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OZET

SALKIM GUVESI [Lobesia botrana Denis & Schiffmiiller (Lep.:
Tortricidae)]’NIN BAZI INSEKTISITLERE KARSI DIRENC DURUMU

Serhan MERMER

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Cafer TURGUT

2012, 43 sayfa

Salkim giivesi (Lobesia botrana Lepidoptera: Tortricidae) en Onemli bag
zararlilarindan biridir. Tirkiye tiziim tiretiminin % 35’inin gergeklestigi Manisa
ilinde 6nemli zararlara sebep olmakta ve miicadelesi i¢in kimyasal miicadele
uygulanmaktadir. Yogun kimyasal kullanimin getirdigi énemli sorunlardan birisi
diren¢ olusumudur. Manisa ilinde salkim giivesinin insektisitlere karsi direng
durumunun arastirllmast ve hangi enzimlerin bundan sorumlu oldugunun
belirlenmesi, elde edilen sonuglara gore ilaglama programlarinin hazirlanmasi bu
caligmada amaglanmigtir. Bolgede en yaygin kullanilan insektisitlerden
Emamectin benzoate, Spinosad, Lambda-cyhalothrin, Indoxacarb, Chlorpyrifos-
ethyl etkili maddeleri larvalara uygulanarak bioassay ve biyokimyasal analizleri
yapilarak LDsy degerleri belirlenmistir. Toksikolojik testler sonucunda Alagehir
popiilasyonda Lambda-cyhalothrin ve Indoxacarb LDsy ve LDgy degerleri Sarigdl
popiilasyonuna gore yiiksek bulunmustur. Sarigél popiilasyonunda ise
Chlorpyriofs-ethyl, Emamectin benzoate ve Spinosad LDs, degerleri diger
popiilasyona gore daha yiiksek degerde saptanmigtir. Yapilan enzim analizi
sonucunda ise EST enzimi Alasehir popiilasyonu igin 9.48 nmol B-naphtol mg
protein dakika™ degeri ile Sarigdl popiilasyonuna gére daha yiiksek bulunmustur.
GST enzimi ise SP’de 0.041 mM glutathione konjugat mg protein™ dakika™
oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak salkim giivesinin diren¢ miktarini belirlemede

ileri galigmalarin yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Salkim giivesi, Direng, Bag, insektisit, Lobesia botrana






ABSTRACT

RESISTANCE STATUS of EUROPEAN GRAPEVINE MOTH [Lobesia
botrana Denis & Schiffmiiller (Lep.: Tortricidae)] AGAINTS TO SOME
INSECTICIDES
Serhan MERMER

M.Sc. Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Cafer TURGUT

2012, 43 pages

European Grapevine Moth is one of the most important pest in vineyards. It causes
very high production losses and must be applied with insecticide for control of
European grapevine moth in province Manisa where 35 % table grape of product
in Turkey. One of the important problems of insecticide use is occurence of
resistance. For this reason we selected Manisa region where extensive viticulture
area in Turkey and we aimed to the determine the resistance status in European
grapevine moth and which insecticide become resistance and which enzyme
system is responsible for this resistance. In this study we collected larvae from
Sarigol and Alasehir district of Manisa province and larvae were reared in
laboratory. Emamectin benzoate, Spinosad, Lambda-cyhalothrin, Indoxacarb,
Chlorpyrifos-ethyl were applied to neonate larvae stage to determine the LDsg
values with bioassay and biochemical methods. Bioassay methods showed that
Lambda-cyhalothrin and Indoxacarb LDsyvalues were higher in AP than SP. Also
the other insecticides LDsgq values were higher in SP than AP. Therefore the results
of enzymatic assay showed that EST activities of AP and SP were found 9.48 and
6.36 nmol B-naphtol mg protein™ min™ respectively. GST activities showed that
SP activities was found higher than AP but there is no significantly different
between two populations. As a result, the further studies are needed to determine
the amount of resistance of European grapevine moth to insecticides.

Key words: European Grapevine Moth, Resistance, Vineyards, Insecticide,

Lobesia botrana
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1 GIRIiS

Diinya genelinde ve iilkemizde bagcilik ve iiziim iireticiligi uzun yillardan beri
yapilmakta ve ayni zamanda {iziim ve {iziim iirtinleri her alanda kullanilmaktadir.
Uziim ve iiziim {irlinleri igerdigi vitaminler ve mineral bakimindan insan
beslenmesinde &nemli bir yere sahiptir. Uziimiin yas iiziim, kuru iiziim, saraplik
iizlim, sirke, pekmez vb. bir¢ok alanda kullanilmasi {iziimiin insan hayati i¢in ¢ok
degerli iriin oldugunun gostergesidir. Diinya genelinde yaklasik 7.197.923 ha
alanda (Anonim, 2012a) 68.311.466 ton {iziim iiretimi yapilmaktadir. Uretim
yapilan iilkeler arasinda Cin 8.651.831 ton ile birinci sirada yer alirken bunu
7.787.800 ton ile italya takip etmektedir. Tiirkiye ise iiretimde Amerika, ispanya
ve Fransa’dan sonra gelerek 4.255.000 ton iiretim ile yedinci sirada yer
almaktadir. Tiirkiye’de ise tiziim iiretiminde Manisa 722.809 da alanda 1.393.991
ton iretim ile birinci sirada yer almakta onu Mersin, Kahramanmaras ve Denizli
illeri izlemektedir (Anonim, 2012b).

Bitki Koruma sorunlar1 iiziim yetistiriciliginin en Onemli ve biiyik iirlin
kayiplarina sebep olan sorunlari arasindadir. Bunlarin igerisinde Salkim giivesi
[Lobesia botrana Den-Schiff. (Lep.: Tortricidae)] en 6nemli zararlilardan biridir.
Zararli diinya genelinde Akdeniz ikliminin egemen oldugu alanlarda 29° ve 47°
enlemleri arasinda bulunan bag alanlarinin en 6nemli zararlis1 durumuna gelmistir
(Gallardo vd., 2009; Roditakis ve Karandinos, 2001). Tiirkiye’nin yaninda
Avrupa, Orta Dogu, Kuzey ve Bat1 Afrika, Japonya gibi birgok tilkede ciddi {iriin
kayiplarma neden oldugu bilinmektedir (Balachowsky, 1966; Charmillot vd.,
2006; loriatti vd., 2009). Biyolojisi ise bolgelere gore degisim gostermekle birlikte
bir yilda verdigi dol sayisi Avrupa’da iki, Akdeniz iilkelerinde dort dol olarak
bilinmektedir (Ifoulis ve Savopoulou-Soultani, 2006). Salkim giivesi larvalar
cicek salkimi, olgunlasmamis ve olgun {iziim taneleri iizerinde beslenerek
popiilasyon miktarina goére 6nemli diizeyde iiriin kayiplarina sebep olmaktadir.
Zararlinin dogrudan zararinin yaninda dolayl olarak da iiziim tanelerine vermis
oldugu hasar sebebiyle baz1 funguslarin (Botrytis spp, Aspergillus spp., Alternaria
spp., Rhizopus spp., Cladosproium spp., Penicillium spp.) gelismesinde 6nemli bir
rol oynadig: bilinmektedir (Fermaud ve Giboulot, 1992).

Zararliya karsi birgok miicadele yontemi olmasina ragmen kimyasal miicadele
oncelikli olarak tercih edilmektedir. Kimyasal miicadelede insektisitlerin birden
fazla diizensiz ve yiiksek dozda kullanilmalari v.b. sonucunda =zararlilarin



insektisitlere kars1 direng mekanizmalar1 gelismekte ve belirli bir siire sonra
kullanilan insektisitler etkisizlesmektedir. Bu durumuda; 1) ila¢ dozunda artis, 2)
sik ilag kullanimi, 3) maliyet artisi, 4) kalinti sorunlari ortaya ¢ikmaktadir.
Kullanilan insektisitlerin direng¢ durumunun bolgelere gore bilinmesi ve ilag

seciminin buna gore yapilmasinin gerekliligi ortadadir.

Bu konuda Tiirkiye’de yapilmig ¢alisma olmamasi nedeniyle bu g¢alisma ele
almmis ve Manisa bolgesindeki (Alasehir, Sarigél) Salkim giivesi
popiilasyonlarinin bazi insektisitlere karsi direng durumunu toksikolojik ve
biyokimyasal analizlerle belirleyerek, ilaglama programlarina yon vermek

amaclanmustir.
1.1 Insektisit Direnci ile ilgili Genel Bilgiler

Insektisitlere direnc ilk olarak 1908 yilinda Washington’da San jose kabuklu
bitinin [Quadraspidiotus perniciosus (Comstock) Hemiptera: Diaspididae]’nin
Lime Sulfiir’e kars1 direngli olarak bulunmasiyla tespit edilmistir. Daha sonra
1916 yilinda Turunggil kirmizi kabuklubit [Aonidiella auranti (Maskell)
Hemiptera: Diaspididae] ve Zeytin karakosnili [Saissetia oleae (Olivier)
Hemiptera: Coccidae] ’nin bir fumigant olan Hidrojen siyanid’e karsi direngli
oldugu bulunmustur (Yu, 2008). Diinya genelinde 574 tiir bocek ve akar 338
kimyasal bilesige karsi direng kazanmis durumdadir (Anonim, 2012c¢). Diinya
Saghk Orgiiti (WHO) direnci “normal bir popiilasyondaki bireylerin ¢ogunu
oldirdigi tespit edilen toksik bir maddenin bir dozuna karsi ayni tiiriin diger
popiilasyonlarindaki bireylerin tolerans kazanma yeteneginin artmasi” seklinde
tanimlamistir. Boceklerde olusan direng mekanizmalarmi dort baglik altinda
toplayabiliriz. Bunlar davranig direnci, fizyolojik direng, ¢apraz direng ve ¢ok
yonlii direng’dir (Yu, 2008).

Davranig direnci bocegin bir pestisitin bocek igin 6ldiriicii dozundan kagabilme
yetenegi olarak tanimlanmigtir. Esas olarak bocegin insektisit tarafindan
uyarilmasina baghidir aynt zamanda asir1 hassasiyet ile bocegin ortamdan
uzaklagmasini saglar. Davranis dayankliligi kazanmis bir bocek, normal bir bocege
gore insektisitin daha az konsantrasyona maruz kalir bu da bocegin insektisiti
hisseden reseptorlerin normal bdcege gore daha fazla gelismesinden
kaynaklanmaktadir (Yu, 2008).


http://en.wikipedia.org/wiki/Diaspididae
http://en.wikipedia.org/wiki/Diaspididae
http://es.wikipedia.org/wiki/Guillaume-Antoine_Olivier

Fizyolojik Direng kendi i¢inde alt gruplara ayrilmaktadir. Bunlar ilacin bécege
giriginin azalmasi, detoksifikasyonun artmasi ve hedef bolge duyarsizlagmasi gibi
ti¢ alt grup altinda toplanir. Penetrasyon azalmasi ile olusan direng ¢ok az oranda
direng saglamaktadir. Bu mekanizmay: kiitikulada insektisiti tutan bir yag rezervi
veya insektisite baglanan bir protein (insektisiti pargalayan bir enzim) igeren, kalin
ve gecirgenligi az kiitikula olarak tamimlayabiliriz (Yu, 2008). Hedef bolge
duyarsizlagsmasi1 temel olarak insektisitin bocekte baglandigi bolgedeki yapinin
mutasyon veya gen amplifikasyonu ile degisime ugramasidir. Bu sayede insektisit
baglanmasi gereken bolgeye baglanamamakta ve bu sayede direng olusmaktadir.
Boceklerde bulunan bazi detoksifikasyon enzimlerinin (Esteraz, Glutathion-s-
tranferaz, Sitokrom P450) artmasi boceklerde insektisitlere karsi direnci
artirmaktadir.  Esterazlarin, organikfosforlular, karbamatlilar, piretriot grubu,
indoxacarb, methoprene, juvenoidler, acequinocyl, spiromesifen, fluacrypyrim ve
bifenazate gibi ester iceren insektisitlere karsi direncin olusmasinda 6nemli rol
oynadigi bilinmektedir. Genel olarak bu ester grubu bilesiklerin hidrolizi
bilesiklerin toksisitesinde azalma veya tamamen yok olmasimi saglamaktadir.
Sonug olarak esteraz aktivitesi ester grubu iceren insektisitlerin diren¢ durumunu
belirlemede anahtar roliinii iistlenmektedir (Hollingworth ve Dong, 2008). Bunun
yaninda diger bir enzim olan Glutathion-s-tranferaz (GST)  insektisitlerle
reaksiyona girerek onlar1 tamamen pargalayan yada az toksik metabolitlere geviren
bir enzim grubudur. GST enzim grubu, organikfosforlu insektisitlerin metil
grubunu, halojen ve nitro gruplarni, o,f-doymamis ketonlari, quinones ve
epoxideleri, DDT grubu bilesikleri parcalayarak daha az toksik bilesiklerine
doniigmesini saglarlar (Hollingworth ve Dong, 2008). Son olarak boceklerdeki
sitokrom P450 grubu enzimlerin oksidatif metabolizmanin artmasiyla insektisitlere
kars1 direncin olugmasii sagladiklar1 bilinmektedir. Diger enzim gruplarina
benzer sekilde bu enzim grubu da tipik olarak toksik bilesikleri parcalayarak daha
az toksik bilesikleri olusturarak etkili rol oynamaktadirlar. Sitokrom P450 (MFO)
enzim grubu organik fosforlular, karbamatlilar, piretiroitler, neonikotinoidler,
juvenoidler, abamectin, klorlu hidrokarbonlar gibi bir¢ok insektisit grubunu
parcalamada esas rolii iistlenmektedirler (Yu, 2008).

Diger bir direng sekli olan capraz direng, bir bocegin bir insektisite kazanmis
oldugu direng sayesinde daha dnce hig karsilagmadig1 bagka gruptan bir insektisite
kars1 da diren¢ kazanmasi olayidir. Bu olay diren¢ olusturan enzimin iki farkli

insektisite de baglandigi yerin ayni olmasindan ileri gelmektedir. Enzim



aktivitesinin artmasi sayesSinde daha oOnce hi¢ maruz kalmadigi insektisiti de
kolaylikla pargalayabilmektedir (Yu, 2008) Buna benzer olarak ¢oklu direng ise iki
veya daha fazla insektisit grubuna karst olusan direng mekanizmasidir. Coklu
direncin, capraz direncten farki ¢apraz direng tek bir diren¢ mekanizmasi ile

olusurken ¢oklu direng birden fazla mekanizmayla olusmaktadir (Yu, 2008).



2 KAYNAK OZETLERI
2.1 Diinya’da Yapilan Calismalar
Lepidoptera tiirleri ile yapilan calismalar

Kanga vd. (1997) Dogu meyve giivesi (Grapholita molesta Busck Lep.:
Tortricidae)” nin organik fosforlu ve karbamatli insektisitlere karsi larva ve ergin
donemlerinin  direng mekanizmas1  biyokimyasal olarak  arastirtlmistir.
Asetilkolinesterase aktivitesi; guthoxon (6 kat larvada 10.5 kat erginde),
carbofuran (33 kat larvada, 53.5 kat erginde), carbaryl (43.8 kat larvada 1757.4
kat erginde) ve methomyl’de (3.3 kat larvada 8 kat erginde) yiiksek miktarda

saptanmistir.

Ahmad vd. (2001) Pakistan’daki Helicoverpa armigera Hiibner (Lep.:Noctuidae)
popiilasyonunun 1994-1999 wyillar1 arasinda 4 karbamatli insektisite (carbaryl,
alanycarb, methomyl ve thiodicarb) karsi olan diren¢ durumlart arastirtlmistir.
Diren¢ durumlarindaki genel durum carbaryl, alanycarb and methomyl i¢in 1994-
1995 yillar arasinda yiiksek, 1996-1997 yillart arasinda diigiik, 1998-1999 yillari
arasinda orta derece yiiksek Thiodicarb’in ise en diisiik seviyede bulunmustur.
Bunun sebebinin Pakistan’da karbamatli insektisitlerin siirl kullanimimin oldugu
ve bu nedenle tam olarak anlagilmadigi, fakat diger insektisit gruplari ile ¢apraz
direng olusabilecegini belirtmislerdir.

Shimada vd. (2005) Permethrin’e duyarli (TS) ve permethrin’e direngli (TR) iki
Spodoptera exigua Hiibner (Lep.: Noctuidae) popiilasyonunun sentetik pretroitlere
kars1 olan toksisitesi arastirilmistir. TR popiilasyonu TS popiilasyonuna gore
permethrine 92 kat direngli olarak bulunmus ayni zamanda cypermethrine 97 Kat,
fenvalerate’e 130 kat capraz direngli oldugu saptanmistir. Buna ek olarak TS
popiilasyonunun tiim larva dénemleri TR popiilasyonuna gore yiiksek hassasiyet

gostermistir.

Irigaray vd. (2005) Salkim giivesi (L. botrana)’min yumurta, larva ve ergin
donemlerinin chlorantraniliprole insektisitine kars1 toksisitesini, etkinlik siiresini
laboratuvar ve arazi kosullarinda arastirmiglardir. Doz-tepki testlerinde salkim
giivesinin ilk donem larvasina yiiksek derecede toksik oldugu saptanmigtir. Arazi
caligmalarinda 35 mg/L etkili madde uygulandiginda referans olan chlorpyrifos’a
gore daha etkili ve etkisinin daha kalici oldugu goriilmiistiir. Ayn1 dozda uygulama



yapildiginda  yumurtalarin = %20°den  fazlasim1 = 6ldiirdiigli  saptanmustir.
Chlorantraniliprole etkili maddesinin yumurtadan ¢ikan larvalar {izerinde toksik
etkisinin daha ¢ok oldugu sonucuna varilmistir. Ayn1 zamanda entegre zararl
yOnetiminde yeni grup olan bu etkili maddenin dogal diismanlara etkisinin az

oldugu ve ila¢ programinda diger ilaglarla kullanilabilecegi bildirilmistir.

Bues vd. (2005) H. armigera’nin diren¢ faktorleri ve enzimatik aktiviteleri
arastinlmistir. Direng faktorii ve direng mekanizmalart iki arazi ve bir laboratuar
popiilasyonu olmak iizere toplam ii¢ popiilasyonda incelenmistir. Denemeler H.
armigera’'nin 3. donem larvasina sinerjist maddelerin (PBO, DEM, DEF) topikal
uygulama yapilmasiyla ve biyokimyasal karakteristigi ise 3 farkli enzime
bakilarak (sitokrom P450, esteraz, glutathione-s-transferaz) yiiriitiilmistiir.
Insektisit olarak ise Deltamethrin ve Methomyl kullamlmistir. Deltamethrin direng
faktorii 32.4 kat Methomyl direng faktorii 11.5 kat olarak bulunmustur.
Deltamethrin + PBO sinerjizim faktori 30-80 kat, Deltamethrin + DEF 10.6-6.2
kat olarak bulunmustur. Deltamethrinve methomyl’in DEM sinerjisim faktoriinden
herhangi bir artis gozlemlenmemistir. Enzimatik aktivitede ise Sitokrom P450 ve
EST enzim aktiviteleri arazi poptilasyonuna gore yiiksek ¢ikmigtir.

Mota-Sanchez vd. (2008) Elma ickurdu (Cydia pomonella L. Lep.:
Tortricidae)’nun ti¢ farkli popiilasyonunda birinci dénem larvalarinin yedi farkl
insektisite karsi olan diren¢ durumlar1 diyet biyoassay yontemiyle arastirilmistir.
Elma igkurdu’nun 2 popiilasyonu azinphos-methyl’e 2-5 kat, phosmet’e 7-8 Kat,
lambda-cyhalothrine’e 6-10 kat, methoxyfenozide’e 14-16 kat, indoxacarb’a 6 kat
direngli bulunmustur. Acetamiprid ve spinosad’a direng tespit edilmemistir.

Eziah vd. (2009) Avustralya, Sidney havzasindaki Lahana kelebegi (Plutella
xylostella L. Lep.: Plutellidae) popiilasyonunun sentetik piretroit, organik fosforlu
ve indoxacarb insektisitlere karsi olan diren¢ miktarmi biyokimyasal olarak
saptamiglardir. Hassas poptilasyon ile Kkarsilastirildiginda sitokrom P450
monooksigenaz enzimi miktari 2-6 kat, esteraz aktivitesi 1-9 kat artig gostermistir.
GST enzimi hassas popiilasyon ile karsilastirildiginda iki popiilasyon igin de
yiiksek ¢ikmusgtir.

loriatti vd. (2009) Calismada Salkim giivesinin (L. Botrana) farkli gelisme
dénemlerinin methoxyfenozide (non-steroidal ekzidone agonist) etkili maddesine
gore olan toksikolojik durumu aragtirilmigtir. Methoxyfenozide erginlere 1, 5 ve



10 mg/L dozlarinda agiz yoluyla verildiginde iireme ve yumurta birakma
potansiyelinde bir diislisiin  oldugu goriilmiistiir. Bir giinden az yastaki
yumurtalarin LCsq degeri 4.5 mg/L olarak bulunmustur. Methoxyfenozide yapay
besin ortaminda larvalara verildiginde biiytik larvalarin, kiigiik larvalara goére daha
hassas oldugu goriillmistiir. Farkli gelisme donemlerinden en iyi etkinin larva
donemine oldugu belirtilmistir.

Avilla ve Gonzalez-Zamora (2010) Ispanya’daki pamuk alanlarindaki Yesil kurt
(H. armigera) 'un iki farkli sezonda (1999 ve 2004 sezonu) insektisitlere karsi olan
direncini aragtirmiglardir. Her sezon i¢in iki popiilasyon olmak iizere toplamda
dort farkli popiilasyon kullanilmistir. Toksikolojik calismalar ii¢iincii donem
larvalar iizerinde insektisitlerin topikal uygulama ile yiiriitiilmiistiir. LDsy degerleri
ve probit analiz sonuglari hesaplanarak direng faktorleri saptanmustir.
Endosulfan’a karsi orta derece direng (direng faktérii 11.4 kat) bulunmustur.
Methomyl, chlorpyrifos ve lambda-cyhalothrin’e karsi diisiik derecede (direng
faktorii 1.9-6.0 arasinda) direngli oldugunu saptamiglardir.

Coleoptera tiirleri ile yapilan ¢alismalar

Mota-Sanchez vd. (2006) Patetes bocegi (Leptinotarsa decemlineata Say Col.:
Chrysomelidae)’'nin imidacloprid’e direngli tiiriiniin imidacloprid ve diger 9
neonicotinoid insektisite (¢capraz direng) karsi olan diren¢ miktarlarin1 hassas
popiilasyon ile karsilastirarak  belirlemislerdir.  Direngli  popiilasyonun
imidaclopride 309 kat direngli oldugu ve diger neonicotinoidlere diisiik derecede
capraz direncli oldugu bulunmustur. Orneklerin toplandigi yerde diger
neonicotinodilerin kullanilmamasina ragmen dinotefuran 59 kat, clothianidin 29
kat, acetamiprid 28 kat, thiacloprid 25 kat, thiamethoxam 15 kat ve nitenpyam 10
kat direngli olarak bulunmustur. Ayni zamanda PBO kullaniminin imidacloprid
diren¢ miktarin1 100 kata kadar diistirmekte oldugu bulunmustur. Sonug olarak
Patates boceginde direng yonetiminde neonicotinoid grubu insektisitlerin ilaglama
programinda ¢ok fazla kullanilmamasi gerektigine, farkli gruptan etkili maddelerin

kullanilmasinin uygun olacag belirlenmistir.
Hemiptera tiirleri ile yapilan calismalar

Yunanistan’da Bemisia tabaci Gennadius (Hem.: Aleyrodidae) popiilasyonlarinin
bes farkli insektisite (alphacypermethrin, bifenthrin, pirimiphos-methyl,



endolsulfan, imidacloprid) karst olan direncini saptanmistir. Direng¢ faktoriiniin
bifenthrinde 23, alphacypermethrinde 80, pirimiphos-methylde 18, endosulfanda
58, imidaclopridde 730 kat oldugunu bildirmislerdir (Roditakis vd., 2005).

Wang vd. (2007) Cin’deki pamuk alanlarindaki Aphis gossypii (Glover Hem.:
Aphididae)’nin bes insektisite karsi olan direnci arastirilmistir (fenvalerate,
omethoate, imidacloprid, acetamiprid, carbosulfan, endosulfan). Fenvalerate’a
kargt diren¢ oran1 370 kat, imidacloprid ve acetamiprid’e 97 kat, A.gossypii’nin
omethoate’a ise 80 kat olarak bildirilmistir.

Ahmad ve Arif (2008) tarafindan Pakistan’daki A. gossypii popiilasyonunun
endosulfan, organikfosforlu ve karbamatli insektisitlere direng miktar
arastirilmistir.  Endosulfan, monocrotophos, profenofos, chlorpyrifos, quinalphos,
pirimiphos-methyl, carbaryl ve methomyl’e diisiik derecede, dimethoate,
parathion-methyl ve thiodicarb’a orta derecede direngli oldugu saptanmustir.

Kwon vd. (2009) Myzus persicae Sulzer (Hem.: Aphididae) popiilasyonunun
biyokimyasal ve molekiiler durumunu arastirmiglardir. Primicarb‘a 131 Kkat
direngli oldugunu, Asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin 4, Karboksilesteraz

enzim aktivitesinin ise 10.5 kat arttigin1 vurgulamiglardir.

Wang vd. (2009) B. tabaci’nin B biyotipinin imidacloprid direncini ve
biyokimyasal ~mekanizmasini  aragtirmiglardir. B. tabaci’nin B-biyotipi
imidacloprid’e 490 kat direngli oldugu bulunmustur. Oksidatif detoksifikasyonun
P450 monooksigenaz enzimi tarafindan yapildigi bulunmustur.

Schuster vd. (2010) tarafindan beyazsinek (B. tabaci)’in arazi popiilasyonlarinin
imidacloprid ve thiamethoxam’a karsi olan direng¢ durumlar aragtirilmistir.
Imidacloprid direng durumu 2000 yilindan 2003 yilna 3.7 kattan 12 kat’a
yiikselmistir. Direng 2004 yilinda bes kata, 2005 yilinda ise 2.5 kat’a diismiistiir.
Ardindan 2006 ve 2007 yillar1 arasinda 23.6 kat seviyesine yiikselmistir.
Thiamethoxam diren¢ durumu ise 2003 yilinda 2 kat iken 2006 yilinda 24.7 kat’a
artmig, 2007 yilinda ise 10.4 kat seviyesine diigmiistiir. Sonug olarak beyazsinek
miicadelesinde neonicotinoid grubu insektisitleri zararli yonetimi de kullanirken
dikkatli olunmasi gerektigine, ¢apraz direncin olusma riskinin bulunmasi

nedeniyle dikkatli olunmasi gerektigini bildirmislerdir.



Feng vd. (2010) Cin’de B. tabaci ‘nin B-biyotipinin thiamethoxam’a olan direng
mekanizmasini belirlemek i¢in direngli bir B. tabaci popiilasyonu se¢ilmis,
calismada thiamethoxamin ¢apraz diren¢ durumu ve biyokimyasal mekanizmasi
incelenmistir. Hassas popiilasyon ile karsilastirildiginda, thiamethoxama direngli
popiilasyon 66.3 kat direngli bulunmustur. Ayni1 zamanda tiir imidacloprid’e 47.3
kat, acetamiprid’e 35.8 kat, nitenpyram’a 9.99 kat, abamectin’e 5.33 Kat,
carbosulfan’a 4.43 kat capraz direngli olarak bulunmustur. Chlorpyrifos, fipronil
ve deltamethrine’e karsi ¢apraz direng bulunmamistir. PBO ve TPP ile 6nemli
derecede sinerjizim etkisinin (PBO, 3.14 kat, TPP, 2.37 kat) oldugu bulunurken
DEM ile herhangi bir sinerjist etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Biyokimyasal
testlerde iki popiilasyonun karsilastirilmasi sonucu Sitokrom 450 enzim
aktivitesinin 1.21 kat, esteraz aktivitesinin ise 1.68 kat artmig oldugu
gosterilmistir. Glutathion-s-transferaz aktivitesinde bir artig olmadigi bulunmustur.

Cin’de beyazsinek (B. tabaci) biyotiplerinin (Q ve B biyotipleri) bazi insektisitlere
kars1 diren¢ durumlar arastirilmistir. Yaygin olarak kullanilan piretiroitler,
neonicotinoidler, abamectin ve pyriproxifen gibi ilaglar deneme igin se¢ilmistir.
Her iki biyotip de piretiroit, abamectin ve pyriproxyfen’ e karsit benzer direng
miktarin1  gostermistir.  Ancak B Dbiyotipi acetamiprid, imidacloprid ve
thiamethoxam’ a duyarl bulunurken, Q biyotipi 20-170 kat direngli bulunmustur.
Sonug olarak, Cin’de neonicotinoid grubu insektisit kullaniminin biyotiplerin
karistigi alanlarda Q biyotipini ayirici etkisi oldugu gortlmistiir (Luo vd., 2010).

Carletto vd. (2010) A. gossypii’ nin farkli bitki tirleri (kabakgiller, pamuk,
patlican, biber) arasindaki insektisit direncini arastirilmistir. Tirler acetamiprid ve
carbosulfan’a duyarli fakat dimethoate’a 38.1 kat direngli bulunmustur. Pamuk
(41.2 Kkat) ve patlican (473 kat) popiilasyonlarinin cypermethrine yiiksek derecede
direngli oldugu saptanmustir.

Acari tiirleri ile yapilan calismalar

Auger vd. (2003) Giiney Fransa’daki elma bahgelerindeki Panonychus ulmi Koch
(Acari: Tetranychidae)‘nin fenazaquin ve tebufenpyrad ‘a karsi diren¢ miktarlari
incelenmistir. P. ulmi’nin diren¢ miktarlar1 Fenazaquin’a 28.8, tebufenpyrad’a
39.8 kat olarak bulunmustur.
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Sato vd. (2004) tarafindan yapilan ¢aligmada Tetranychus urticae Koch (Acari:
Tetranychidae)’nin fenpyroximate direnci ve ¢apraz direnci arastirilmistir. Cilek
alanlarindan toplanan T. urticae popiilasyonlarinin direng oranlar1 2.910 kat olarak
bulunmustur. Fenpyroximate ile pyridaben ve dimethoate arasinda pozitif ¢apraz

direng¢ bulunmustur.

Kim vd. (2004) T. urticae’nin fenpyroximate’e direnci ve biyokimyasal direng
mekanizmasint arastirmiglardir. Fenpyroximate direnci 252 kat saptanmii ve
biyokimyasal test sonucunda esteraz ve oksidaz metabolik aktivitelerinin artmis
oldugu bildirilmigtir.

Sato vd. (2005) Brezilya Sao Paulo’da T. urticae’nin c¢ilek alanlardaki direncli
popiilasyonunun  abamectin’e ¢apraz direngli oranlarii1  belirlemislerdir.
Abamectin ile milbemectin arasinda ¢apraz direng oldugu saptanmustir.

Van Pottelberge vd. (2009) T.urticae ‘nin spirodiclofen’e olan direncini
arastirmiglardir. Direng oran1 274 olarak bulunmustur. Spirodiclofen’in enzimatik
detoksifikasyonunda ise P450 monooxygenase, Esterase, Glutathione S-transferase
enzimlerinin aktivitesinin yiiksek oldugu bildirilmislerdir.

2.2 Tirkiye’de Yapilan Cahismalar
Hemiptera tiirleri ile yapilan calismalar

Ugurlu ve Gurkan (2007) Tirkiye’deki pamuk alanlarinda bulunan H.
armigera’nin tralomethrin, lambda-cyhalothrin, endosulfan, profenofos ve
methomyl’e kars1 direnci arastirllmistir.  Tralomethrine Adana popiilasyonu 24,7,
Hatay popiilasyonu 19,7, Antalya popiilasyonu 15,7 kat direngli olarak
bulunmustur. Biitiin popiilasyonlarin endosulfan, profenofos ve methomyl’e direng

oranlar1 1.2- 2.1 kat arasinda bulunmustur.
Coleoptera tiirleri ile yapilan ¢calismalar

Erdogan ve Giirkan (1997) Patates bocegi (L. decemlineata) popiilasyonlarinin
bazi insektisitlere karsi direncinin belirlenmesine yonelik aragtirma yapilmustir.
Altr farkli insektisit (dort farkli grup) tli¢ farkli bolgeden (Bolu, Nevsehir,
Tekirdag) toplanan L.decemlineata popiilasyonlarina uygulanmigtir. Calisma
sonucunda en yiiksek degerler ile azinphos-methyl direnci 11.24, 8.99, 9.04 kat
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(Bolu, Nevsehir, Tekirdag), deltamethrin direnci 225.92, 58.83, 90.42 Kat,
endosulfan direnci 15.24, 17.58, 45.46 kat olarak bulunmustur.

Thysanoptera tiirleri ile yapilan ¢calismalar

Dagli ve Tunc (2007) Yapilan ¢calismada Antalya’daki Frankliniella occidentalis
popiilasyonlar1 bes farkli insektisite karsi test edilmis, abamectin, endosulfan,
malathion ve methomyl’e diisiik miktarda (< 3 kat) direng gostermistir.
Cypermethrine kars1 1.6-12.2 Kkat direngli oldugu goriilmiistiir.

Hemiptera tiirleri ile yapilan calismalar

Velioglu ve Toros (2002) izmir, Antalya, Ankara ve Igel’den toplanan M. persicae
popiilasyonlarinin insektisitlere kars1 direng durumlar incelenmistir. Denemede
deltamethrin, pirimicarb, diazinon insektisitleri kullanilmistir. Direng oranlari
deltamethrin 1.8 kat, pirimicarb 600 kat, diazinon igin ise 10.8 kat olarak

bulunmustur.

Erdogan vd. (2008) B. tabaci’nin (B-biyotip) insektisit diren¢ miktarini
arastirmislardir.  Insektisit direng testi icin iki sentetik piretroit grubundan
(bifenthrin ve fenpropathrin), iki organik fosforlu grubundan (formothion ve
triazophos) ve bocek gelisim diizenleyici (buprofezin) insektisitler secilmistir.
Sentetik piretroit direnci 57-360 kat, organik fosforlu direnci 20-310 kat olarak
bulunmustur.  Buprofezin’e sadece Izmir popiilasyonunun direngli oldugu
goriilmiistiir. Toplam esteraz aktivitesi ise 7.4-11 kat olarak bulunmustur.

Velioglu vd. (2008) Akdeniz Bolgesi pamuk alanlarinda A. gossypii
popiilasyonlarindaki biyokimyasal aktiviteleri incelenmistir. Adana ve
Antalya’dan toplanan popiilasyonlardan dordiiniin yiiksek diizeyde esteraz
aktivitesine sahip oldugu saptamislardir.

Acari tiirleri ile yapilan calismalar

Kumral ve Kovanci (2007) elma bahgelerinde bulunan P. ulmi’nin disi bireylerinin
popiilasyonunun bazi insektisitlere karsi olan direnci arastirtlmigtir. Direng
oranlar1 amitraz 9.8 kat, dicofol 5.4 kat, bromopropylate 47.4 kat, fenpyroximate
36.6 kat olarak bulunmustur.
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Kumral vd. (2009) Avrupa kirmizi 6riimcegi’nin (P. ulmi) disi popiilasyonlarinin
chlorpyrifos ve lambda-cyhalothrin direnci ile detoksifikasyon enzim aktivitesi
aragtirmigtir.  Chlorpyrifos’da 35.6 kat, lambda-cyhalothrin’de 5.7 kat olarak
bulunmustur. Glutathion S-transferaz aktivitesi 2.2 kat artmis olarak gozlenmistir.
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada salkim giivesi birinci donem larvalar1 materyal olarak kullaniimistir.
3.1.1 Bocek Yetistirme

Salkim giivesi yumurta, larva ve pupa donemleri 2011 yili ilkbahar ve yaz
aylarinda (mayis-haziran-temmuz-agustos) Manisa’nin Alagehir, Salihli ve Sarigél
ilgelerinin merkezi ve koylerindeki bag alanlarindan direngli oldugu diisiiniilen
popiilasyonlardan ve hassas poptilasyon olarak da Manisa’da organik iiretim
yapilan baglardan toplanmigtir. Fakat Salihli ile organik baglardan toplanan
larvalarin laboratuvar ortaminda yetistirilememesi nedeniyle c¢alismaya Alasehir
ve Sarigdl popiilasyonlari ile devam edilmistir. Once larvalarn iiziim meyveleri
izerinde yetistirilmesi diisiiniilmiis, basarili olunmayinca Bitki Koruma Bdliimiine
ait kontrollii iklim odasinda yapay diyet {izerinde yetistirilerek stok kiiltiir
olusturulmustur. Yapay diyet ortami (Delbac vd., 2010) Kkiltir kaplarinda
yetistirilen larvalarin pupa dénemine ge¢mesinden sonra gozlemlenerek ¢ikan
erginlerden yumurta elde etmek i¢in kiiltiir kavanozlarina alinmistir (Sekil 2). Bu
amagla polietilen poset gegirilen kiiltiir kavanozlarinin igerisine polen + sekerli su
ve nem saglamasi i¢in sadece su bulunan kiigiik cam siseler birakilmustir. Disi ve
erkek erginlerden yumurta elde etmek igin iklim odasi kosullar1 25°C sicaklik,
60+£10 oransal nem, 15:1:8 (Aydinlik: Alacakaranlik: Karanlik) fotoperiyot
kosullarina ayarlanmistir. Yumurta elde edebilmek icin gereken aydinlanma; 3
adet 1000 lux’luk florasan lamba 15 saat acgik birakilarak aydinlik, 1 saat ladet
florasan lamba agik birakilarak alacakaranlik kosullar1 saglanmistir. Erginlerin
yumurtalarint birakmalar1 igin polietilen posetler kavanozlara birakilmstir.
Yumurtalar birakildiktan 5 giin sonra, karabas evresi goriildiigiinde igerisinde
yapay diyet bulunan kiiltiir kaplarina alinmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Salkim giivesi yumurtalar

Kiltiir kaplarina alinan yumurtalardan ¢ikan larvalar yapay diyet ile beslenmis ve
ergin oluncaya kadar bu kaplarda birakilmistir. Kiiltiir kaplarinda en alta kurutma
kagidi tzerine aliminyum folyo onun iizerine de yapay diyet yerlestirilmis
yumurtalar yapay diyet tlizerine birakildiktan kapatildiktan sonra kiltiir kaplart
iklim odasina yerlestirilmistir. Salkim giivesi larvalarini yetistirmek i¢in kullanilan
yapay diyet igerigi; Su (900 ml), Agar (15 g), Misir Unu (84.6 g), Bugday
Ruseymi (41.3 g), Bira Mayasi (45.5 g), Askorbik asit (6 g), Wesson salts (3.4 g),
Pyrimethanil (0.42 ml) etkili maddeli fungisit (300 g/L), Etanol (5 ml), Benzoik
asit (2.7 g), Méthylhydroxy-benzoate (Nipagine: 2.8 g)’dir (Delbac vd., 2010)
Yapay diyet hazirlandiktan sonra 15 giin buzdolabinda saklanabilmektedir.
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Sekil 2. Salkim giivesinin yetistirildigi kavanozlar

3.2 Yontem

3.2.1 Lobesia botrana’nin Toksikolojik Testleri

Salkim giivesi miicadelesi i¢in Manisa bolgesinde iireticiler tarafindan en yogun
kullanilan bes farkli gruba ait, ruhsatli 5 larvasit Alasehir ve Sarigél
popiilasyonlarinin direng durumlarmin karsilastirilmas: amaciyla kullanilmistir.
Denemede 0-24 saatlik ilk donem (neonate) larvalar kullanilmistir. Deneme 6 x 7
faktoriyel ( 5 ilag + kontrol x 7 seviye) ve 4 tekerriirli olarak kurulmustur.
Insektisit konsantrasyonlar1 tavsiye edilen dozun 4 kati, 2 kati, tavsiye dozu, ve
onun 1/2 kati, 1/4 kat1, 1/8 kati, 1/16 kat1 olacak sekilde, seri diliisyon ile geker
ocak altinda hazirlanmistir (Bosch vd., 2007). Rodriguez, Marques, vd. (2011)’in
gelistirdigi metot kullanilarak mama/gram basina gelen insektisit miktar
hesaplanarak, 50 g mamaya insektisit konsantrasyonlarindan 413 ul eklenerek
homojen olacak sekilde karistirilmistir. Kontrol sadece saf su ile hazirlanmistir.
Daha sonra ilaghh mama 24’lik platelere koyularak 1 saat ¢eker ocak altinda
bekletilmis ve sonra her kuyucuga 1. donem larvalardan birer adet birakilmistur.
Platelerin tizeri ince tiil ile kapatilarak larvalarin kuyucuklardan kagmalar
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engellenmistir. Deneme kurulduktan sonra 1. ve 4. giinlerde sayimlar yapilarak
larvalarin canli ve 6lii oranlari tespit edilmistir. Degerlendirme yapilirken larvalara
firca ile dokunuldugunda hareket etmiyorsa O6lii olarak, hareket ediyorsa canli
olarak degerlendirilmistir. Kayip larvalar baslangi¢ larva sayisindan g¢ikartilarak
degerlendirmeye alinmistir (Bosch vd., 2007).

3.2.2 Denemede Kullanilan insektisitler

Denemede kullanilan insektisitler Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Denemede kullanilan insektisitler

insektisitler ~ Chlorpyrifos- Lambda- Indoxacarb Emamectin Spinosad
ethyl cyhalothrin benzoate
Aktif Madde 480 g/L 509 /L 150 g/L %5 480 g/ L
Icerigi

Tavsiye 100 mi/100 1t 20 mi/ 100 ml 25 ml/ 100 ml 25 g/ 100It 10 ml/ 100 It
Edilen Doz

Preparat Ad1 Durshan Karete Zeon Avaunt Proclaim Laser
Kimyasal 1B 3A 22A 6 5
Grup”

*IRAC (Insecticide Resistance Action Committee, www.irac-online.org, 2012)
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3.2.2.1  Chlorpyrifos-ethyl

Cl
C\ A
I OC,H,
%
Cl N O—P—OC,H;
S

Chlorpyrifos
0,0-Diethyl O-(3,5,6-trichloro-2-pyridyl)Phosphorothioate

Sekil 3. Chlorpyrifos-ethyl’in kimyasal yapis1 (Yu, 2008)

Kontakt, mide zehiri ve gaz etkili insektisittir. Kimyasal adi O,0-Diethyl O-3,5,6-
trichloropyridin-2-yl phosphorothioate (Muller, 2000), Kimyasal formiilii ise
CgH1;C;3sNOsPS’diir.  Siganlarda Akut oral LDsy degeri 135 mg/kg’ dir. Giinliik
alinmasina izin verilen miktar 0.01 mg/kg’ dir (Onciier ve Durmusoglu, 2008).
Birgok meyve ve sebzede Coleoptera, Lepidoptera takimlarina ait tiirlere etki
etmektedir. Organik fosforlu grubunda olan bu insektisit bdceklerde
asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek 6liimiine yol acar. Orta derece toksiktir
kronik maruziyet durumunda nérolojik etki, gelisme geriligi ve oto immun
bozukluklara yol agmaktadir (Muller, 2000). Tiirkiye’de ruhsatli oldugu zararlilar;
Bozkurt (Agrotis ipsilon, A. segetum (Ochsenheimer Lep.: Noctuidae)),
Danaburnu (Gryllotalpa gryllotalpa L. Orthoptera: Gryllotalpidae), Tel Kurdu
(Agriotes spp. L. Col.: Elateridae), Salkim giivesi (L. botrana), Beyazsinek (B.
tabaci),Yaprak kurdu (S. littoralis), Yaprakbiti (A. gossypii) vb. benzeri birgok
zararltya kars1 ruhsathdir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Ferdinand_Ochsenheimer
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3.2.2.2 Lambda-cyhalothrin

CF, : 0
NTOT0

CH, CH,

A-Cyhalathrin
(RS)-a-Cyano-3-phenoxybenzyl 3-(2-chloro-3,3,3,- trifluoropropenyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate

Sekil 4. Lambda-cyhalothrin’in kimyasal yapis1 (Yu, 2008)

Kontakt ve mide zehiri etkili bir insektisittir. Kimyasal formiilii Co3H19CIFsNO; ve
Kimyasal adi  3-(2-chloro-3,3,3-trifluoro-1-propenyl)-2,2-dimethyl-cyano(3-
phenoxyphenyl)methyl cyclopropanecarboxylate’dir  (Muller, 2000). Sentetik
Piretiroit grubu insektisitler arasinda yer almaktadir. Bazi tiirler ig¢in repellent
etkisi de vardir. Meyve ve sebzede zarar yapan Coleoptera, Lepidoptera takimina
ait tiirler i¢in kullanilmaktadir. Zehirlilik sinifi II’dir ve Giinliik alinmasina izin
verilen miktar 0.005 mg/kg’ dir. Siganlarda akut oral LDsy 20 mg/kg’ dir. Kuslara,
arilara ve baliklara zehirlidir. Toprakta yarilanma émrii 25 giindiir (Onciier ve
Durmusoglu, 2008). Karate Zeon’un kullanildigi zararhlar; Elma ickurdu (C.
pomonela), Salkim giivesi (L.botrana), Misir Kurdu (Ostrinia nubilalis Hiibner
Lep.: Crambidae), Zeytin giivesi (Prays oleae Bernard Lep.: Pyralidae), Patates
bocegi (L. decemlineata), Findik kurdu (Curculio nucum L. Col.: Curculionidae),
Zeytin sinegi (B.oleae) gibi zararlilara ruhsatlidir.
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3.2.2.3 Indoxacarb

ACH,

al CO
0
4 > CF,
N—N
-
d )\
CHj

O

Indoxacarb
(S)-Methyl 7-chloro-2,5-dihydro-2-{[methoxycarbonyl)[4-(trifluoromethoxy)Phenyl]amino] Carbonyl}
Indenol[1,2-e][1,3,4|Oxadiazine-4a(3H)-carboxylate

Sekil 5. Indoxacarb’in kimyasal yapis1 (Yu, 2008)

Molekiil formiilii C»,H;7CIF3sN3O- olan indoxacarb bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Misir, sebze ve meyvede zararli olan bir¢ok Lepidoptera takimina ait larvalara
etkisi yiksektir. Etki mekanizmasi bocek sinir sistemi {iizerindeki sodyum
kanallarin1 bloke ederek bocegin felg gecirmesine neden olur. Siganlarda oral LDsg
degeril732 mg/kg’dir (Yu, 2008). Ruhsatli oldugu zararlilar; Salkim giivesi (L.
botrana), Elma i¢ kurdu (C. pomonella), Yesilkurt (H. armigera), Findik kurdu
(C. nucum), Misir kurdu (O.nubilalis)’dir.

3.2.2.4 Emamectin benzoate

el I

CH,

B,a: R = -CH(CH)(CH,CH;). B,b: R = -CH(CH,),

Emamectin Benzoate

Sekil 6. Emamectin benzoate’in kimyasal yapist (Yu, 2008)
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Kimyasal ad1 4”-Deoxy-4"-epi-methylaminoavermectin B1; Epimethylamino-4"-
deoxyavermectin ve kimyasal formili CyH7sNOy3 olan bir insektisittir.
Emamectin birgok artrapod ve nematoda toksik etki gosteren, avermectin grubuna
ait bir bilesiktir ve bir fungus olan Streptomyces avermitilis ‘den {iretilmistir.
Emamectin benzoate gamma aminobiitrik asite baglanarak (GABA) klor
kanallarini aktive ederek bocek igindeki sinir sinyallerindeki akigi bozar bocek felg
gecirerek oliir (Muller, 2000). Lepidoptera takimina ait larvalara etkisi vardir.
Siganlarda akut oral LDsq degeri 1516 mg/kg’dir (Yu, 2008). Tiirkiye’de ruhsatli
oldugu zararlilar; (L. botrana), Elma i¢ kurdu (C. pomonella), Yesilkurt (H.
armigera), Pamuk yaprakkurdu (S.littoralis)’dir.

3.2.2.5 Spinosad

Spinosyn A:R=H
Spinosyn D: R = CH;

Spinosad

Sekil 7. Spinosad’in kimyasal yapis1 (Yu, 2008)

Kimyasal formiili CsHgNOyy olup, toprak bakterisi Saccharopolyspora
spinosa’dan aerobik fermantasyon sonucu iretilmistir. Kontakt ve mide zehiri
etkili bir insektisittir. Daha ¢ok Lepidoptera takimma ait tiitlere -etkilidir.
Sicanlarda oral LDsy degeri 5000 mg/kg’dan fazladir (Yu, 2008). Spinosad;
etkinligi yiiksek, genis spektrumlu, memelilere toksisitesi diisiik, ¢cevreye olan
etkisi diger insektisitlere gore diisiik 6zellikte bir insektisittir (Hertlein vd., 2011).
Ayrica, Spinosad organik tarimda kullanilma 6zelliginde olmasi ile gevre dostu bir
insektisittir (Wyss vd., 2005). Ruhsatli oldugu zararlilar; Salkim giivesi (L.
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botrana), Cigek tripsi (F. occidentalis), Domates giivesi (Tuta absoluta Meyrick
Lep.: Gelechiidae), Yesilkurt (H. armigera), Yaprak galerisinekleri (Liriomyza
spp.) gibi bir¢ok zararlida kullanilmaktadir.

3.2.3  Lobesia botrana’da Enzim Aktivitesi Olgiim Testleri

Salkim giivesi enzim aktivitesi 6l¢lim testleri Rodriguez vd. (2011)’in kullandig:
metot uygulanarak yapilmistir. Bocekledeki direng durumunun belirlenmesinde
MFO (Sitokrom P450), GST (glutathione-S-transferaz) ve EST (Esteraz)
enzimlerinin rol oynadigi bilinmektedir (Li vd., 2007). GST ve EST enzim
aktiviteleri in vitro kosullarda analiz edilerek miktarlar belirlenmistir.. On adet 1.
donem salkim giivesi larvasi igerisinde, final konsantrasyonu 0.4 mM PMSF
(phenylmethylsulfonylfluoride) bulunan 100 ul fosfat buffer (50 mM, pH 7.2)
i¢ine koyularak buz iizerinde homojenizasyonu yapilmigtir. Her popiilasyon i¢in
12 tekerriir yapilmistir. Elde edilen homojenatlar 4°C’de 15 dakika, 15000 g’de
santrifiij edildikten sonra homojenatlarin supernatant kisimlari enzim kaynagi

olarak kullanilmustir.

GST aktivitesini saptamak i¢cin COSTAR 96 kuyucuklu UV-transparent tabanli
mikroplak ve 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) substrat olarak kullanilmigtir.
Buz iizerindeki (4°C) UV-transparent tabanli mikroplagin i¢ine 4 pl larva
ekstrakti, 184 ul sodyum fosfat buffer (pH 7.2, 50 mM), 2 ul reduced glutathion
(indirgenmis glutathion) (0.1 M) ve 10 ul CDNB (30 mM) koyularak 340 nm
dalga boyunda 30°C’de ilk okuma yapilmis 2. okuma ise 1 dakika sonra yapilarak
absorbans degeri Olciilmiistiir. Kontrol olarak 2 hiicreye 4 pl enzim ekstrakti
yerine sodyum fosfat buffer kullanilmistir. Sonugta olusan iiriin mM glutathione
konjugat mg protein™ dakika™ olarak degerlendirilmistir.

EST aktivitesi 6lgmede 96 kuyucuklu mikroplak ve substrat olarak p-naphthyl
acetate kullanilmistir. Her kuyucuga 90 pl enzim ekstrakti (kuyucuk bagma 0.9 pl
enzim ekstraktina esdeger) ve [-naphthyl acetate (0.1 mM) igeren soydum fosfat
buffer (pH 6.5, 50 mM)’dan 90 pl konmustur. Ardindan 30°C’de 15 dakika
inkiibasyona birakilmis, inkiibasyon sonras1 3 g/L Fast Garnet ve 35 g /L Sodyum
dodecyl sulfat (SDS) karigsim1 boya maddesinden 20 pl eklenerek ve 15 dakika oda
sicakhiginda (25°C) inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonrasi 492 nm dalga
boyunda okuma yapilmis ve sonucta olusan iiriin nmol B-naphthol mg protein ™
dakika™ olarak degerlendirilmistir. Kontrol olarak 2 kuyucuga enzim ekstrakti
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yerine 90 ul sodyum fosfat buffer kullanilmigtir. Enzim ekstraktlarinin protein
icerikleri Bradford (1976) metoduna gére Thermo Scientific Pierce Bca Protein
Assay Kit kullanilarak yapilmis, stardart olarak BSA (Bovine serum albumin)
kullanilmigtir. Biitiin enzimatik l¢timler Thermo Labsystem Multiskan Spectrum
spektrofotometre cihazinda gerceklestirilmistir.

3.3 istatistik Analizleri

Elde edilen verilerin LDsy ve LDgy degerlerini hesaplamak i¢in Polo Plus (LeOra
Software, 1994) programinda probit analizi yapilmistir. Probit analizi gliniimiizde
doz-tepki iligkisini ortaya koymak i¢in ¢esitli alanlarda kullanilan istatistiksel bir
metottur. Probit analizi genel olarak toksikolojide canli organizmalarin
kimyasallara iligkili toksisitesini belirlemede kullanilir (Finney, 1952). Denemede
kullanilan her ilacin farkli konsantrasyonlarinda salkim giivesi birinci dénem
larvalarmin canlilik ve 6liim oranlar ile kontrol grubundaki canlilik ve &liim

oranlar1 lizerinden LDsy Ve LDgy degerleri hesaplanmaistir.

Yapilan enzim analizleri tekerriirlerinin aktivite miktarlarini hesaplamak igin, EST
enzim optik densitesi, her bir drnegin protein miktarina ve inkiibasyon zamanina
boliinmiis ve EST enziminin aktivitesi bulunmugtur. Aym islem GST enzimi
icinde uygulanmistir. Elde edilen verilerin ortalamasi ve standart sapma degerleri
hesaplanmigtir. Ayrica, poplilasyonlar arasi enzim aktivitelerinin &nem
derecelerini  belirlemek i¢in ANOVA-Student-Newman-Keuls analizi SPSS
Version 18 programi kullanilmigtir. Student-Newman-Keuls analizi verilerin ikili
kargilastiriimasinda kullanilmigtir (Abdi ve Williams, 2010).
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4 BULGULAR

Toksikolojik analizler sonucunda 5 farkli insektisitin Salkim giivesi ilk donem
larvasina (neonate) olan etkileri bulunmustur. Iki farkli popiilasyonda farkliliklarin
oldugu LDsy ve LDy degerlerinin hesaplanmasiyla ortaya koyulmustur.
Alasehir’den toplanan popiilasyonda Chlorpyrifos-ethyl etkili maddesinin
digerlerine goére en yiiksek LDsy degerine (132.44 mg/L) sahip oldugu
goriilmiistiir. En diisiik LDsy degerinin (0.64 mg/L) ise Spinosad etkili maddesinde
oldugu saptanmustir. Chlorpyrifos-ethyl’i takiben 2. sirada Lambda-cyhalothrin,
(100mg/L) 3. sirada degeri ile Indoxacarb, (14.29 mg/L) 4. sirada ise degeri ile
Emamectin benzoate (12.839 mg/L) yer almaktadir (Cizelge 2). LDgy degerlerini
tavsiye edilen doza gore karsilastirdigimizda direncin boyutu tahmini olarak
belirlenmistir. Chlorpyrifos-ethyl’in T.E.D.’si 480 mg/L, LDgy degeri 900.23 mg/L
olarak bulunmustur burada yaklasik 1.8 kathik bir artisin oldugu goriilmektedir.
Ayni durum Lambda-cyhalothrin etkili maddesinde LDgy degeri 920.41 mg/L iken
T.E.D.’degeri 90 mg/L olarak bulunmustur. Burada ise 9.5 kat ile en yiiksek
miktarda bir diren¢ oldugu tespit edilmistir. Indoxacarb i¢in diren¢ kat miktart
yaklagik 1.5 kat (LDg:30.85 mg/L, T.E.D.: 25 mg/L) bulunurken, bu oran
Emamectin benzoate i¢in yaklastk 2.5 kat bulunmustur. Spinosad etkili
maddesinde LDgy degeri 18.06 mg/L olarak bulunurken T.E.D. degeri 4.8 mg/L
olarak saptanmustir. Spinosad igin direng 3.7 kat olarak belirlenmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2.Alagehir popiilasyonunda salkim giivesi 1. donem larvalarina ilaglarin
LDsg, LDgo, T.E.D. ve direng degerleri

Insektisitler n? LDs LDgo T.ED. Kat
mg/L mg/L mg/L (Direnc)

Chlorpyrifos- 277 132.44 900.23 480 1.88

ethyl

Lambda- 253 100.03 920.41 96 9.59

cyhalothrin

Indoxacarb 499 14.29 39.85 25 1.59

Emamectin 128 12.83 123.4 50 2.47

benzoate

Spinosad 128 0.64 18.06 4.8 3.76

& Kullanilan Ornek Sayisi,
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Sarig6l’den toplanan larva Orneklerinin sonuglari LDsy degerleri bakimindan
incelendiginde Chlorpyrifos-ethyl 259.28 mg/L degeri ile en yiiksek degere sahip
oldugu, onu Lambda-cyhalothrin (42.12 mg/L) Emamectin benzoate (31.37 mg/L)
Indoxacarb (8.77 mg/L) ve Spinosad (1.62 mg/L) izlemistir (Cizelge 3). Elde
edilen LDgy degerleri direng miktari1 belirlemek i¢in T.E.D. ile
karsilagtirildiginda, Chlorpyrifos-ethyl LDgy degeri 919.20 mg/ L iken T.E.D. 480
mg/L bulunmustur. Bu deger yaklasik 1.9 kat miktarinda bir direncin olabilecegini
gostermektedir. Lambda-cyhalothrin’de LDgy degeri 361.39 mg /L, T.E.D. degeri
ise 96 mg/ L olarak bulunmustur. Lambda-cyhalothrin’de direng miktarinin 3.76
kat oldugu goriilmiistiir. Indoxacarb i¢in T.E.D. degeri 25 mg /L, LDgy degeri
37.07 mg /L bulunmus ve direng miktar1 yaklasik 1.5 kat olarak saptanmustir.
Emamectin benzoate igin direng miktar1 6.76 kat (LDgy: 338.16 mg/L, T.E.D.:
50mg/L) olmak iizere en yiiksek degerde bulunmustur. Spinosad i¢in LDy degeri
7.74 mg/L, T.E.D. degeri 4.8 mg/L olarak saptanmis ve 1.61 kat direng oldugu
belirlenmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3 Sarigdl popiilasyonunda salkim giivesi 1. donem larvalarina ilaglarin
LDso, LDgy, T.E.D. ve direng degerleri

Insektisitler n? LDso LDgo T.E.D. Kat
mg/L mg/L mg/L (Direnc)

Chlorpyrifos- 128 259.28 919.20 480 1.92

ethyl

Lambda- 128 4212 361.39 96 3.76

cyhalothrin

Indoxacarb 128 8.77 37.07 25 1.48

Emamectin 128 31.37 338.16 50 6.76

benzoate

Spinosad 128 1.62 7.74 4.8 1.61

2 Kullanilan Ornek Sayist,
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Popiilasyonlar arasindaki LDsy degerlerindeki farkliliklar Cizelge 4’de verilmistir.
Chlorpyrifos-ethyl’in LDsy degerleri iki popiilasyonda da farkli bulunmustur.
AP’nin LDsy degeri 132.44 mg/L iken SP’nin LDs degeri 259.28 mg/L olarak
bulunmustur. Lambda-cyhalotrhin ise AP’de 100.00 mg/L bulunurken, SP’de
41.12 mg/L olarak belirlenmistir. Indoxacarb i¢in LDsy degerleri SP’de daha
yiiksek degerde (8.77 mg/L) saptanirken, AP i¢in 14.29 mg/L degerinde
bulunmustur. Emamectin benzoate ise LDsg degerlerindeki durum AP i¢in 12.83
mg/L bulunurken, SP i¢in 31.37 mg/L olarak saptanmustir. Spinosad’in her iki
popiilasyon i¢in en diisiik degerlere sahip oldugu goriilmiistiir. Spinosad’in AP
icin LDsg degeri 0.64 mg/L iken, SP i¢inl.62 mg/L degerinde bulunmustur.

Cizelge 4. Alasehir ve Sarigol popiilasyonlarina ait LDs, degerleri

Alasehir Popiilasyonu Sarigol Popiilasyonu
Insektisitler LDsg LDsq
Chlorpyrifos-ethyl 132.443 259.281
Lambda-cyhalothrin 100.033 42.126
Indoxacarb 14.290 8.770
Emamectin benzoate 12.839 31.374
Spinosad 0.645 1.623
Enzimler
EST 9.48+6.57 6.36+5.01
GST? 0.037+0.012 0.041 +0.024

Y nmol B-naphtol mg protein™ dakika™

2 mM glutathion conjugated mg protein™ dakika™

Popiilasyonlar arasinda EST enzimi aktivitesi Alasehir poptilasyonunda Sarigdl
Popiilasyonuna goére daha yiiksek ¢ikmustir.  Alagehir popiilasyonunun enzim
aktivitesi ortalamasi 9.48 nmol B-naphtol mg protein™ dakika™ iken Sarigdl
popiilasyonu enzim aktivitesi 6.36 nmol B-naphtol mg protein™ dakika™ olarak
bulunmustur (Cizelge 5). Fakat yapilan istatistik analizler sonucunda iKi
popiilasyon arasinda EST enzimi miktar1 bakimindan farkin 6nemli olmadigi
goriilmiistiir (p>0.05). Popiilasyonlar arasindaki GST enzim aktivitesi ise Alasehir
popiilasyonunda 0.037 mM glutathion conjugated mg protein™ dakika™ tespit
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edilirken, Sarigél popiilasyonunda ise 0.041 mM glutathion conjugated mg
protein dakika™ olarak bulunmustur (Cizelge 5). iki populasyon arasinda GST
enzimi agisindan da farkin 6nemli olmadigi saptanmistir (p>0.05). Sonug olarak

iki enzim de de iki popiilasyon arasinda 6nemli bir fark bulunmadig: belirlenmistir
(p>0.05).

Cizelge 5. Salkim giivesinin Alasehir ve Sarig6l popiilasyonlarina ait enzim

miktarlar
Popiilasyon EST GST
nmol B-naphtol mg protein™ mM glutathion conjugated mg
dakika™ protein™ dakika™
n Ortalama n Ortalama Aktivite
AktivitexSTS +STS
Alasehir 12 9.48+6.57° 12 0.037+0.012%
Sarigol 12 6.36+5.01° 12 0.041 +0.024°

Ayni siitunda yer alan ayni harfler ayni grubu ifade etmektedir [Student-Newman-
Keuls (ANOVA) testi (p> 0.05)]
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5 TARTISMA VE SONUC

Calismada Manisa ili Alagehir ve Sarigél ilgelerindeki salkim giivesi
popiilasyonlarinin, miicadele i¢in kullanilan insektisitlere karsi diren¢ durumu
aragtirllmigtir.  Salkim  giivesinin  chlorpyrifos-ethyl,  lambda-cyhalothrin,
indoxacarb, emamectin benzoate, spinosad etkili maddelerine karsi olan direng
durumu ve GST ve EST enzim miktarlari incelenmigtir.

Oncelikli olarak Salkim giivesini laboratuvar ortaminda yetistirmek icin bircok
yontem denenmistir. Bunlardan en iyi verim alinan yontem segilerek {iretim i¢in
uygulanmigtir. Araziden toplanan salkimlar {izerinde kiiltiir kaplarinda iiretildi
fakat iklim odasinin nemli olmasi ile {iziimlerin ¢abuk kiiflenmesi ve larvalarin
kontrolii tam olarak saglanamadig1 i¢in yapay besin ortaminin ¢aligma i¢in uygun
oldugu yapay besin ile yetistirme metodu secilmistir. Ayni zamanda bdceklerin
iiretimi icin farkli sistemler denenmesine ragmen en iyi liretimin kiiltlir kavanozu
ile yapildig1 goriilmiistiir. Fransa’da bulunan INRA (French National Institute for
Agricultural Research) arastirma enstitiisiinde bulunan Dr. Lionel Delbac ile ikili
yazismalar sonrasinda, Delbac vd. (2010)’in uygulamis oldugu tel kafes metodu
icin kafeslerde iiretim denenmis fakat kafes icin yeterli sayida ergin ayni ayna
saglanamadigi i¢in az sayida ergin popiilasyonunun oldugu iiretim seklinde uygun
olmadig goriilmiistiir. Yetistirme kiiltiir kaplarinda ise yumurtali naylonlarin ¢ok
fazla koyuldugu halde yumurtadan ¢ikan larvalarin besin sikintisindan kutudan
kactiklar1 goriilmiistiir bunun igin 1) kaplara ¢ok fazla yumurtali naylon
koyulmamas1 gerektigi, 2) kapagin alt kismma ince tiil koyularak larvalarin

miimkiin oldugunda kagmasi engellenmistir.

Toksikolojik testler sonucunda SP’i¢in Chlorpyrifos —ethyl, Emamectin benzoate
ve Spinosad LDs, degerleri AP’ye gore daha yiiksek olarak bulunmustur. Bu
sonuca gore so6z konusu insektisitlerin Sarigél bolgesinde kullanim sikliginin ve
miktarinin  Alasehir bolgesin’den fazla oldugu soylenebilir. Fakat lambda-
cyhalothrin ve indoxacarb LDsy, degerleri ise SP’ye gore AP’de yiiksek
bulunmustur. Yapilan toksikolojik testler AP igin Lambda-cyhalotrin ve Spinosad
etkili maddelerin T.E.D. ile karsilastirildiginda Lambda-cyhalotrin igin 9.5 kat,
Spinosad i¢in 3.76 kat direngli oldugu goriilmektedir. SP i¢in Emamectin benzoate
6.76 kat, Lambda-cyhalothrin ise 3.76 kat direngli olarak belirlenmistir. Burada bu
3 etkili maddenin EST enziminin artmasinda rolii oldugu disiiniilmektedir.
Yapilan birgok ¢alismada buna benzer sonuglar bulunmustur (Abd EI-Mageed ve
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Elgohary, 2006; Hussain vd., 2009; Rodriguez, Marques, vd., 2011; Xue vd.,
2010).

Yapilan enzim analizleri sonucunda EST ve GST enzim aktiviteleri arasinda
onemli bir fark bulunamamasi nedeniyle salkim giivesinin direng¢ mekanizmasini
farkli bir enzimin olusturdugunu distindiirmektedir. Reyes ve Sauphanor (2008)
‘in elma i¢ kurdunda yapmis oldugu bir ¢alismada 1. dénem larvalarda MFO
(Mixed Function Oxidase: Sitokrom P450) aktivitesi ¢ok yiiksek bulunurken GST
ve EST enzim miktarlar1 arasinda oOnemli bir farkliligin  olmadigini
gbzlemlemislerdir. Bu da caligmada diren¢ durumunun belirleyicisi olabilecek
enzimin MFO olabilecegi konusundaki diisiinceyi dogrular niteliktedir. Yapilan
caligmalarla Avrupa’daki elma igkurdu arazi popiilasyonlarindaki larvalarin
detoksifikasyon mekanizmasinin esas olusumunun GST ve MFO enzimlerinin
oldugu ileri siiriilmiistiir (Boivin vd., 2003; Fuentes-Contreras vd., 2007; loriatti
vd., 2007; Reyes vd., 2007; Sauphanor vd., 1997). Fakat Rodriguez, Marques, vd.
(2011)’in yapmis oldugu c¢alismada elma ickurdundaki esas insektisit direng
mekanizmasimin GST ve EST olmadigi1 bu yiizden 1. donem larvalardaki direnci
izlemek i¢in EST ve GST enzimlerinin uygun olmadigini bunun yerine MFO
enziminin esas mekanizmayi olusturdugu i¢in bu enzimin uygun oldugunu
vurgulamigtir.  Elma i¢ kurdu birinci donem larvalarda MFO, EST ve GST
enziminin aktivitesinin saptanmasi arazi kosullarindaki diren¢ durumunu ortaya
koymada onemli bir yeri oldugu bilinmektedir (Reyes ve Sauphanor, 2008).
Bunun yaninda Rodriguez vd. (2010) yapmis oldugu bir ¢alismayla boceklerin
farkli gelisme donemlerinin enzimatik aktivitelerinde farkliliklarin oldugu
saptanmugtir. Benzer sonuglar Noctuidae familyasina ait Agrotis ipsilon ve
Spodoptera frugiperda tiirlerinde de goériilmistiir (Usmani ve Knowles, 2001).

EST enzimi aktivitesi 6l¢timii yapilirken uygun substrat se¢iminin g¢alismanin
dogru nitelikte olmasi agisindan 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Hemingway,
2000; Wheelock vd., 2005). Calismada EST enzim analizi igin substrat olarak [3-
naphthyl acetate kullanilmistir. EST enzimi aktivitesi belirlemede 6ncelikle farkl
substratlar denenmeli daha sonrasinda karsilagtirma yapilarak uygun substratin
hangisi olduguna karar verilmelidir. Bununla birlikte Fuentes-Contreras vd.
(2007) yapmus oldugu c¢alismada elma ickurdu EST enziminin aktivitesinin
organik fosforlu insektisitlere artmis aktivite gosterirken biyoassay i¢in kullanilan
substrata (naphthyl acetate, p-nitrophenyl acetate) diisiik aktivite gosterdigini
bildirmistir. Ayni zamanda EST enziminin organik fosforlu insektisitlerin
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detoksifikasyonunda enzimin grup igerisindeki insektisitlere baglanma
afinitesininde biiyiik farkliliklarinin oldugu yapilan ¢aligmalarla saptanmistir
(Rodriguez vd., 2010).

Insektisit direncinde zararli yonetiminde insektisitler, farkli kosullar ve farkli
durumlarda degisik detoksifikasyon mekanizmalarinin olusumunda 6nemli rol
oynar. Buda ayni insektisitin diinyanin farkli bir yerinde bulunan ayni bocekte
farkli mekanizmalarin gelisebilecegi hipotezini dogrulamaktadir (Reyes vd., 2009;
Rodriguez, Bosch, vd., 2011)

Bu calismanin daha sonraki yapilacak caligmalara 1s1ik tutmasi ve yon vermesi
acisindan salkim giivesinin arazi kosullarindaki diren¢ durumunun daha kapsaml
belirlenmesi ve c¢apraz diren¢ durumunun bundan sonraki caligmalarda ortaya

¢ikarilmasi ¢ok faydali olacaktir.
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