 26.176 457568 | 0.966%
HASSAS | 50 | (448-1.229 | 14.445 - 60.883 | 162.448-2212.4 | 0.08 | 00| 100
0.930 64.582 2048.9 0.696
MEN-5 150 | 4 3g5.1 858 | 20.279-665.864 272.36- 007 | 118|246
0.835 47.750 12931
FET-1 150 | 3751 565 | 17.240-322.766 | 217.28-45069 0'0732* 1.06 | 1.82
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! Popiilasyon 2Birey sayist °Giiven araligi * Standart hata ® Heterojenite

Tablo 4.8 Hassas, MEN-5 ve FET-1 arazi popiilasyonlarinin spirotetramat LC degerleri

. Di
pi 2 LCsoppm LCooppm LCo ppm Egim Olrr::f
959% GA® | 959% GA? 959% GA? | +SH*

LCso | LCo0
0.901

0.513 13.553 195.47

HASSAS | 50 | 7111-1.471 | 3.820-376.997 | 25.740-90.629 | =0-11 | 1.00 | 1.00
1.047 24,667 32406 | 0.934

MEN-5 | 50 | ( 457.2.440 | 8.196-205.730 | 59.17-11141.1 | z0.08 | 204 | 182
0.688 24816 46173 | 0823

FET-1 150 | 4 272-1.609 | 7.355-272.313 | 68.128-27092.1 | +0.07 | 134 | 183

!Popiilasyon 2Birey sayist °Giiven aralign * Standart hata

Tablo 4.9 Hassas, MEN-5 ve FET-1 arazi popiilasyonlarinin clothianidin LC degerleri

-
2 LCsoppm LCo ppm LCg9ppm Egim+S Kaz;‘ylfﬂ
pL 959% GA? | 95% GA® | 959 GA? He
LCso | LCo0
0.698 7.667 54.106 1.231+ 1.00 1.00
HASSAS 150 | (3391202 | 3.866-26.691 | 17.743-529.311 | 0.14
MEN-5 |50 4 szagéii? G 0.890% | 954 | 312
04951523 | 0% | 8378549229 | 0.08
210.762
0.884 18.031 0.978+
FET-1 |50 68.558- 126 | 2.35
0.569-1.365 [ 9.001-52165 | 5> 0.08

1 Popiilasyon ?Birey sayis1 *Giiven aralign * Standart hata

Probit analizi ile elde edilen veriler sonucunda hassas koloni ile MEN-5

ve FET-1 arazi popiilasyonlar1 arasindaki diren¢ durumlari karsilastirilmistir.
Elde edilen verilere gore bolgedeki potansiyel diren¢ durumu

belirlenmistir. En yiiksek duyarlilik azalis1 acetamiprid aktif maddesine karsi
Izmir ili, Menemen ilcesi, Ignedere bolgesinden getirilen MEN-5
popiilasyonunda goriilmistiir. Ancak Ege Bolgesi’nde Marul yaprakbiti
N.ribisnigri’de ciddi bir direng varligt s6z konusu degildir.

4.4 Direncli Popiilasyon ile Tlgili Bulgular

4.4.1 leriye dogru seleksiyon denemesi bulgulari

Ege bolgesi marul ekilis alanlarindan toplanan popiilasyonlara uygulanan

esik dozlar sonrasinda MEN-5 popiilasyonunda en yiiksek direng katsayisi
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gozlenmistir. Bu popiilasyon ile olusturulan 8 yeni koloniye tekrar esik doz

uygulanmis ve sonuglar (Tablo 4.10)’ de gosterilmektedir.

Tablo 4.10 MEN-5 popiilasyonu kolonilerine esik doz uygulamalari sonrasi 6lii birey

sayilar1 (n:80 herbir kolonideki ergin N.ribisnigri birey sayis1)

Popiilasyonlar | Acetamiprid | Thiamethoxam | Spirotetramat Clothianidin
K-1 80 80 80 80
K-2 80 80 80 80
K-3 80 80 80 80
K-4 78 80 80 80
K-5 80 80 80 80
K-6 80 80 80 80
K-7 77 80 80 80
K-8 80 80 80 80

Menemen popiilasyonundan elde edilen K-4 ve K-7 kolonilerinde esik doz
uygulamalar1 sonunda canli bireylere rastlandigindan bu bireyler tekrar
iretilerek yeni koloniler olusturulmus digerleri elden ¢ikarilmistir. Elde edilen
bu 5 yeni koloniye uygulanan esik doz 2 katina ¢ikarilmis, acetamiprid i¢in 40
ppm, thiamethoxam i¢in 80 ppm, spiroteramat i¢in 80 ppm ve clothianidin i¢in
40 ppm’lik stok ¢ozelti uygulanmistir. Yapilan sayim sonuglarina gére canli

kalan bireyler Tablo 4.11° da gésterilmistir.

Tablo 4.11 Direngli kolonilere 2 kat esik doz uygulamalar1 sonrasi 6lii birey sayilar1 (n:40)

Koloniler/Aktifler | Acetamiprid Thiamethoxam | Spirotetramat Clothianidin
K-1 40 40 40 40
K-2 40 40 40 40
K-3 38 40 40 40
K-4 40 40 40 40
K-5 40 40 40 40

K-3 kolonisinde 2 katlik esik doz uygulamalarina ragmen hala canli bireylere
rastlandigindan bu koloni ile seleksiyon calismalarina devam edilmistir.
Haftalik olarak her uygulamadan sonra canli kalan bireyler ile yeni
koloniler olusturulmus ve 10 ppm’lik ¢ozelti ile baslayip her hafta arttirilarak
50 ppm’e kadar ¢ikilmustir. ilk uygulamada hig 6liim gdzlenmediginden dozu
10 ppm arttirarak 20 ppm’lik c¢ozelti piskiirtiilerek uygulanmistir. Her

uygulamada popiilasyonun yaris1 ile seleksiyona devam edilmis, kalan
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bireylerin popiilasyonunda artig saglanmistir. Yeni doz artis1 yapmadan dnce
canli kalan bireylere bir 6nceki doz ¢6zelti hafta arasinda tekrar uygulanmistir.
50 ppm’lik ¢ozeltide tiim bireyler 6ldiigiinden seleksiyona 45 ppm ile devam
edilmis ve seleksiyon c¢alismasi sonlandirilmistir. 25.12.19 tarihinde baslayip

17.02.2020 tarihine kadar her aktifle 7 seleksiyon yapilmistir (Tablo 4.12).

Tablo 4.12 K-3 kolonisine her aktifle seleksiyon yontemi uygulamalar1 (n=100)

Koloni Seleksiyon Tarih Doz
MEN-S: 1.Seleksiyon 25.12.2019 10 ppm
MEN-S; 2.Seleksiyon 02.01.2020 20 ppm
MEN-S3 3.Seleksiyon 15.01.2020 30 ppm
MEN-S4 4.Seleksiyon 21.01.2020 35 ppm
MEN-Ss 5.Seleksiyon 30.01.2020 40 ppm
MEN-Ss 6.Seleksiyon 10.02.2020 50 ppm
MEN-S7 7.Seleksiyon 17.02.2020 45 ppm

4.4.2 Direncli popiilasyonda L.C degerleri

Seleksiyon sonucu elde edilen direngli popiilasyon ile LC g¢alismasi
yapilarak her aktifle yapilan uygulama sonrasinda elde edilen 6lii birey sayilari
belirlenmis ve probit analizi ile hassas popiilasyon arasindaki direng oranlari
ortaya konulmustur.

Seleksiyon ¢alismalar1 sonrasinda MEN-S7 popiilasyonu ile her aktif i¢in
LC caligmasi1 yapilmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda direng katsayilari
arasinda ¢ok biiytik farklar olusmamustir. En yiiksek direng katsayis1 58.22 kat
ile acetamiprid aktifinde gézlenmistir (Tablo 4.13).

Tablo 4.13 Hassas ve MEN-S; popiilasyonunun aktif maddelere LC degerleri ve

direng oranlart

Acetamiprid
LCsoppm LCgo ppm LCoo ppm Direng
) 5 90 99 . 4
pr [™| osomcas 95 % GA3 9506 GA? | FgimESH'| oranlan
LCso LCq
0.698 7.667 54.106
HASSAS 1501 330.1202 | 3.866-26.601 | 17.743-529.311 | 12312014 1600 | 1.00
40.643 141.773 392,61
MEN-S7 |50 | 56 661-50.069 | 88.123-390.300 | 188.31-2127.4 |23622022| cg 0| 1849

1 Popiilasyon 2Birey sayist °Giiven araligi * Standart hata
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Thiamethoxam
LCso ppm LCo0 ppm LCoo ppm Direng
2 50 90 99 . 4
pt |"™| 9506 GA? 95 % GA? 9506 GA® | EgimeSH? | Katsayisi
LCso | LCoo
0.698 7.667 54.106
HASSAS 150 (339.1202 | 3.866-26.691 | 17.743-529.311 | 310%0-16 1 100 | 1.00
40.082 138.451 380.35
MEN-S7 |50 | »g 657.57.218 | 87.607-352.576 | 187.75-1801.7 | 2012022 |57 45 | 18.05
1 Popiilasyon ?Birey sayis1 °Giiven aralign * Standart hata
Clothianidin
A Direng
2 LCsoppm LCgoppm LCoppm Egim+SH Katsayist
pt 95 % GA® 95 % GA® 95 % GA? 4 T
50 90
0.698 7.667 54.106 1.00| 1.00
HASSAS 1501 (339.1202 | 3.866-26.691 | 17.743-520311 | 1231#01
355.686
33.808 123.610
MEN-S7 | 50| 24132-47.330 | 79.449-286545 | ~ 179:320- | 227620214841 16.12
1455.649
1Popiilasyon 2Birey sayist °Giiven aralign 4 Standart hata
Spirotetramat
LCsoppm LCo0 ppm LCoo ppm Direng
2 50 9% 99 . 4
pr ™| os0cAl 95 % GAS 9506 GA? | FeimsSH Lfatsaf:'
50 90
0.698 7.667 54.106
HASSAS 150 03391202 | 3.866-26601 | 17.743-529.311 | 2310141 100( 1.00
438,520
31.743 134.848
MEN-S7 50 | oy crc'sv70s | ga618 014230 571563325 2.040+0.18 | 45.4 | 17.58

1Popiilasyon 2Birey sayist °Giiven aralign 4 Standart hata

(Calisma sonunda s6z konusu aktiflere en hassas ve en direncli popiilasyonlar ile

molekiiler ¢aligmalara gegilmistir.

4.5 Molekiiler Calismalarin Verileri

4.5.1 Jel elektroforez goriintiisii ve nanodrop verileri

Biyoassay c¢alismalarin ardindan molekiiler calismalara gecilerek N.
ribisnigri’nin en direngli ve en hassas popiilasyonlarinda Omega (Bio-Tek)
Total RNA Kiti ve bu kitle tanimlanan protokol kullanilarak RNA
ekstraksiyonu yapilmistir. Direngli ve hassas popiilasyonlara ait RNA

orneklerinin kalitesi ve konsantrasyonunu belirlemek amaciyla nanodrop
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kullanilarak konsantrasyonlar1 6l¢iilmiis, direngli ve hassas popiilasyonlara ait

RNA o6rneklerinin jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.1’de gosterilmektedir.

M: 100 bp markér (Thermoscientific,USA),H:Hassas, D:Direngli

Sekil 4.1 Jel elektroforez goriintiileri

Calismada elde edilen nanodrop sonuglarina gore direngli popiilasyonda
2.14 (260/280), 2.15 (260/230) ve hassas popiilasyonda 2.15 (260/280), 2.14
(260/230) olarak belirlenmistir. Rittman et al, (2012)’e gore bu degerlerin 1.8’in
altina diistiigli durumlarda sonraki basamaklari etkileyebilirler ve saf bir 6rnekte
bu deger 2.0’a yakindir. Elde edilen DNA 6rneklerinin saflik dereceleri istenen

siirlar arasinda bulunmus ve transkriptom analizi asamasina gegilmistir.

4.5.2 Transkriptom analiz sonuglari

45.2.1 Ham verilerin ve RNA sekans analizleri

Toplam RNA ekstraksiyonunun ardindan 6rneklere DNase I uygulamasi
yapilmistir. Izole edilen mRNA’lar fragmentasyon buffer1 ile karistirilip
fragmante edilmistir. mRNA fragmentleri template olarak kullanilarak cDNA
sentezi gerceklestirilmistir. PCR amplifikasyonu i¢in uygun fragmentler
secilmistir. Daha sonra olusturulan bu kiitiiphaneler Illumina HiSeq 4000 cihaz1
kullanilarak sekanslanmigtir. Illumina gen dizileme yontemi ile elde edilen
orijinal ham veriler sekans okumalarina doniistiiriilmiis ve sekans bilgisi ile
ilgili sekanslama kalite bilgisi bir FASTQ dosyasina kaydedilmistir.
Sekanslama sonrasinda ham okumalar elde edilmistir. Ilk olarak bilinmeyen

baz siralar1 (N), adaptor kirliliginden kaynakli siralar ve diigiik kaliteli



56

okumalar filtrelenmis ve net okumalar elde edilmistir. Ortaya ¢ikarilan tekrar
bolgelerine dayili SSR primerleri tasarlanmistir. Boylece primer c¢iftleri
tasarlanirken, ileri [forward] ve geri [reverse] primerler arasinda kalacak olan
ve PCR deneyiyle ¢ogaltilacak olan bolgenin kag baz olmasi gerektigine karar
verilmistir. Varsayilan [default] degerler asgari [minimum] 70 baz, azami

[maximum] 1000 baz olarak kaydedilmistir.

4.5.2.2 Transkriptom yapilandirmasi

Referans genomun olmadigi drnekler i¢in, referans dizisi elde etmek {izere
saflastirllmis Okumalar bir araya getirilmistir. Trinity yazilim programi
(Grabherr et al., 2011), transkriptom yapilandirma siirecini tamamlamak igin
kullanilmistir. ~ Birlestirilmis transkriptomun dizileme verileri FASTA
formatinda kaydedilmistir. Veritabanlarinda sekans iizerinde bir islem yapmak
icin Blast programi1 FASTA formatinda veri kabul etmektedir.

4.5.2.3 Transkript uzunluk dagilim

Elde edilen sekans okumalari transkriptom ile hizalandirilmistir. Daha sonra,
her kiimenin en uzun transkriptleri unigen olarak se¢ilmistir. Transkriptlerin ve

unigenlerin uzunluk dagilim bilgileri Tablo 4.15 ve Tablo 4.16°da listelenmistir.

Tablo 4.15 Farkli uzunluk araliklarindaki transkript ve unigenlerin sayisi

Transkript 200-500bp 500-1kbp 1k-2kbp >2kbp Total
uzunluk
arahig
Transkript 16450 16847 15236 22446 70979
say1s1
Unigen sayist 16366 16846 15236 22446 70894
Tablo 4.16 Transkriptlerin ve unigenlerin uzunluk dagilimi
Tip Min.! ort.2 ort.? Mak.4 N50 | N90 Toplam
uzunluk uzunluk uzunluk uzunluk niikleotid
Transkript 201 1763 1110 22106 2959 | 757 125163960
Unigen 201 1765 1112 22106 2959 | 758 | 125141711

IMinimum, 2Ortalama, ® Ortanca, * Maksimum

N50 degeri ozellikle genom birlestirme isleminde contig uzunluklarini
ifade etmekte ve birlestirme isleminin kalitesini tanimlamistir. Bu deger contig

uzunluklarinin ~ ortalamasina  benzer sekilde hesaplanmakta  olup,
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hesaplamalarda daha uzun contiglere daha 6n planda tutulmustur. N50 degeri

genomun %50 sindeki en kisa dizi uzunlugunu ifade etmistir (Sekil 4.2).

253000

oan -

, -
15000 — ol
M
B Urigere
1C00 — B Tezadonst
2000 4 e

=107 IT0I00 S01-1030 1009-2300 =2000

Mumbiars

Sekil 4.2 Transkriptlerin ve unigenlerin uzunluk dagilimi

X ekseni, transkript ve unigenin uzunluk araligini gésterirken Y ekseni, her

uzunluk araliginda transkript ve unigene frekansini gostermektedir.

45.2.4 N. ribisnigri gen analiz sonuclari

N. ribisnigri’nin bir kisim gen bolgeleri Tablo 4.17°de gosterilmistir. Daha
once N.ribisnigri genom dizilimi genbankasinda yer almadigindan bu ¢alisma
ile elde edilen veriler genbankasina eklenecektir. ilk siitunda belirlenen genler,
ikinci siitunda gen uzunluklari, {igiincii siitunda belirlenen niikleotidin Gen
bankas1 kimligi, 4.siitiinda yine belirlenen niikleotid de N.ribisnigri kimligi yer

almaktadir.
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Tablo 4.17 N.ribisnigri veritabanina gore bir kisim gen bolgeleri

Genler Gen NR? NR? NR? NR?
o GI? ID3 Miktar: Degerleri
Uzunlugu
9342.20448 6498 328716671 XP_003246006.1 3592 0.0e+00
17088.0 2438 328720393 XP_003247016.1 152 7.2e-07
17088.1 1881 1028692649 XP_016658243.1 288 9.4e-23
9342.23341 8837 1028683432 XP_016657177.1 7753 0.0e+00
15424.0 475 328722964 XP_003247717.1 399 3.2e-36

! Aminoasit miktar: > Genbank Benzerligi ® Benzerlik Dokiimani

Diger tiirlerle benzerlik dagilim grafigi Sekil 4.3’de verilmistir. En yakin
tir  Acyrthosiphon pisum (Harris, 1776) (Hemiptera: ~ Aphididae) olarak
belirlenmistir. N.ribisnigri’nin referans genomu olmadigindan dolay: diger

tiirler ile yakinlik dereceleride bu ¢alisma ile ortaya konulmustur.

| Acyrthosiphon pisum @ Nephilaclavipes
B Myzus persicoe @ Trchuris trichiura
B Diuraphis noxia 2 other

Sekil 4.3 Benzer tiir dagilim grafigi.
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4.5.2.5 Nicel Sonuclar

RSEM ile transkriptom verileri haritalanarak gen ekspresyon seviyeleri

Ol¢tilmiistiir (Li et al., 2011). Gen ekspresyon seviyesi hesaplamalar1 Bowtie2
programi ile yapilmistir. Her oOrnegin her genindeki okuma sayilar
belirlenmistir (Tablo 4.18). Farkli kosullar altinda gen ekspresyon seviyelerini
karsilagtirmak i¢cin FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript sequence per
Millions) dagilim diyagrami kullanilmustir. Ilgili genin ekzonlar1 iizerindeki her
bin bazlik bolgeye ka¢ okuma diistigli ve bu okuma sayisinin 1 Milyon'a

boliinmesi ile bulunmustur (Tablo 4.19).

Tablo 4.18 Referans hizalama

Popiilasyon Toplam okuma Toplam haritalama
D_NR1 34231151 27117331 (79.22%)
H_NR2 35360302 29941987 (84.68%)

Tablo 4.19 Farkli ekspresyon seviyelerindeki gen araliklari

FPKM* Direncli Hassas
0~1 28933(40.81%) 37984(53.58%)
1~3 19942(28.13%) 15447(21.79%)

3~15 14914(21.04%) 11450(16.15%)
15~60 5481(7.73%) 4542(6.41%)
>60 1624(2.29%) 1471(2.07%)

* Fragments Per Kilobase of transcript sequence per Millions

Dagilimlarinda 6rnekler i¢cin, FPKM degerine gore toplamda tespit edilen
contig grubundan eleme yapilarak, kalan contig grubu {izerinden istatistik
caligmalar gerceklestirilmistir. Direncgli ve hassas popiilasyonda gen ekpresyon
seviyelerinin karsilagtirilmasi Sekil 4.4°de gosterilmistir. Egimin genigligi gen
yogunlugunu gostermektedir. Orneklerden toplam 35 milyon baz uzunlugunda
temiz okuma elde edilmistir. Calismada kullanilan hassas popiilasyon
orneklerinde %85 ve direngli popiilasyon orneklerinde %80 oraninda temiz

okuma tespit edilmistir.
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Sekil 4.4 Farkli kosullar altinda gen ekspresyon seviyeleri

RNA sekanslama ¢aligsmalari iki amag igin yapilmistir. Birincisi, deneyin
tekrarlanabilir olup olmadigini géstermek ve ikincisi, 6rnekler arasindaki gen
ifadesindeki farkliliklar1 ortaya ¢ikarmaktir. Ornekler arasindaki korelasyon,
deneyin giivenilirligini test etmek igin Onemli bir gostergedir. Korelasyon
katsayis1 1°e ne kadar yakinsa orneklerin benzerligi o kadar fazla olur. Ideal
deney kosullar1 altinda R? (korelasyon katsayisi)’nin 0.92'den fazla olmasi
gerekirken bu projede 0,8 olarak bulunmustur (Sekil 4.5).

H_NR2-

04

02
D_NR1-

™ %
& &
N 2

Sekil 4.5 Ornekler arasindaki korelasyon egrisi (R? korelasyon katsayis1)
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4.5.2.6 Diferansiyel gen ekspresyon verileri

Direngli ve hassas popiilasyondaki farkli olarak ifade edilen genler Tablo

4.20°de verilmistir.
Tablo 4.20 Farkli olarak ifade edilen genler

Genler Direncli Hassas log2 Kat degisimi P
degeri

9342.25795 | 73.2736124009452 35239.710001662 -8.76673781010595 0

9342.26030 | 3280.38933486645 211.80247908686 4.09603045516842 0

9342.25235 | 4721.28789482546 413.840245598739 3.65498938432554 0

9342.23826 148.922926716182 1746.31792712161 | -3.40872367043102 0

Ekspresyon sonras1 deger ne kadar kiiglikse fark o kadar 6nemlidir. Log
degerinin 1 ve 1°den biiyiik olmasi gen ekspresyon farkinin 6nemini ortaya
koymaktadir. Direngli ve hassas popiilasyon arasindaki farkli tespit edilen
genler arasinda log2 degerine gore biiyiik oranda farklilik tespit edilmistir.

Farkli sekilde ifade edilen genler Sekil 4.6’de goriildiigii gibi taranmustir.

Direncli ve Hassas popiilasyon

300 : X ”;":
! 4, * up regulated: 24850
q "¢+ down regulated: 15677
: i
50 | ¢
2 H !
T
v}
: \
o
ko)
' 100
5 B simeisimrisimsieisions e AN O PO

Sekil 4.6 Farkli sekilde ifade edilen genlerin taranmasi
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X ekseni, drnekler arasindaki gen ekspresyon kat degisimini gosterirken,
y ekseni farkliliklarin istatistiksel dnemini belirtmektedir. Onemli 6lciide yukari
ve asagl dogru regiile edilmis genler sirasiyla kirmizi ve yesil renk ile
vurgulanmistir. Kontrol grubu arasindaki genler mavi renkle ifade edilmistir.
Sonuglara gore 24850 unigen yukari regiile edilmis ve 15677 unigen ise asag1

regiile edilmis genlerdir.

4.5.2.7 SSR Primer tasarimi

SSR  markorleri, heterozigot ve homozigot genotipleri birbirinden
ayirabilecek kodominant markoérler olup genomda tekrarlanan baz dizilerinin
bulundugu boélgeler ¢ogaltilmistir. Primer giftleri tasarlanirken, ileri ve geri
primerler arasinda kalacak olan ve PCR deneyiyle ¢ogaltilacak olan bolge
minimum 70 baz, maksimum 1000 baz olarak belirlenmistir. Bu sekans
sonucunda genomik DNA’da istedigimiz bolgeyi ¢ogaltmak amaci ile spesifik
olarak hazirlanan 5 adet ileri ve geri dizi primer dizayn edilmistir. N.
ribisnigri’ye spesifik primerlerin adi, niikleotid uzunluklari, dizileri ve Tm

dereceleri Tablo 4.21°de gosterilmektedir.

Tablo 4.21 ileri ve geri dizi primer tasarimi

. Niikleotid .
Primer Ileri Dizileri ™m
uzunluklar
9342.20448 21 CCGTGTACTTCTACGTGGAGT 59.191
9342.20448 20 GATCGACGTTCGCGGAAATC 59.774
14186.0 20 CAGTCGTGAGTCGTGACACA 59.971
17088.0 22 GGAGGAGTATGGAGTGATGCAG 59.963
6487.0 20 ACCGCATCATTGAGAACGGA 59.751
Niikleotid
Primer Geri Dizileri Tm
uzunluklari
9342.20448 22 TGGACGATGAAGAGGAAGATGA 58.635
9342.20448 20 CGCATTGCCATTAATCGCCA 59.969
14186.0 22 GGTGCCTACCTACTTTACTTGT 57.452
17088.0 24 CGCAAGAAAATGAGCAGTTAAAGC 59.911
6487.0 20 TATAGTGTCACGCTGGCCAC 59.825
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4.5.2.8 Gen Mutasyonu

Tek bir niikleotid polimorfizmi (SNP), tek bir popiilasyonda yaygin
olarak meydana gelen bir DNA dizisi varyasyonu olarak ifade edilmektedir. Bir
genomdaki niikleotid biyolojik bir tiiriin iiyeleri veya eslesmis kromozomlar
arasinda farkliliklar1 gosterir. Tablo 4.22°de hassas ve direngli popiilasyon
bireyleri arasindaki gen farklar1 konum, referans dizisi, kodlanmis genotip ve
baz sayilari dikkate alinarak gosterilmistir. Karakterizasyonu ise Tablo 4.23’de

toplam niikleotid sayisi1 ile homozigot ve heterozigot sayilari ile ifade edilmistir.

Tablo 4.22 Tek bir niikleotid polimorfizmi sonuglar1

Gen K1 RE | A [DNR|DNR|DNR | HNR | HNR | HNR
1.GT* | 1BS5 | 1L.RBS® | 2GT | 2BS | 2.RBS
934243239 | 602 c | A o1 28 13
93426789 | 867 | G T oL 13 4 o1 434 121
9342.13646 | 436 T C oL 18
9342.29457 | 1438 | A T o1 8 3
9342.14335 4 A | C o 8 3

1Konum 2 Referans dizisi *Alternatif dizi listesi “Kodlanmis genotip ®Baz sayisi ® Referans olmayan baz sayisi

Tablo 4.23 Tek bir Niikleotid polimorfizminin karakterizasyonu

Ornekler Toplam Homozigot Heterozigot
Direngli 16416 405 16011
Hassas 22775 578 22197

RNA sekanslamasi yapilmis ve tekrar dizilerinden ileri ve geri olmak
iizere EST-SSR primerleri gelistirilmistir. Toplam Direngli popiilasyondan
16416 adet, Hassas popiilasyondan 22775 adet ikili (diniikleotit), tglii (tri-
niikleotit), dortlii (tetra-niikleotit), besli (penta-niikleotit) ve altili (hekza-
niikleotit) baz tekrarlar1 iceren EST-SSR bolgeleri belirlenmistir.

Elde edilen verilere gore direngli ve hassas popiilasyonu birbirinden
ayiran farkli gen bolgeleri tespit edilmistir. Hassas ve direngli popiilasyonlarda
toplam niikleotid sayisina gore heterozigotluk daha yiiksek seviyelerde
gostermistir. Heterozigotluk, soy ici eslesmenin tespitinde kullanilmaktadir.

Eger heterozigot uygunlugu her iki homozigottan da yiiksek ise, allelik
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frekanslarin dengesi yiikselmis olur ve dogal se¢ilim heterozigotlarin lehine
isledigi icin, her iki allel de populasyonda korunmus olur. Genel olarak bu
sonuglar molekiiler markorlerin heterozigotluk seviyelerini tahmin etmede ve
kendileme c¢alismalarinda kontrol araci olarak basarili bir sekilde
kullanilabilecegini ortaya koymustur. Ancak elde edilen bu farkliliklar direngle

iliskili bir gen bolgesi ya da mutasyonu ile bagdastirilamamastir.
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5. TARTISMA

Calismalar sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda oOncelikle Ege
Bolgesi’nde marul iiretim alanlarinda en yaygin goriilen yaprakbiti tirti
Nasonovia ribisnigri olarak saptanmistir. Daha sonra projenin asil hedefi olan
N.ribisnigri popiilasyonlarinin bazi insektisitlere (acetamiprid, thiamethoxam,
clothianidin ve spirotetramat) diren¢ durumlar1 belirlenmistir. Ulkemizde daha
once bu zararh ile yapilan herhangi bir diren¢ calismasi bulunmamaktadir.
Yaprakbitleri ile ilgili Velioglu vd. (2008), Ankara, Antalya ve Mersin
illerindeki sebze yetistiriciligi yapilan tarla ve oOrtiialt1 alanlardan topladiklar
M. persicae populasyonlarinin insektisitlere direncini biyoassay yontemlerle
arastirmiglardir. Neonikotinoid grubundan imidacloprid ve thiamethoxam
kullanilarak yiiriitiilen c¢alismalari sonucunda popiilasyonlarin insektisitlere
farkli dilizeylerde direng gosterdiklerini belirlemislerdir. Bu ¢alismada
bolgedeki potansiyel direng durumu belirlenmistir. En yiiksek duyarlilik azalist
acetamiprid aktif maddesine karsi Izmir ili, Menemen ilgesi, Ignedere
bolgesinden getirilen popiilasyonda goriilmiistiir. Diren¢ katsayilarina gore
duyarhlik kayiplar1 LCso degeri i¢in 2.38 kat, LCqo degeri icin 2.31 kat ile en
yiiksek bu popiilasyonda ve acetamiprid aktif maddesinde goriilmiistiir. Diger
aktiflerle yapilan ¢alismalarda da en yiiksek direng¢ katsayilar1 ile duyarlilik
azalis1 yine Menemen- Ignedere popiilasyonunda gézlenmistir. Thiamethoxam
icin LCsp degerine gore 1.18 kat, LCgo degerinde ise 2.46 kat duyarlilik azalisi
saptanmistir. Spirotetramat ile yapilan ¢alismalarda yine LCsg degeri i¢in 2.04
kat duyarlilik azalis1 ve clothianidin ile LCoo degerinde 3.12 katlik bir hassasiyet
azalis1 belirlenmistir. Yapilan biyoassay testler sonucunda arazi popiilasyonlari
ile hassas popiilasyon karsilastirildiginda yiiksek oranlarda direng¢ gelisimi
saptanmamistir. BuU sonu¢ dogrultusunda yapilan bir¢cok arastirmada da
bolgelere gore insektisitlere duyarliigin degisebilecegi, insektisit etkisinin
yetersiz kalmasinin sebeplerinin sadece direng kaynakli olmayacagi ortaya
konulmustur.

Calismanin ikinci asamasinda bolgede saptanamayan direncli popiilasyon
seleksiyon yontemi ile elde edilmistir. Ege Bolgesi marul yetistiriciliginin

yogun olarak yapildigi bolgelerden direngli koloni bulmaya yonelik olarak
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farkl1 popiilasyonlar toplanip laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen
bu arazi popiilasyonlarina uygulanan seleksiyon caligsmalar1 sonrasinda MEN-
S7 popiilasyonu en diregli popiilasyon kabul edilmistir. Bu popiilasyon ile her
aktif i¢in LC ¢alismas1 yapilmustir. Elde edilen sonuglara bakildiginda aktiflerle
ilgili direng katsayilar1 arasinda ¢ok biiyiik farklar olusmamistir. En yiiksek
direng katsayisi 7 kez seleksiyon uygulanan popiilasyonda 58.22 kat ile
acetamiprid aktifinde gézlenmistir. Yorulmaz ve Ay (2013), bu konu ile ilgili
Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae)'da hexythiazox direng
mekanizmasini incelemisler ve seleksiyon ¢alismasinda, 14 defa hexythiazox
uygulamasi yapilan populasyonda 64.04 kat diren¢ gelistigini, Rauch and
Nauen (2003), ise Tetranychus urticae’nin bir tarla irkin1 laboratuarda yapay
olarak spirodiclofenle 21 ay boyunca 37 kez selekte etmis fakat 13 katlik bir
direng tespit etmislerdir. Bu sonuglara gore yaprakbitleri ile yapilan seleksiyon
caligmalarinda akarlara gore direng gelisiminin daha ytiksek kat artig gosterdigi
kanisina varilabilir.

Projenin son asamasinda ise seleksiyon c¢aligmalar1 sonucu elde edilen
hassas ve direncli popiilasyonlarin insektisit diren¢ mekanizmalarinin
karsilastirmali olarak karakterizasyonu yapilmustir. Insektisit direncinin
genetigi tizerine yapilan arastirmalar, direncin ve diren¢ mekanizmalarinin
belirlenmesini ve ayrica uygun direng yonetim stratejilerinin gelistirilmesini
saglamaktadir (Tabashnik and Cushing 1989, Roush and Daly 1990). Sayet
direng allellerinin baskinhig: biliniyorsa buna gore her bir genotipik direng
diizeyini birbirinden ayirt etmek icin insektisitlerin uygun konsantrasyonlar
belirlenerek direncin gelismesi geciktirilebilmektedir (Mcdonald and Schmidt
1987, Heim et al. 1992). Panini et al. (2013) Italya’dan neonikotinoidli
insektisitlere karst oldukg¢a direngli M. persicae popiilasyonlarinin varligini
kanitlamislardir. 2012 yilinda toplanan popiilasyonlarda neonikotinoid ve
piretroid direnci ile iliskili hedef bdlge mutasyonlarinin durumunu
arastirmiglardir. Popiilasyonlarin %65’inde R81T, az bir kisminda da L1014F
VE MO918T mutasyonlart bulunmustur. Son yillarda biiyiik ivme kazanan
genom sekans1 ile aragtirmacilar organizmalardaki mRNA ve protein miktarin

Olgmekte ve fonksiyonlarini belirlemektedir. Bugiine kadar Hemiptera,
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Hymenoptera, Diptera, Coleoptera ve Lepidoptera takimlar1 dahil 138 bdcegin
genomu ¢ikartilmistir (Yin et al., 2016).

Projede analiz sonuglari ile elde edilen veriler dirence neden olan hedef
gendeki kalitatif degisikliklerin ortaya koyulmasinda ve gen ekspresyon
seviyelerinin kantitatif olarak karsilastirilarak metabolik direngte rol alan aday
genlerin belirlenmesinde kullanilmak amaciyla elde edilmistir. Neonikotinoid
grubu insektistler zararlinin sinir sistemindeki nikotinik asetilkolin
reseptorlerini (nAChR) hedef almaktadir. S6z konusu mutasyon Fransa'da
seftalilerden toplanan M. persicae’nin direngli popiilasyonlarinda nAChR f alt
iinitesinde R81T nokta mutasyonu olarak tespit edilmis ve neonikotinoid direnci
ile iligskilendirilmistir (Bass et al., 2014). Ancak bu projede hassas ve direngli
popiilasyon arasindaki farkli gen dizilileri ortaya konulmus fakat neonikotinoid
direnci ile iliskilendirilememistir. Ancak molekiiler karakterizasyon (RNA-seq)
ile gelistirilen primerler sayesinde ileride yapilacak ¢alismalarda direncin kisa
stirede tespiti ve olas1 bir diren¢ gelisimi durumunda zararhya kars1 etkili bir
diren¢ programi olusturulmasina olanak saglayacaktir. Ayrica daha Once
referans bir genom dizilimi bulunmayan N.ribisnigri’nin bu ¢alisma ile
genbankasinda yer alacak ve diinya literatiiriine gececek olan genetik dizilimi
ortaya konulmustur. Bu veriler bundan sonraki g¢alismalar igin referans

olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Marulda zarar meydana getiren yaprakbitlerinin marul bitkisinin i¢
kisminda beslendigi, yasam dongiilerinin kisa olmasi ve hizli iireme giiciine
sahip olmalar1 nedeniyle kontak etkili ilaglarla kimyasal miicadeleleri oldukca
zor olmaktadir. Miicadelede sentetik insektisitlerin bilingsizce kullanimi
sonucunda insan ve ¢evreye olumsuz etkilerinin yaninda direng gelistirmesi gibi
sorunlar da ortaya c¢ikmaktadir. Bolgede iireticilerle yapilan goriismeler
sonunda yaprakbitleri ile miicadelede marulda ilaglamanin yetersiz kaldigi ve
direng gelisebildigi kanisina varilmis ve 2017 yilinda proje c¢alismalarina
baslanmistir.

Bu proje kapsaminda oncelikli olarak Ege Bolgesi’'nde yogun olarak
yetistiriciligi yapilan bolgelerde gozlenen marul bitkilerinden yaprakbiti
ornekleri toplanmis ve teshise gonderilmistir. Gelen sonuglar dogrultusunda
marulda en yogun goriilen yaprakbiti tliriiniin marul yaprakbiti Nasanovia
ribisnigri (Mosley) (Hemiptera: Aphididae) oldugu belirlenmistir. Daha sonra
marulda bu tiir ile biyoassay ¢aligmalar1 yapilmis ve ruhsatli bazi insektisitlere
kars1 direng varlig aragtirilmistir. Biyoassay caligmalarini yiirtitmek amaciyla
gerekli olan hassas popiilasyon (33 Nolu) laboratuvar kosullarinda seleksiyon
yontemi ile elde edilmistir. Calismada 2017 yilinda 11 popiilasyon, 2018 yilinda
28 ve 2019 yilindan ise 31 popiilasyon olmak iizere bolgede direng belirlemek
amactyla toplam 70 farkl popiilasyon toplanmistir. En yiiksek direng katsayisi
acetamiprid aktif maddesine karsi Izmir ili, Menemen ilgesi, Ignedere
bolgesinden getirilen MEN-5 popiilasyonunda goriilmiistiir. Ancak bdlgede
direng¢ varligindan s6z edebilmek dogru bir yaklagim degildir. Boylece bolgede
yaprakbiti ile ilgili sorunlarin dire¢ kaynakli olmadigi, ilaglama hatas1 ya da
cevre kosullarmin etkisi nedeniyle miicadelede yetersiz kalindigi sonucuna
varilmistir.

Molekiiler ¢aligmalar: yiirlitebilmek i¢in hassas ve direngli popiilasyon
arasindaki diren¢ katsayis1 yeterli diizeyde saptanamamigtir. LC ¢aligmalari
sonucunda en direngli goriilen popiilasyonlar ile hassas popiilasyonda oldugu
gibi laboratuvar kosullarinda seleksiyon yontemi uygulanarak direngli koloniler

tiretilmis ve direngli bir popiilasyon (MEN-Sy) elde edilmistir.
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Son yillarda gelistirilen ve glinimiizde en 6nemli teknolojilerden biri
olarak karsimiza c¢ikan yeni nesil DNA dizileme teknolojileri yiiksek
dogrulukla, ultra hizli dizileme yapabilme kapasiteleri sayesinde transkriptom
analizi, ploidi seviyesinin belirlenmesi, molekiiler markir gelistirme ve mRNA
profilinin belirlenmesi gibi birgok ¢alismada kullanilabilmektedir (Donmez et
al., 2015). Projede molekiiler ¢alismalar olarak direngli ve hassas popiilasyonlar
karsilagtirilarak genetik farkliliklar1 ortaya konulmaya g¢alisilmistir. Bugiine
kadar neonikotinoid grubu insektisitlerin dayanikliliginin, agirlikli olarak bir
detoksifikasyon enzimi olan monooksigenaz enzimi tarafindan neden olundugu
saptanmistir (Nauen et al., 2013). Son yillarda ise bu mekanizmaya ek olarak
Leptinotarsa decemlineata (Say.) (Coleoptera: Chrysomelidae) (Tan vd., 2008),
Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae) (Bass et al., 2011) ve
Nilaparvata lugens (Stal) (Hemiptera: Delphacidae) (Zewen et al., 2003)’te
nAChR genlerindeki nokta mutasyonlardan dolay1 bir dayaniklilik oldugu
belirlenmistir. Bu mutasyonlar protein diziliminde degisikliklere neden
olabilecegi gibi, hedef yerinin ekspresiyon seviyesini degistirerek de dirence
katki saglayabilmektedirler (Van Leeuwen and Dermauw, 2016).

Bu ¢alismayla ise marul yaprakbiti popiilasyonlarinda farkli genlerinin
molekiiler karakterizasyonu yapilmis, her iki popiilasyon genleri aralarindaki
iligkiler belirlenmistir. Bu noktalar1 hedefleyen c¢aligmalarin yiiriitiilmesi
neonikotinoid diren¢ mekanizmasiyla ile ilgili 6nemli ipuglart olup, diger
arastirmacilar i¢cinde referans noktasidir. Ayrica daha 6nce genbankasinda yer
almayan N.ribisnigri genetik dizilimi ortaya konularak bu ¢alisma diinyada bir
ilk niteligi tasimaktadir. Boylece daha sonra yapilacak gen ekspresyonu ya da
neonikotinoid dayaniklilig1 ile direngli ve hassas popiilasyonlar arasindaki

farklar1 belirlemede 151k tutmus olacaktir.
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