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Farkl Stethorus gilvifrons (Muls.) (Coleoptera: Coccinellidae)
popiulasyonlarinin bazi insektisit ve akarisitlere duyarlhliklari ve
enzimatik 6zelliklerinin saptanmasi’

Determination of susceptibility to insecticides and acaricides along with enzymatic
characteristics in the different ladybird beetle Stethorus gilvifrons (Muls.) (Coleoptera:
Coccinellidae) populations

Pinar HEPHIZLI? Nabi Alper KUMRAL?

Summary

The susceptibilities to insecticides and acaricides, as well as carboxylesterase (CarE), cytochrome P450
monooxygenase (P450) and glutathione S-transferases (GSTs) activities were evaluated in a susceptible (SSS) and
an unsusceptible strain (RSS) of Stethorus gilvifrons (Muls.) (Col.: Coccinellidae). Synergism studies using S,S,S-
tributylphosphorotrithioate (DEF), piperonyl butoxide (PBO) and diethyl maleate (DEM) in combination with at a
discrimination dose (~LD2o) of selected pesticides were also conducted to test for possible physiological mechanisms.
In addition, the insensitivity of acetylcholinesterase (AchE) to the inhibitors, paraoxon and pirimicarb, is also
determined. Compared with SSS, tolerance ratios of RSS, as indicated by LCs, values, was calculated 2.1, 11.2, 6.7,
1.7, 1.6 and 2.3-fold, respectively, for abamectin, bifenazate, chlorpyrifos, cyhexatin, hexythiazox and A-cyhalothrin.
Thus, the field collected resistant S. gilvifrons population were tolerant at medium level to four compounds. CarE
activity was significantly higher in RSS than in SSS, 1.5-fold for a-naphthyl acetate and 4.3-fold for B- naphthyl
acetate. Also significant enhanced GSTs activity were determined in RSS using two substrates, 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (4.3-fold) and 2,4-dinitro-1-iodobenzene (1.4-fold), compared with SSS. Inhibition kinetics revealed
that AchE from RSS was 2.5-fold more insensitive to inhibition by 1mM primicarb than AchE from SSS. The disparity
in susceptibility to these pesticides in the predator populations were due to the responsibility of multiple physiological
mechanisms, including elevated CarE, GSTs and P-450 enzymes activities.
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Ozet

Bu calismada Stethorus gilvifrons (Muls.) (Col.:Coccinellidae)'un bir hassas (SSS) ve bir de daha az duyarli
(RSS) populasyonunda bazi insektisitlere ve akarisitlere duyarliliklarinin saptanmasi yaninda, bu populasyonlarin
duyarhhklanyla iligkili karboksilesteraz (CarE), sitokrom P450 monooksigenaz (P450) and glutatyon S-transferaz
(GST) aktiviteleri degerlendirilmistir. Ayrica, herbir ilacin bir sublethal ayirici dozu (~LDy) ile sinerjist maddeler olan
S,S,S-tributilfosforotrithioate (DEF), piperonil butoksit (PBO) ve dietil maleyat (DEM) ile karistirilarak, muhtemel
fizyolojik tolerans mekanizmalari test edilmistir. Bu populasyonlarda paraoxon ve pirimicarb inhibitérleri kullanilarak,
asetilkolinesteraz (AchE)'Iin duyarsizidi saptanmistir. SSS popllasyonunun LCsy dederleri ile karsilastirildiginda,
RSS popiilasyonu abamectin, bifenazate, chlorpyrifos, cyhexatin, hexythiazox ve A-cyhalothrin’e sirasiyla 2.1, 11.2,
6.7, 1.7, 1.6 ve 2.3-kat daha az duyarli bulunmustur. Sonugta, S. gilvifrons’un direngli bahge poplilasyonu 4 ilaca orta
diizeyde bir duyarllik kaybi géstermistir. Substrat ortami olarak a-naftil asetat ve - naftil asetat kullanildiginda, CarE
aktivitesi RSS’de SSS’ye oranla sirasiyla 1.5 ve 4.3 kat fazla olmustur. Ayrica, 1-chloro-2,4- dinitrobenzene ve 2,4-
dinitro-1-iodobenzene substarlari kullanildiginda GST lerin aktivitesi RSS popllasyonunda énemli olarak sirasiyla 4.3
ve 1.4 kat daha fazla bulunmustur. inhibasyon kinetiklerine gére, 1mM primicarb kullanildiginda RSS’nin AchE'’i
SSS’ye gore 2.5 kat daha duyarsiz olmustur. Sonug olarak, populasyonlarin pestisitlere kargi duyarlilik farklari artan
CarE, GST ve P-450 enzim aktivitelerini iceren ¢oklu fizyolojik mekanizmalarindan kaynaklanmistir.
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Farkl Stethorus gilvifrons (Muls.) (Coleoptera: Coccinellidae) popllasyonlarinin bazi insektisit ve akarisitlere duyarliliklari ve
enzimatik 6zelliklerinin saptanmasi

Giris

Gunimizde meyve ve sebze alanlarinda kirmiziérimcek zarari oldukga énemli duruma gelmis
olup, Uretici bu zararlilarla savasim icin sik araliklarla ¢ok c¢esitli gruplardan akarisitleri uygulamak
durumundadir. Bunun disinda, glve, yaprakbiti, thrips, beyazsinek ve kabuklubit gibi bdcek zararlilarinin
da benzer sekilde o6nemli ekonomik kayiplara neden olmasi ¢ogu zaman akarisitlerin yaninda
insektisitlerin de sik araliklarla kullaniimasina sebep olmaktadir. Bu, hem kirmiziérimceklerin dogal
dusmanlarinin populasyonlarini ¢ok azaltmakta ve hem de zararlinin birgok ilaca kargi dayanikhlik
olusturmasina neden olmaktadir (Ay, 2005; Ay & Gurkan, 2005; Whalon et al., 2008; Van Leeuwen et al.,
2010). Bursa’'da basta elma olmak lizere, armut ve seftali de Avrupa kirmiziérimcegdi [Panonychus ulmi
(Koch) (Acari: Tetranychidae)] ¢cok Onemli zararlar meydana getirmekte ve birgok ilaca dayanikhlik
gésterdigi igin savasiminda basarili olunamamaktadir (Kumral & Kovanci, 2007a,b). Ozellikle, ilaglamanin
yogun oldugu ilcelerde amitraz, dicofol, bromopropylate, fenpyroximate, chlorpyrifos- ethyl, A-cyhalothrin
ve mancozeb gibi ilaglara P. ulmi popilasyonlarinda duyarliik kaybi saptanmistir (Kumral & Kovanci,
2007a; Kumral et al., 2009). Uretici bu nedenle, ilaglarin dozlarini yiikseltmek zorunda kalmakta ve bir
yandan Uretim maliyetleri ¢cok artarken diger taraftan triinde pestisit kalintisi ve g¢evre kirligi vb. sorunlar
ortaya cikmaktadir. Buna karsilik, Bursa ili elma ve patlican bahgelerinde dikkat c¢ekici bir durum
kirmiziérimcek avcilarindan Stethorus gilvifrons (Muls.) (Col.: Coccinellidae)un da direngli akar
popiilasyonlarinin bulundugu ilaglamanin ¢ok yodun yapildigi iznik ve Giirsu gibi ilgelerdeki ticari
bahgelerde zararlinin popilasyonuna bagl olarak yogun popilasyonlar olusturmasidir. Gézlemlerimize
goére, eger Uretici yiuksek dozda genis spektrumlu insektisitlerle midahale etmezse, faydali bdcek
kirmiziérimcek popllasyonlarini 2-3 hafta iginde yok etmektedir. Ayni bahgelerde, bu faydali bocegin
popllasyonlarinin diger akar avcisi bocekler [Orius spp. (Het.: Anthocoridae), Chrysoperla carnea
Stephens (Neu.: Chrysopidae), Scolothrips spp. (Thy.: Thripidae)'den ¢ok fazla diizeyde bulunmasi ve
onlardan ¢ok daha etkin olmasi da dikkat ¢ekici diger énemli bir durumdur (Genger & Kumral, 2008;
Cobanoglu & Kumral, 2011). Sonugta bu gozlemlerimiz bu faydali bécegin son zamanlarda ilaglamanin
¢ok fazla yapildigi Bursa ilindeki kosullara adaptasyonu, yiksek Ureme ve beslenme gulcini
gOstermektedir. Birgok yerde oldugu gibi Bursa ureticisinin uzun yillardan beri bilingsiz olarak yogun
ilaglama yapmasina karsilik, bu faydali bécek muhtemelen bazi fizyolojik mekanizmalari kullanarak bazi
popilasyonlarini canh tutmayr basarmis olabilir. Bu hipotez, 2009-2010 vyillari arasinda elma
bahcelerinden toplanan 4 farkli S. gilvifrons ve P. ulmi populasyonu igin ve 2 farkli insektisit (parathion-
methyl ve bifenthrin) ele alinarak incelenmis ve iki S. gilvifrons populasyonda orta derecede duyarlilk
saptanmistir (Kumral et al., 2011). Benzer olarak, diger Stethorus tiurlerinden Stethorus punctillum Wiese
(Col.: Coccinellidaea) 90’ yillarin sonunda azinphos-methyl’e dayanikl irklar sirasiyla italya ve ABD’de
elma bahgelerinden rapor edilmistir (Pasqualini & Malavolta, 1985; Croft, 1990). Diger taraftan, Kumral et
al. (2011) duyarlilik kaybi bulunan popllasyonlarda esteraz enziminde ve asetilkolinesteraz hedef alan
duyarsizligindan kaynaklanan bir metabolik direnci saptadiklarini bildirmektedirler. Ancak bu 6n ¢alisma
populasyon sayisi ve ilag gesitliligi bakimindan olduk¢a dar kapsamlidir ve bunun disinda S. gilvifrons’da
ilaglara dayanikhlik konusunda baska ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu cergevede farkli ekolojilerden daha ¢ok sayida avci bécek popllasyonu toplanarak ve bunlarin
Bursa’da c¢ok kullanilan farkh ilag gruplarina duyarliik farkliliklari incelenmesi amaglanmistir. Son
zamanlarda Bursa ilinde 6zellikle sebze ve meyve bahgelerinde ¢ok tiiketilen farkli gruplardan insektisit
(A-cyhalothrin ve chlorpyrifos) ve akarisit (bifenazate, hexythiazox, cyhexatin ve abamectin)’ler bu
calismada kullanilmistir. Daha sonra, direncli ve ¢ok hassas oldugu dusunulen iki populasyonda doz-
Olum egrilerinin belirlenmesi ve detoksifikasyon enzimleriyle iligkilerinin saptanmasi i¢in sinerjist+ilag
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karisimlarinin denenmesi hedeflenmistir. Yine bu iki popilasyonda detoksifikasyon enzimlerinin rolu
karboksilesteraz (CarE), Sitokrom P450 monooksigenaz (P450) ve Glutathione S-transferaz (GST)
enzimlerinin aktivitesi ve asetilkolineesteraz (AchE) duyarsizihdi saptanarak arastirilmistir. Hatta, farkh
subsratlarin enzim aktivitesinin saptanmasindaki etkinliginin ortaya koymak amaciyla, CarE ve GST'nin
aktivitesinin saptanmasi icin farkli substratlardan yararlaniimasi hedeflenmistir.

Sonugta bu g¢alismanin temel amaci dogal kosullar altinda zararh turlerde oldugu gibi bazi dogal
dismanlarda da bazi insektisitlere ve/veya akarisitlere karsi duyarlilik kaybinin meydana gelebilecegini
ispatlamak ve burada meydana gelen duyarlilik kaybinin detoksifikasyon enzimlerinin aktivitesiyle iliskili
olma olasihgini géstermektir.

Materyal ve Yontem
Stethorus gilvifrons populasyonlari ve teghisi

Stethorus gilvifrons popiulasyonlari Temmuz ve AJustos aylarinda Bursa ilinin farkli ilgelerinde
kirmiziérimceklerin bulasikhdi bulunan Kestel Barakfakih elma bahgesi (40.22623N°, 29.27267E°, 102m),
Barakfakih seftali bahgesi (40.22406N°, 29.26937E°, 83m), Barakfakih 2. elma bahgesi (40.22505N°,
29.27196E°, 107m), iznik Elbeyli elma bahgesi (40.46679N°, 29.71694E°, 90m), Orhangazi Merkez patlican
bahgesi (40.50085N, 29.33919E°, 97m), inegdl Hamamli elma bahgesi (40.01841N°, 29. 60060E°, 91m),
inegél Canbazlar elma bahgesi (40.24026N°, 29.14860E°, 93m) ve Karacabey Kiigiikkaraaga¢c elma
bahgesi (40.18174N°, 28.26416E°, 13m)’'den toplanmistir. Laboratuara getirilen Stethorus sp. erginlerinin
erkek genital organlarinin preparati yapilarak Uygun (1981)in belirtmis oldugu morfolojik karakterlere gore
teshis edilmigtir. Yukarida belirtilen populasyonlardan toplanan pupa donemlerinden elde edilen yeni nesil
erginler laboratuvarda Tefranychus urticae (Koch) (Acari: Tetranychidae) bireyleri ile beslenerek, 2-3 gin
yasindaki disi S. gilvifrons bireyleri denemelerde kullaniimistir.

insektisiler, akarisitler, sinerjistler ve inhibitorler

Denemede 1 insektisit —akarisit [abamectin (Plamec, Platin Kimya, istanbul), 3 selektif akarisit
[cyhexatin (Metrostill, Bio Tarim, Antalya), bifenazate (Florimate, Hektas, Kocaeli) ve hexythiazox
(Twister, Hektas, Kocaeli)] ve 2 insektisit [chlorpyrifos (Dursban 4, Dow Agrisciences, istanbul) ve A-
cyhalothrin (Karate, Syngenta, Kocaeli)]'in ticari formulasyonlari kullaniimistir. Sinerjist olarak CarE
inhibitord S,S,S-tributylphosphorotrithioate (DEF) (Chem Service; West Chester, ABD), GST inhibitori
diethyl maleate (DEM) (Aldrich, ABD) ve P450 inhibitéri piperonyl butoxide (PBO) (Fluka, ABD)
maddeleri kullanilmistir. Ayrica, CarE ve AchE Inhibitérii olarak primicarb (Sigma & Aldrich, ABD) ve
paraoxon (Chem Service, West Chester, ABD) maddeleri kullaniimigtir.

insektisit ve akarisitlerle biyoassay galismalar

Biyoassay denemelerde James (2003) tarafindan gelistirilen Kumral et al. (2011) tarafindan bazi
degisikler yapilmis yaprak disk-ilaglama kulesi yontemi kullaniimistir. Kisaca bu yontemde, temiz elma
fidanlarindan alinan yapraklarin alt ve Ust yizeyi ile 9 cm ¢apindaki Petri’'nin kapagr 10 atm. basingta
2'ser ml ilagh sivi ilaglama kulesi ile ilaglanmistir. Petri kutularinin alt kapagina nemlendirilmis bir kurutma
kagidi, Gzerine de Ust yuzeyi alta gelecek sekilde ilagli yaprak yerlestirilmistir. Petriler kuruduktan sonra
her birine av olarak yeterli sayida kirmiziéorimcek yumurtalari firgayla birakiimistir. Daha sonra denemeye
alinacak 10’'ar adet disi birey firca yardimiyla Petrilere aktariimistir. Ust kapagina ¢ok sayida
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havalandirma deligi acilmis Petrilerin kenari Parafilm ile kaplanarak boéceklerin kagmasi dnlenmistir.
Bulastirma islemi tamamlandiktan sonra bu petriler 27+1°C sicaklikta, %6515 orantili nem ve 16:8 saat
aydinlik: karanlik kosullarda bekletilmistir. Denemeler her ila¢g dozu igin 1 kontrol + 3 tekerrtrli olarak
yuratiimuisg ve her bir doz i¢in 30 birey kullaniimigtir. Petriler 24. ve 48. saatte acilarak 6lu canli sayimlari
ve av takviyesi yapiimistir. Sayimlarda firga darbesiyle en az viicut boyu kadar ylriyemeyen bireyler 610
olarak kaydedilmistir.

Yukarida belirtilen biyoassay denemelerinde ila¢ konsantrasyonlari hazirlanirken saf su
kullaniimistir. Uygulama dozlarina karar verirken ilk ele alinan populasyona (Barakfakih-1) énerilen tarla
dozlari uygulanmis olup, 24 ve 48 saat sonunda elde edilen sonucglara goére seri halde dozlar
hazirlanmistir. Bu seri dozlarin hedef alinan populasyonun %10-90'ini 6ldiren dozlardan olugsmasina
dikkat edilmistir. Daha sonra bu bahg¢eden elde edilen doz-6lim egrisine gore bir ayirici doz (LCsp) diger
populasyonlara uygulanmistir. Ayirici dozlar abamectin, bifenazate, chlorpyrifos, cyhexatin, hexythiazox,
ve A-cyhalothrin igin sirasiyla 72, 2304, 60, 150, 150 ve 50 mgL'1 olarak bulunmustur. Bu ayirici dozlara
gére birgok ilaca duyarlilik kaybinin diisiik veya yiiksek oldugu hassas (Barakfakih-1) ve direngli (iznik)
populasyonlarina ise ilaglarin en az 6 farkl dozu uygulanarak doz-6lum egrileri saptanmistir.

ilag+sinerjistlerle biyoassay galismalari

Denemeler yukarida belirtilen biyoassay metoduna goére yapilmis olup, deneme proseduri
farkhidir. Bocekler her ilag igin 5 gruba ayrilmis olup, 1. gruba sadece saf su (kontrol), 2. gruba saf su
(sinerjist kontrol(i), 3. gruba DEF (1000 mgL™), 4. gruba DEM (2000 mgL™") ve 5. gruba PBO (2000 mgL"
1) uygulanmistir. Erginler 24 saat iklim odasinda bekletildikten sonra, kisa sureligine tiplere aktariimis ve
2., 3., 4. ve 5. grup erginlerin bulundugu Petrilere her populasyonun sub-lethal dozu (~LCy) degeri olan
ilag dozu uygulanmigtir. Petriler kuruduktan sonra ayni bireyler bunlarin Ustiine aktarilmistir. ilag
etkinligine bagh olarak 24. veya 48. saatte erginlerin 6lum oranlari saptanmis olup, Sinerijist etki orani:
ilag+sinerjist kullanimi sonucu 6lim oraninin sadece pestisit kullanimindaki 6lum oranina boélinmesiyle
bulunmustur.

Biyokimyasal Caligmalar
Sitokrom P450 monooksigenaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Bu enzimin aktivitesi Rose et al. (1991; 1995)'in belirtti§i metotta bazi degisiklikler yapilarak
belirlenmigtir. Ozetle, 20 adet S. gilvifrons disisi 0.07gr EDTA, 0.03 gr phenylthiourea ve 0.03 gr DTT
bulunan 100 pl 0.1 mol sodyum fosfat tampon (SFT) (pH 7.8)'da ezilmistir. Homojenant 14000 g, 4°C’de
30 dk. santrifiij edildikten sonra, protein miktari Bradford (1976)'a gore belirlenmis ve protein miktarina
gore SFT ile seyreltiimistir. Coklu mikroplakalarin her bir hicresine 90 pl enzim kaynagi, 100 pl %50
ethanolde hazirlanmis 2 mM p-nitroanisole yiklenmistir. Mikroplaka 30°C’de 5 dakika inkibasyona
birakilip, inkiibasyonun arkasindan 10 pyl 9.6 mM NADPH eklenmistir. Kér deneylerde enzim kaynagi
yerine 90ul SFT yuklenmistir. Kinetik okumalar 30°C’de, 21 saniye araliklarla 20 dakika 405nm dalga
boyunda Bio-Tek mikroplaka okuyucuda (Winooski, ABD) yapiimistir. Kinetik okuma sonucu elde edilen
optik yogunluk (mO.D.) (nmol p-nitrofenol dak'mgprotein) olarak ifade edilmistir. Bu doniisiimde, Uriine
dénisen madde olarak p-nitrofenol’'un standart egrisinden elde edilen ekstinksiyon katsayisi (g,)
kullaniimigtir.
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Karboksilesteraz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

CarE isozim’lerinin elektroforetik ayriminda kesikli poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) teknigi
kullanilmigtir (Ornstein & Davis, 1964). Yikleme jeli %3.5 ve ayirma jeli ise %7.5 akrilamid
konsantrasyonuna sahiptir. Bes S. gilvifrons disisi 50ul sukrozlu homojenizasyon sivisinda ezilmistir.
Homojenantlar 12000 g, 4°C’de 15 dk. santrifij edilmistir. Jel kuyucuklarina 20 pl supernetant
yuklenmistir. Tank tamponu (pH 8.3) doldurulduktan sonra kosturma sogutmali inkiibatérde 4°C’de 250 V
1-1.5 saat devam etmistir. Jeller ¢ikartildiktan sonra 0.1 M SFT (pH 7.0)’de hazirlanmig 0.08 g fast blue
RR ve 30 mM a-naftil asetat subsrati iceren boyada karanlikta 25°C’de yaklasik 1 saat ¢alkalanmistir.
Daha sonra %7’lik fikzasyon sivisiyla boyama sabitlenmistir. Jeller gorintileme sisteminde fotograflari
cekildikten sonra, GelQuant protein bantlari analiz programinda (Jerusalem, israil) bant sayilari ve
yogunluklari analiz edilmigtir. Ek olarak esteraz isozim’lerinin inhibitér maddelerle engellenme dizeyleri
de bulunmustur. Bu teknikte, homojenantlarin siipernetant’lari 20’ser ul gekilerek 2 ayri tlipe bélinmustdr.
Taplerden birine 100 yM DEF veya 4 uM paraoxon’dan 5 pul eklenmistir. Diger 20 ul'lik homojenant
bulunan tip kontrol grubu olarak kabul edilmis ve ¢dzucu olarak kullanilan 5 pl aseton eklenmistir.
Homojenantlar 25°C’de 30 dk. inklibasyona birakildiktan sonra timu jele ytklenmistir. Diger tim islemler
bir dnceki metotta verildigi gibidir, sadece farkli olarak 30 mM a-naftil asetat kullaniimigtir.

CarE aktivitesi ayrica spektrofotometrik metotla da belirlenmistir (Van Leeuwen & Tirry, 2007).
Ozetle, 5 adet S. gilvifrons digisi %0.1’lik Triton-X 100’li 0.1 M SFT (pH 7.6)'de ezilmistir. Akabinde,
12000 g 4°C’de 6 dk. santrifujlendikten sonra, protein miktari Bradford (1976)a gore belirlenip, protein
miktarina gére SFT ile seyreltilmistir. Boya ¢dzeltisi olarak, 25ml 0.2M SFT (pH 7.6)'nin iginde 0.05g fast
blue RR ¢oéziulmistir. Boya ¢ozeltisine 30 mM a-naftil asetattan 125 pl 25 ml boya karisimina ilave
edilmistir. Mikroplakaya yukleme yapilirken 200 yl boya-subsrat karigiminin tGzerine 10ul enzim kaynagini
koyulmus ve kinetik olarak 450nm’de 25°C’de 30 sn araliklarla 10 dk. kinetik okuma yapilmistir. Elde
edilen mOD degerleri nmol 1-naphthol min_1mg_1 protein olarak spesifik aktivite degerlerine
donistirdlmastir. Bu doénidsimin yapilmasinda Urine donidsen madde olarak 1-naphthol'un ¢,
kullanilmigtir.

Glutathione S-Transferaz enzimlerinin aktivitesinin belirlenmesi

Bu enzim aktivitesi Habig et al. (1974) ve Temizkan ve Arda (2008) metotlarindan uyarlanarak
belirlenmistir. Yirmi adet S. gilvifrons disileri 100pl tris-HCL tampon (pH 7.5)’da ezilip, 12000g’de 4°C’de 6
dakika santriflj yapilmistir. Daha sonra bu homojenanttan 80 pl slUpernetant cekilip, 720 ul tris-HCL
tampon (pH 7.5) eklendikten sonra vorteks yapilmistir. Protein miktari Bradford (1976)a goére
belirlenmistir. Kuyucuklara 50ul homojenant, 100ul 10mM GSH ve 100yl G¢ substartan biri (1 mM CDNB,
10 mM DCNB, 1 mM DINB) eklenmistir. Kér kuyucuklarda homojenant yerine 50 pl tris-HCL tampon (pH
7.5) kullaniimistir. Kuyucuklar mikroplaka okuyucuya 340nm’de 25°C’de 20 dk. araliklarla 10 saniye’de bir
kinetik okuma yapilmistir. Elde edilen mOD degerleri nmol glutathione baglanmasi min_1mg_1 protein
olarak spesifik aktivite degerlerine donustiridlmastir. Bu dénisimin yapilmasinda indirgenen madde
CDNB igin 9.6 mM™'cm™", DCNB icin 8.5 mM~'cm™" ve DINB igin 1.4mM'ecm™ ¢, kullanilmistir.

Asetilkolinesteraz duyarsizhiginin belirlenmesi

Stumpf et al. (2001) metoduna gore; 10 adet S. gilvifrons disisi 100 yl 0.1 mol (pH 7.5) SFT'de
ezilmistir. Daha sonra, 14000 g, 4°C’de 30 dk. santrifij edilmistir. Enzim kaynagdinda bulunan protein
miktarina gére sdpernetant'tan 80ul c¢ekilip, Uzerine 320yl SFT (pH 7.5) eklenerek vorteks ile
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karistinlmistir.  Ayrica, inhibitor madde olarak primicarb’’n 1 mM ve paraoxon’'un 0.4 mM dozu
kullanilmigtir. Mikroplakaya 100 pl 1.5 mM DTNB, tim popllasyonlardan 20 pl homojenant [kér
deneylerde 20 pl ml SFT (pH 7.5)] eklenmis ve 5’'ser ul inhibitdr maddeler ylklenip, 15- 20 dk oda
kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Kontrol grubu olarak her bir populasyonun bir serisine sadece
inhibitér madde yerine 5 pl aseton yuklenmigtir. Daha sonra, 100 pl 1.5 mM ATChl eklenmistir. Hemen
bekleme olmaksizin 25°C’'de 60 dk. 405 nm’de kinetik okuma yapilmigtir. Kontrol grubundaki spesifik
aktiviteden inhibitor etkisiyle kalan aktivite ¢ikarilarak engellenme miktari bulunmus, daha sonra bu deger
kontrol grubundaki aktiviteye bélinerek engellenme orani (%) hesaplanmigtir.

istatistiksel degerlendirme

Stethorus gilvifrons populasyonlarini 24 ve 48 saat sonra belirlenen 6lim verileri Abbott
formdlinden yararlanilarak 6n degerlendirmeden gecirilmis ve kontrol grubunda %10 6limi gecen
degerler bu formille duzeltiimistir. Degisen doz oranlarinda muamele yapilan ve kontrol grubu
poptulasyonlarinin Probit Logit program kullanilarak (BioStat, 2009) probit analizi yapiimistir (Finney,
1971). Farkh popdlasyonlarin LDs, ve LDgy degerleri %95 guven araligi kullanilarak tahminlenmis ve
direng oranlari farkli bahgelerden toplanan populasyonlarin LDs; ve LDgg degerlerinin  hassas
poptlasyonlarin bu degerlerine bélinmesi ile elde edilmistir. Kinetik okumalar arasindaki farklliklar tek
yollu ANOVA'ya gore degerlendiriimistir (SPSS, 2005). Daha sonra varyans analizine gére Onemli
bulunanlar LSD testine gére gruplandiriimistir (SPSS, 2005).

Sonuglar ve Tartigsma
Tium popilasyonlarinin insektisit ve akarisitlere duyarlihgi

Ayirici doz sonuglarina gbére abamectin'de S. gilvifrons erginlerinde duyarli populasyonlar
Canbazlar, Barakfakih-2 ve Barakfakih seftali, dayanikli populasyonlar ise Orhangazi, Kiiciikkaraagag ve
iznik poptilasyonlari olarak bulunmustur (F749=11.0; P<0.01). Bifenazate’e duyarli popiilasyon
Barakfakih-1 olurken dayanikli popilasyonlar ise; Hamamli, KiglUkkaraaga¢ ve Barakfakih seftali
olmustur (F70=4.2; P=0.012). Chlorpyrifos’a duyarli Barakfakih-1, Barakfakih-2 ve Canbazlar
popllasyonlari bulunurken, dayanikli olarak iznik, Barakfakih seftali, Hamamli ve Kiigiikkaraagag
belirlenmistir (F720=8.1; P=0.001). Cyhexatin’de duyarli popllasyonlar Canbazlar ve Barakfakih-1,
dayaniklilar ise iznik ve Orhangazi olmustur (F;2= 36.6; P<0.01). Hexythiazox uygulandiginda ise en
duyarli popilasyonlar Barakfakih-1, Barakfakih-seftali ve Canbazlar populasyonlari, dayanikli popilasyon
ise Barakfakih-2, Hamamli, iznik ve Orhangazi olarak saptanmistir (F;1,=9.9; P<0.01). Son olarak A-
cyhalothrin’de Barakfakih seftali en duyarli popilasyon bulunurken, Hamaml, Orhangazi ve Iiznik
dayanikli popiilasyonlar olmuslardir (F719=6.3; P=0.003). Barakfakih-1 popiilasyonu ilaglara %40-90; iznik
popilasyonu %7-68 arasinda 6lim cevabi vermesi ve istatiksel anlamda birgok ilaca sirasiyla duyarl ve
dayanikh bulunduklari igin bu populasyonlar doz-6lim, sinerjist ve enzim testlerinde kullaniimistir (Cizelge
1). Mori & Gotoh (2001), bifenazate’a Stethorus japonicus Kamiya'un oldukga toleransli oldugunu
bildirmektedirler. Kim & Seo (2001), bifenazate’nin avci akar Amblyseius womersle’'nin disi erginlerine T.
urticae’de nazaran ¢ok daha az zehirli oldugunu bildirmektedirler. Kim et al. (2006), bifenazate’in afit
avcisi Aphidius colemani (Vier.)'nin erginlerine ¢ok disiik zehirlilik gosterdigi, buna karsilik chlorpyrifos’un
¢ok zehirli oldugunu bildirmektedirler. Alzoubi & Cobanoglu (2007; 2008; 2010), Phytoseiulus persimilis
Athias-Henriot ve Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae)’a organik fosforlu dimethoate ve sentetik
piretroitli bifernthrin’in ¢ok zehirli oldugunu, hexythiazox’in 24 saatte az, 72 saatte orta diizeyde zehirli
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oldugunu kaydetmektedirler. Silva et al. (2009), avci akar Agistemus brasiliensis (Vec. & Oli.) (Acari:
Stigmaeidae)’ye abamectin ve chlorpyrifos’ un orta derecede zararli, cyhexatin ve hexythiazox’'un yiksek
derecede zehirli oldugunu bildirmektedirler.

Hassas ve dayanikli popiilasyonlarin doz-6liim cevaplari

Stethorus gilvifrons’un duyarli ve dayanikli irklarinda tim ilaclarda elde edilen LDsy ve LDgg
degerleri ve dayaniklilik oranlari Cizelge 2’de verilmistir. Probit analizinden elde edilen LDs, degerine
gbre iznik popiilasyonunda abamectin, bifenezate, chlorpyrifos, cyhexatin, hexythiazox ve A-cyhalothrin
ilaclarina sirasiyla 2.1, 11.2, 6.7, 1.7, 1.6 ve 2.3 kat duyarlilik kaybi bulunmustur. Benzer olarak, LDgy
degerine gore iznik popiilasyonunda ayni ilaglara sirasiyla 3.1, 5.0, 6.6, 1.4, 1.0 ve 2.1 kat duyarlilik kaybi
bulunmustur (Cizelge 2). Yu et al. (2005), T. urticae’nin bifenazate ile 150 kattan fazla seleksiyona
ugratildiginda 248.8 kat direncinin arttigi kaydetmektedirler. Bonafos et al. (2008), avci akarlar
Typhlodromus pyri Scheuten ve Amblyseius andersoni (Chant) (Acari: Phytoseiidae)'nin Fransa’'nin bag
alanlarinda chlorpyriphos’a duslUkten yiksek dizeye kadar dogal olarak direng kazandiklarini
belirtmektedirler. Pathan et al. (2008), C. carnea’nin bir laboratuar irkina kargi 5 farkli popllasyonda
chlorpyrifos 6lim cevabina gére LDsy dlizeyinde ylksek dizeyde direngler bulduklarini belitmektedirler.
Maurya et al. (2009), C. carnea’nin 15 ddl boyunca chlorpyrifos ile yapay seleksiyona tabi tutulmasindan
sonra, LDsy de@erinin 7 kez artis gostererek en yuksek duyarlilik kaybinin bu ilagta yasandigini
kaydetmektedirler. Kumral et al. (2011)'de elma bahgelerinden toplanan dért populasyon arasinda iki
populasyonda bifenthrin ve parathion-methyl’e orta derecede duyarlik kaybi bulduklarini bildirmektedirler.
Organik fosforlulara benzer duyarlilik kayiplart S. punctillum, S. punctum punctum (LeConte) ve S.
punctum picipes (Casey)de italya ve ABD’de elma bahgelerinde saptandigi bildirimektedir (Colburn &
Asquith, 1970; Hull & Beers, 1985; Biddinger & Hull, 1995; James, 2002; 2003; Biddinger et al., 2009).
Buna ek olarak, bazi arastirmacilar, Harmonia axyridis Pallas, C. septempunctata ve Propylea japonica
Thunberg gibi coccinellid tlrlerde sentetik piretroitli ve organik fosforlulara duyarsiz poptlasyonlar
saptadiklarini kaydetmektedirler (Cho et al., 1997; 2002; Wu & Miyata, 2005; Wu et al., 2007).

Hassas ve dayanikl popiilasyonlarda sinerjist etkiler

Stethorus gilvifrons’un duyarh ve dayanikli irklarinda ele alinan 6 ilaca karsi sinerijist etkiler Cizelge
3 ve 4’de verilmistir. Hassas popllasyonda, en yiiksek sinerjist etki abamectin ve cyhexatin’e karsi DEF
ve DEM uygulandidinda meydana gelmistir. Duyarli populasyonlarda genellikle tim ilaglarin éldurici
etkisi DEF uygulandiginda artmis ve bu sinerjist madde A-cyhalothrin hari¢ digerlerine gére daha fazla
etki gostermistir (Cizelge 3). Dayanikli populasyonda ise DEF yaninda diger sinerjistlerin de 6lim oranini
yiksek oranda arttirdigi gértlmustir. Ornegin bifenezate’a karsi yiiksek direng gdsteren bu popiilasyonda
U¢ sinerjistin de benzer etkisi bulunmustur. Sonug olarak, duyarli popllasyondan farkli olarak, faydali
popllasyonunun ele alinan ilaglara dayanikliiginda hem CarE hem GST hem de P450'nin rol aldigini
g6stermektedir (Cizelge 4). Christie & Wright (1990), Spodoptera littoralis Bois. ve Helicoverpa armigera
Hubn. (Lep.: Noctuidae)de abamectin’e duyarliligi PBO sinerjistinin kullaniimasiyla ile 5-8 kat arttigini
kaydetmektedirler. Ayrica, S. littoralis larvalarina DEF uygulanmasiyla abamectin’in zehirliliginin 3 kat
arttig bildiriimektedir. Kim et al. (2004), fenpyroximate ile 20 kez seleksiyona ugratiimis T. urticae
popilasyonunda abamectin’e 24 kat direng olustugunu ve ilag+sinerjik madde karisimlarinda basta PBO
yani P450 enziminin rolinin ¢ok yuksek oldugunu, GST ve esteraz enzimlerini engelleyen diger
enzimlerin de az da olsa rol aldigini géstermektedirler. Nieuwenhuyse et al. (2009), T. urticae’deki
bifenazate direncinin mitokondri sitokrom b mutasyonundan kaynaklandigini kaydetmektedirler. Baker et
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al. (1995), depolanmig Urin zararlilarinin 6nemli bir parazitodi Bracon hebetor (Say) (Hym.:
Braconidae)'nin organikfosforlulara gdéstermis oldugu direngte azalmanin DEF sinerjist maddesinin
kullaniimasiyla saptandidini bildirmektedirler. Pree et al. (2002), P. ulminin cyhexatin’e direncinin
kirlmasinda hem PBO hem de DEF sinerjistlerinin etkisi oldugunu belirtmektedirler. Liu & Shen (2003),
Spodoptera exigua (Hubn.) (Lep.: Noctuidae)'de A-cyhalothrin ile PBO karigsiminin duyarhligi 2 kata kadar
arttirdigini dolayisiyla P450'nin ilaca direngte 6nemli bir rol oynadigini kaydetmektedirler.

Hassas ve dayanikl popiilasyonlarda enzim aktiviteleri

Stethorus gilvifrons popullasyonlarinin CarE, GST ve P450 aktiviteleri ve AchE duyarsizhigi
sonuglari Cizelge 5'de verilmistir. istatistiki anlamda a-NA ve B-NA substratlari kullanildiginda en yiiksek
CarE aktivitesi iznik popiilasyonunda belirlenmistir (a-NA F15=17.5; P=0.0004; B-NA F4 5= 27.72 P= 0.002).

GST’lerin aktivitesinde ise U¢ farkli subsrat ortaminda da istatistiki farklilik bulunmasina ragmen
sadece CDNB ve DINB subsratlar kullanildiginda iznik popilasyonu énemli seviyede yiiksek GST
aktivitesine sahip bulunmustur (CDNB F, g= 27.7; P= 0.002; DCNB F45= 7.43; P=0.03, DINB F, 5= 17.64;
P<0.01). P450 enzim aktiviteleri, istatistiki olarak énemli olmamasina ragmen, aktivitenin en yiksek
oldugu popiilasyon iznik olarak saptanmistir. inhibitér madde olarak 1mM primicarb kullanildiginda
Barakfakih-1 popiilasyonundaki AchE enzimi %64 oraninda engellenirken, iznik popiilasyonunda bu
deger %26 oraninda kalmis olup, aralarindaki inhibasyon orani istatiksel anlamda da édnemli bulunmustur
(F41s= 60.83; P= 0.001). Paraoxon inhibitdrinde engellenme Barakfakih-1 populasyonunda yine fazla
bulunurken, aralarindaki oran farki 6nemli bulunmamistir (F1g= 0.68; P= 0.46). Sonucta, iznik
populasyonunda Barakfakih-1’e oranla bir AchE duyarsizigi saptanmigtir. Stethorus gilvifrons’un hem
duyarli hem de dayanikli popllasyonlarinda 4 esteraz bandi saptanmis olup, tim bantlarin yogunluklari
iznik poplilasyonunda fazla olmustur (Sekil 1). Her iki popiilasyonda 4 uM paraoxon ve 100 uM DEF
inhibitorleriyle yapilan elektroforez analizi sonucu elde edilen jeller, yogunluklari ve engelleme oranlari
Sekil 2'de verilmigtir. Duyarl populasyon olan Barakfakih-1’de tim bandlar paraoxon ile %100 oraninda
engellenirken; iznik popilasyonunda E1, E2 ve E3 bantlarinda sadece sirasiyla %39.2, %50.8 ve %44.4
oranlarinda engelleme gérilmustir. Popllasyonlara 100uM DEF uygulandiginda iznikde E1 ve E2
batlarinda engellenme oranlari sirasiyla % 3.4 ve % 14.7 bulunmakla birlikte, Barakfakih-1’de E1, E2 ve
E3 bantlarinda sirasiyla %29.5, %26.5 ve %34.2 oraninda saptanmistir. Bu sonuglara goére, dayanikli
popilasyonda ilaglara dayaniklilikta esteraz enziminin rolU agik¢a ortaya konmustur. O’brien et al. (1992),
Aphis gossypii Glover (Hom.: Aphididae)’nin chlorpyrifos’a karsi olan direnci ile toplam esteraz enziminin
yogunlugu arasinda pozitif bir iliskinin oldugunu ve bu ilacin detoksifikasyonuna bu enzimin neden
oldugunu vurgulamaktadirlar. T. urticae’nin iki sentetik piretroitli (bifenthrin ve A-cyhalothrin) ve bir organik
fosforlu (dimethoate) ile seleksiyona ugratiimis laboratuvar irklarinda ilaglara azalan duyarliliga karsin
artan bir genel esteraz enzim aktivitesi tespit ettikleri kaydedilmektedir (Yang et al., 2002). Ayrica, bir ¢ok
arastirmaci tarafindan esteraz enzimleri ile metabolik olarak zehirliligi gidermesinin artiriimasi piretroitlere
direng olusturmalarindaki ana neden olarak gérilmektedir (Ay & Girkan, 2005; Yang et al., 2001; Van
Leeuwen & Tirry, 2007). Yu (2008), boceklerde GST'lerin allelokimyasallara ve organik fosforlulara
direngte 6nemli rol oynadiklarini bildirmektedir. Wu & Miyata (2005), organik fosforlulara duyarlilik
kaybinda CarE ve GST enzimlerinin etkili oldugunu kaydetmektedirler. Van Leeuwen et al. (2006) T.
urticae’de bifenazate’a karsi direng artisinda P450 enziminin roliniu agik¢a ortaya koymuslardir. Kumral
et al. (2011), parathion-methyl ve bifenthrin’e duyarlilik kaybi gosteren S. gilvifrons populasyonlarinda
yuksek CarE aktivitesi ve AchE duyarsizhdi saptadiklarini bildirmektedirler. Wu & Miyata (2005) C.
septempunctata’nin tarla populasyonlarinda methamidophos ve fenvalerate dayanikliliklari saptadiklarini
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ve bunun AchE duyarsizlidi ile iligkili oldugunu bildirmektedirler. Sonug olarak, S. gilvifrons’'un bazi dogal
popllasyonlarinda hem akarisit hem de insektisitlere duyarlihk farkliliklarinin meydana geldigi
gortlmistir. Bu galismadan elde edilen sonuglara gore, insektisit ve akarisitlere duyarsiz S. gilvifrons
populasyonunda dayaniklilik mekanizmalari CarE, GST ve P450 enzimlerinin tamaminda aktivite artisi ve
AchE’de duyarsizlasma oldugu agikga ortaya konmustur. Zararlilarda oldugu gibi bu dogal disman
bdcekte de ilaglara dayaniklilikta enzimlerin aktif rol Gstlenmesi bu gibi populasyonlarin laboratuarda kitle
halinde yetistiriimesi ve tarim alanlarina salinmasi konusunda énem arz etmektedir. ileride yapilacak
¢alismalarda bu tirtn dayanikli populasyonlari laboratuvar kosullarinda kitle halinde uretilirken, tarimda
¢ok kullanilan bifenazate, abamectin ve diger akarisitlere yapay seleksiyona tabi tutularak daha fazla
direngli hale getirilebilirler. Ancak, bu ¢alismalari yurutirken artan direncin genetik temelli olup olmayisi
ve dayanikhligin stabilitesi konularinin da derinlemesine arastiriimasi gerekmektedir.

OBzrakfakine1 Biznik

Bantlarin yodunluk dederleri
o
[an)
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Barakfakih-1 163 168 130 40
iznik 180 190 136 50

Sekil 1. Dogal PAGE yéntemiyle hassas (HP: Barakfaki-1) ve dayanikli (DP: iznik) Stethorus gilvifrons
populasyonlarinda esteraz isozimlerinin bantlari ve bant yogunluklari.
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Sekil 2. Hassas ve dayanikli Stethorus gilvifrons populasyonlarinin dogal PAGE yontemiyle inhibitor
kullanilmadan ve paraoxon veya DEF inhibitorleriyle esteraz isozimlerinin analizi.
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