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OZET

ANTALYA BOLGESINDEN TOPLANAN BEYAZSINEK, Bemisia tabaci
(Genn.), HEMIPTERA: ALEYRODIDAE) POPULASYONLARINDA PARA-
TiP SODYUM KANAL VE ASETILKOLINESTERAZ GEN
BOLGELERINDEKI MUTASYONLARIN SAPTANMASI

inci SAHIN

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damisman: Yard. Doc. Dr. Cengiz IKTEN
Haziran 2012, 50 sayfa

Pamuk beyazsinegi, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), tiim
diinyada bir¢ok kiiltiir bitkisinde goriilen ¢ok 6nemli zararlhilardan biridir. Ayrica, zararl
bircok gruptan insektisite karsi hizla direng gelistirme kabiliyetine sahip olmasi
nedeniyle kontrolii problemlidir. Bu ¢alismanin amaci beyazsinegin Antalya Bolgesi
populasyonlarinda 4 farkl insektisite karsi direng durumunu arastirmak ve piretroit ve
organik-fosfat grubu insektisitlerle iliskili kdr ve ace lokuslarindaki mutasyonlar1 ortaya

koymaktir.

Antalya’nin 6 farkli ilgesinden (7 farkli lokasyondan) toplanan beyazsinek
populasyonlar1 lizerinde c¢alisilmis ve duyarli populasyon olarak 11.08.2009 tarihinden
itibaren Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii iklim odalarinda
patlican bitkisi lizerinde yetistirilen Kocarli populasyonu kullanilmistir. Populasyonlarin
diren¢ diizeyleri daldirma biyoesseyi yontemi ile ace ve para-tip sodyum kanali gen
bolgelerindeki farkliliklar ise DNA izolasyonu, agaroz jel elektroforezi, Sanger dizi

analizi yontemi ve kapiller elektroforezi kullanilarak tespit edilmistir.



Yapilan biyoessey calismasi sonucunda tiim populasyon direng diizeylerinin,
cypermethrin i¢in 2.2-164.5 arasinda, deltamethrin i¢in 0.3-2.9 arasinda, chlorpyrifos-
ethyl i¢in 0.2-2.9 arasinda ve thiamethoxam i¢in 0.3-48.6 kat arasinda degistigi
bulunmustur. ace ve kdr lokuslar1 bakimindan hassas popiilasyonda dahil olmak {izere
tiim popiilasyon bireylerinde yapilan DNA dizileme analizi sonucunda literatiirde
organofosfat direnci ile iligskilendirilen F331W, piretroit direnci ile iliskilendirilen
L9251 mutasyonlar1 saptanmistir. Piretroit diren¢ lokusunda bulunan ikinci mutasyon
bolgesi T929V acisindan ise biitiin bireyler hassas alleli tasidiklar1 belirlenmistir. Bu
lokusta her iki dayaniklilik allelini tasiyan bireye rastlanmamustir. Ayrica dizileme
islemine tabi tutulan bireyin hangi biyotipe ait oldugunu belirlemede mtCOI gen bolgesi
taranmis ve referans B. fabaci biyotip bilgileri ile karsilastirilmis ve tiim

populasyonlarin B biyotipine ait olduklar1 tespit edilmistir.

Genel olarak sonuglar, Antalya bdlgesi tarla ve Ortiialt1 alanlarda B. tabaci
miicadelesinde organofosforlu ve piretroit grubu insektisitlerin kullanilmasinin zararlh
iizerinde tam etkili olmayabilecegine, zararlinin son yillarda thiamethoxam’a daha fazla
maruz kaldigma ve son 3 yil igerisinde diren¢ diizeyinin kontrol saglanamayacak
diizeye ulastigma isaret etmektedir. Uygulama alanlarinda direngle iliskilendirilen
mutasyonlarmm  sabitlenmis  olmasi,  miicadelede  segilecek  insektisitlerin
asetilkolinesteraz veya sodyum kanal etki mekanizmali olmamasi gerektigini

gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: DNA dizi analizi, Bemisia tabaci, mutasyon, ace, kdr,
mtCOI, direng

JURI: Yard. Dog. Dr. Cengiz IKTEN
Prof. Dr. Cengiz TOKER
Yard. Dog. Dr.Fatih DAGLI



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF MUTATIONS IN PARA-TYPE SODIUM
CHANNEL GENE AND ACETYLCHOLINESTERASE GENE OF DIFFERENT
COTTON WHITEFLY, Bemisia tabaci (Genn.),  HEMIPTERA:
ALEYRODIDAE), POPULATIONS FROM ANTALYA

inci SAHIN

M.Sc. Thesis in Department of Plant Protection
Adyviser: Asst. Prof. Dr Cengiz IKTEN
June 2012, 50 pages

Cotton whitefly, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), is one
of most damaging insect pest on numerous cultivated crops worldwide. Furthermore, it
has the ability to develop resistance to diverse group of insecticides rapidly, hence
controlling the pest is problematic. The aims of current study are to investigate
resistance status of different populations collected from Antalya, Turkey for four
different insecticides and to detect pyrethroid and organophosphate resistance-
associated mutations in kdr and ace loci, respectively.

A set of insect populations collected from 6 different counties of Antalya (7
different locations), and a susceptible lab population (Kogarli) collected earlier and
maintained since 11.08.2009 at the Entomology lab of Akdeniz University were used as
insect materials. Leaf dip bioassay was employed for resistance screening and molecular
diagnostic tools (DNA isolation, agarose gel electrophoresis, sanger sequencing with
capillary electrophoresis) were used to monitor the frequency of the resistance

mutations in the populations.



The results of bioassays were shown that resistance ratios ranged from 2.2 to
164.5 for cypermetrin, 0.3 to 2.9 for deltamethrin, 0.2 to 2.9 for chlorpyrifos-ethyl, and
0.3 to 48.6 for thiamethoxam. DNA sequencing results showed that all populations
including susceptible population (Kocarli) had the F331W mutation in ace locus which
is associated with OP resistance and the 1.9251 mutation in kdr locus, which is
associated with pyrethroid resistance. On the other hand, T929V mutation wasn’t found
in any population. Furthermore, the two mutations in kdr locus did not occur together in
the same individual. Moreover, mtCOI sequencing results indicated that all populations

were B biotype.

Overal, the results indicated that the use of pyrethroid and organophosphate
insecticides on whitefly may not be effective on the regions sampled. Furthermore, the
pest has been exposed to thiamethoxam more frequently in recent years and the
resistance level may have reached to uncontrollable levels in three years. The fact that
mutations associated with resistances were fixed in all sample areas suggest that the
insecticides for whitefly control should not target acetylcholinestarase and para-type

sodium channel.

KEY WORDS: DNA sequence analysis, Bemisia tabaci, mutation, ace, kdr, mtCOI,

resistance

COMMITTEE: Asst. Prof. Dr. Cengiz IKTEN
Prof. Dr. Cengiz TOKER
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ONSOZ

Bu calismada tim diinyada tarla ve Ortiialt1 alan yetistiriciliginde onemli bir
zararli olan Bemisia tabaci’nin Antalya Bodlgesinden toplanan populasyonlarinda
organofosfat ve piretroit grubu insektisitlere karsi dirence sebep oldugu diisiiniilen

mutasyonlar tespit edilmistir.

Bu tez calismasinda arastirmalar ve laboratuar calismalarmm timi Bitki
Koruma Anabilim Dali Entomoloji Laboratuarlari’nda gergeklestirilmistir. Calisma
kapsaminda kullanilan tiim teknikleri ve gerekli donanimi saglayan Sayin hocam Yard.
Dog. Dr. Cengiz IKTEN’e gostermis oldugu destek ve sabrindan dolay: tesekkiir

ederim.

Calismada projeyi destekleyen Akdeniz Universitesi Arastirma Fonu’na, ¢alisma
imkanlarmi sunan Akdeniz Universitesi Bitki Koruma Boliimii Baskanligma,
calismalarimda yardimlarmi esirgemeyen tiim boliim arkadaglarima o6zellikle Esra
BOLUCEK’e ve bana yiiksek lisans doneminde her tiirlii desteklerini esirgemeyen
degerli babam Nedim SAHIN, annem Ayse SAHIN ve kardesim Hidayet SAHIN’e
yaptiklar1 tiim fedakarliklardan dolayi tesekkiirlerimi bir borg biliyorum.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

be
dk
DC volt
rpm
kg
Kb
ul
ml
mm
sn
°C
g

Kisaltmalar

A

AKE

B. tabaci
BHC

DD
DDT
cDNA
DNA
dNTP
e.m.

FAO

kdr
LC
LD

Baz cifti

Dakika

Dogru akim (stirekli akim)
Dakikadaki devir sayis1 (revolutions per minute)
Kilogram

Kilo baz (1000 baz ¢ifti)
Mikrolitre

Mililitre

Milimetre

Saniye

Santigrad derece

Yer ¢ekimi ivmesi (santrifiij hiz birimi )

Adenin

Asetilkolinesteraz

Bemisia tabaci

Klorlandirilmis hidrokarbon bilesimli ilag
Sitozin

Direng Diizeyi

Dikloro difenil trikloroethan
Komplementer (tamamlayict) DNA
Deoksriboniikleik Asit

Adenin, guanin, sitozin ve timinden olusan niikleotid ¢ozeltisi

Etkili madde

Birlesmis Milletler Beslenme ve Tarim Orgiitii

Guanin

para-tip sodyum kanal gen bolgesi (knockdown resistance)
Lethal (61diiriicli) konsantrasyon

Lethal (61diiriicii) doz

viii
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LT Lethal (61diiriicli) zaman (lethal time)

OF Organofosfat grubu kimyasallar1

PZR Polimeraz zincir reaksiyonu (Polimerase chain reaction)
T Timin

vd ve digerleri

WHO Diinya Saglk Orgiitii
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1. GIRIiS

Tarmm alanlarinda ve diger sektdrlerde kullanilan kimyasal savas ilaclari, gerek
hizla ¢ogalan diinya niifusunun beslenmesi, gerekse tarimsal iiretimin daha kazangl
olarak siirdiiriilmesi agisindan birgok faydalar saglamistir. Fakat tarimsal liretimde
pestisitlerin amag¢ dis1 ve zamansiz kullanimlari, zararlilarin direng kazanmasi, yeni
zararlilarin ortaya ¢ikmasi, kalint1 sorunu, ¢evreye atilan endiistriyel atiklar ve diger
zehirleyici maddeler toplum saglhigini giderek artan boyutlarda tehdit etmektedir.
Pestisitler i¢inde Oldiiriicii etkisi en fazla olan ve kimyasal savasimda en ¢ok kullanilan
grubun insektisitler (bocek Oldiiriiciiler) oldugu olarak belirtilmistir (Aksoy 1982,
Kizildenizli 1990, FAO/WHO 1993, Dékmeci 2000, Kayhan 2009). Belli bir zararliya
kars1 kullanilan pestisitler, yalniz hedef tiirii 6ldiirmekle kalmayarak, pek ¢ok zararsiz

canliy1 da etkileyebilmektedirler (Sayil1 ve Akman 1994).

Zararlilara kars1 kimyasal madde kullanim: M.O. 2000 yillarindan daha gerilere
gitmektedir (Mukundan 1964). Ancak, boceklere karsi kimyasal savasta asil ilerlemenin
ise II. Diinya Savasindan sonra DDT (dikloro difenil trikloroethan) ve BHC’li
(klorlandirilmig hidrokarbon bilesimli ilag) ilaglarin kesfedilmesi ve bocek oldiriicii

olarak kullanilmasiyla kaydedilmistir (Aksoy 1982).

Yasamlar1 boyunca toksik ve kendileri i¢in zararli maddelere maruz kalan
boceklerin ¢esitli adaptasyonlar gelistirerek bu maddelere kars1 direng gelistirdikleri
bilinmektedir. Bocekler de diger yiiksek organizamalar gibi c¢esitli savunma
mekanizmalarina sahiptirler. Ornegin; karasinegin (Musca domestica L.) fenobonbital’e
kars1 direng diizeyinin artmasina yol acan, glutathion S-transferaz enzim miktarinda 2-4
katlik bir artisin oldugu tespit edilmistir (Hayaoka ve Dauterman 1982). Boceklerin
kimyasal maddelere karsi olusturdugu direng sebebiyle arastiricilar, yeni kosullarda
hedef organizmalar i¢in yeni ortalama yiizde elli 6ldiiriicii doz (LDsp), yiizde elli
Oldiiriicii konsantrasyon (LCsg) ve ylizde elli oldiiriicii zaman (LTsp) gibi degerleri

saptanmaya caligmaktadirlar (Serin 2009).

Boceklerde insektisitlere karsi olusan direng, mutasyonlarin etkisiyle
metabolizma fonksiyonlarmi1 ya da insektisitlerin hedef bdlgelerini kontrol eden

biyokimyasal yapilar1 etkileyen genetik bir olgudur (Ffrench-Constant vd 2004, Li vd


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0965174811000622#ref_bib40
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0965174811000622#ref_bib66

2007). Direng yoOnetim sistemlerinde kullanilan Onlemlerden bir tanesi insektisit
direncinin erken teshisidir. Tespit i¢in gelistiren pek cok yontem molekiiler ya da

biyokimyasal metodlara dayalidir (Tsagkarakou vd 2009).

Kimyasal miicadele kapsaminda kullanilan yiliksek ve ani etkili insektisit
grublardan biri organofosfor bilesikleridir. Boceklerde ve memelilerde sinir sisteminde
ndrotransmitter madde olarak gorev yapan asetilkolinin toksik diizeylerde birikmesini
onleyen asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederler. Organizmalarda bu inhibisyon, sinir
sisteminin agir1 uyarilmasina, solunum faaliyetinin durmasina ve sonugta ¢liime neden

olmaktadir (Balali-Mood ve Shariat 1998).

Karbamat ve organofosfat grubu insektisitlere karsi direncin ortaya ¢iktigi
asetilkolinesteraz ve ilgili gen bdlgesi mutasyonlar1 Oonemli arastirma alanlarindan
birisini olusturmaktadir (Fan vd 2009). 1940’1 yillardan giinlimiize kadar sik ve
oldukca genis alanlarda kullanilan bu iki insektisit grubu direncin ¢ok farkli bdcek
gruplarinda gelismesine sebep olmustur. O zamandan giiniimiize kadar yapilan pekgok
calismalarda, karbamat ve organofosfat grubu insektisitlere karsi direncin
asetilkolinesteraz enzim aktivitesi ile iligkili ve ilgili gen bolgesinde meydana gelen
mutasyonlarm dirence sebep oldugu ortaya konmustur. Calismalarda, asetilkolinesteraz
enzimin kodlandig1 acel ve ace2 adlar1 verilen lokuslarina ve genellikle dirence, acel
lokusunda meydana gelen mutasyonlarin sebep olduguna dikkat c¢ekilmistir (Shi vd

2004).

Sinir hiicre membraninda kap1 gorevi géren sodyum kanali, belirli sartlarda
sodyum iyonlarmin hiicreye gecisine izin verir (Romthamsted Research 2010). Piretroit
grubu insektisitlerin viicut icerisinde primer hedef bolgelerinden biri sinir hiicrelerinde
bulunan sodyum kanal proteinleridir (Liu ve Pridgeon 2002, Huang vd 2004, Rinkevich
vd 2006, Soderlund ve Knipple 2003). DDT gibi bocek sinir sisteminde etkili olan
piretroit grubu insektisitler, sinir sistemi ve aksonlara etki ederek bécegin kasinda motor
kasilmalarin gegici/kalici azalmasi ya da kaybolmasi ve Oliimiine neden olurlar
(Narahashi 1989, Soderlund ve Bloomquist 1989). Bécegin para—tip sodyum kanal gen
bolgesinde meydana gelen nokta mutasyonlari, birka¢ bocek tiiriinde tespit edildigi

iizere piretroit grubu insektisitlere karsi hassasiyeti azaltip dirence sebep oldugu



bildirilmistir (Vais vd 2000). Para-tip sodyum kanal bolgesini hedefleyen ve 1940
yillarinda kullanilmaya baslanan DDT, sodyum kanal mutasyonlarinin baslangi¢ sebebi

olarak diistiniilmektedir (Anstead vd 2004).

Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), tiim diinyada tarla ve
ortialt1 alan yetistiriciliginde Ozellikle de kiiltiir bitkilerinde goriilen 6nemli bir
zararlidir (Brown vd 1995, Oliveira vd 2001). Diinya iizerinde genis yayilma alanlarma
sahip olan beyazsinegin 111 lizerinde viriis tastyicist oldugu bilinmektedir (Martin vd
2000, Jones 2003). Birkag¢ kimyasal uygulamasidan sonra direng gelistirebilen bu tiiriin
kontrol altina alinmasi da oldukca problemlidir (Denholm vd 1998, Horowitz vd 2005,
Nauen ve Denholm 2005, Perring 2001, Phytosanitary Alert System 2005 ).

Bu calismada Antalya Bolgesinden toplanan B. fabaci populasyonlarinin,
asetilkolinesteraz (ace) ve para-tip sodyum kanal (kdr) gen bolgeleri bakimindan DNA
dizi analizleri yapilarak direng¢li ve hassas beyazsinek populasyonlar: arasindaki dizilim
farklilig1 ile insektisitlere dirence sebep olan bu iki gen bdlgesindeki nokta

mutasyonlarmin tespitinin saglanmasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1 Bemisia tabaci (Genn.)

Sekil 2.1. Beyazsinek (B. tabaci) genel goriiniisii (CABI 2012)

Titlin, pamuk veya tatlipatates beyazsinegi olarak adlandirilan B. tabaci Genn.
(Hemiptera: Aleyrodidae) tropikal ve suptropikal bolgelerde 6zelikle pamuk gibi lifli
gidalar, sebze ve siis bitkilerinde zarar yapar. Nimfleri, kiiclik ignesiyle bitki floeminden
emgi yaparak beslenir (Sekil 2.2) (Gullan ve Cranston 2004, Cohen vd 1998). 1980’
lerden bu yana yayilmaya devam eden beyazsinegin orijini orta dogu olarak kabul

gérmektedir (Gullan ve Cranston 2004).

Zarar1, bitkide emgi yaparak dogrudan viriis tagimalar1 ve emgi sirasinda fumajin
salgilamalar1 ile dolaylidir (Uygun ve Elekgioglu 1990). Ekonomik zararlar1 nedeniyle
birgok lilkede sistematik, biyolojik, ekolojik, genetik agidan arastirmalar ¢ok uzun yillar
once baslamis ve giiniimiizde de halen daha devam etmektedir (Uygun ve Elek¢ioglu

1990).



Sekil 2.3. Nimf donemi dorsal goriiniisii (Gullan ve Cranston 2004)

2.1.1 Tanim ve yasayisi

Erginleri 1 mm boyunda olan beyazsinegin genel goriiniiste beyaz viicudu
aslinda mum tabakasi ile kaplidir ve yakindan bakildiginda viicudu sar1 renklidir (Sekil
2.1). Erkeklerde abdomen uca dogru sivrilmistir. Kirmizi géz rengine sahip
beyazsinegin anteni 7 segmentten meydana gelir ve kanatlar1 dinlenme halinde viicudu

cat1 gibi 6rter (Anonim 2008).

Yeni koyuldugunda beyaz renkte, olgunlasmaya dogru ise kahverengi olan

beyazsinek yumurtalarinin boyu 0.25 mm’dir. Yumurta geligsmesi i¢in gerekli olan nemi



yaprak yiizeyine dik olarak tutunmasini saglayan yumurta sapiyla dogrudan bitki

hiicresindenelde eder. Bu nedenle hava nemine bagimlilig1 diistiktiir (Anonim 2008).

Yumurtadan yeni ¢ikan soluk renkli larva oval sekilli ve hareketlidir. Bacak ve
antenlerin kayboldugu ve lizerini mum tabakas1 ile kapatip kabuklubit goriiniimiinii
aldig1 doneme yaklasik 8 saatte gecer. Larva hortumu ile yaprak dokusuna kendini
sabitler ve 4 larva donemi gegirir. Son donem larvasi ¢iplak gozle goriilebilecek kadar

yaklasik 0.8 mm boyunda yesil- sar1 renkli olup siskinlesir (Sekil 2.3) (Anonim 2008).

Ucgiincii ddnemin sonunda sirt1 hafifce yiikselerek ve rengi koyulasarak dordiincii
doneme giren larva pupa olarak adlandirilir. Soluk sar1 renkli, oval sekilli, 0.7 mm
boyundaki pupa iizerinde tiir teshisinde de kullanilan, diken seklinde 12 ila 14 adet
cikintiya sahiptir. Bu donemde kirmizi gozler belirginlesir ve beslenme durur.
Geligimini tamamlayan ergin, pupa kabugunun dorsalini T seklinde yirtar ve ergin

olarak ¢ikar (Anonim 2008).

Ergin ¢ikisindan sonra ilk olarak sebzede mayis ayiyla birlikte de pamukta
goriilmeye baglar. Disilerinin birka¢ defa ciftlesebildigi beyazsinek ergini yazmn 1-8
saat, kigin ise 2-3 saat sonra ¢iftlesmeye baglar. Yumurta koymak i¢in taze yapraklari ve
genelde yapraklarin alt yiizeyini tercih eden disiler, ¢iftlestikten 2 ila 4 giin sonra
yumurta birakirlar. 26-27 °C ve % 60’ iizerinde nem bulunan ortamlarda, bir disi
ortalama 300 kadar yumurta birakabilir. 30 °C’de 4 giinde, 25 °C’de 6 giinde
yumurtalarm ag¢ildig1 kaydedilmistir (Anonim 2008). Yazin larva dénemi (pupa donemi
dahil) 10-11 giin siiren zararh yilda 9-10 dol1 verebilme kabiliyetine sahiptir. Erkeklerin
9% 26’y1 olusturdugu beyazsinek popiilasyonlarinda erginler yazin 1-2 hafta, kisin 2 aya
kadar yasarlar (Anonim 2008). Akdeniz Bolgesinde kis1 da lireyerek gegirebildigi i¢in

konukgular1 lizerinde zararlin biitiin donemlerine rastlanabilir (Anonim 2008).
2.1.2 Zarar sekli, ekonomik 6nemi

Beyazsinegin hem ergin, hem de larvasimin bitki O6zsuyunu emerek
beslenmesinden dolay1 zayif diisen bitkinin gelisimi yavaslar. Zararli populasyonu
yogun oldugunda ise bitki gelisimi tamamen durur, meyve tutma kapasitesi diiser.

Tutan meyve gelisimi tam olmadigindan verim azalir (Anonim 2008).



Zararl populasyonunun yogun oldugu durumlarda, 6zellikle bitkinin alt ve orta
yapraklar olmak {izere her yeri, ergin ve larvalarin salgiladigi balli madde ile kaplanir.
Bu balli maddeye yapisan funguslar nedeniyle bitki siyah bir goriiniim alir. Ball1 madde
bitkinin stomalarini kapatir, solunum ile fizyolojisini etkiler. Ulkemizde pamuk ekilen
tim alanlarda goriilen beyazsinegin salgiladigi yapiskan maddenin kiitlitye

bulusmasiyla pamuk bitkisindeki zarar % 67’yi bulabilir (Anonim 2008).
Gullan ve Craston’de (2004) beyazsinegin yaptig1 zarar1 sdyle dzetlemislerdir;

. Bazi konukgularinda fizyolojik degisikliklere sebep olur. Ornegin;

domateste diizensiz biiylime, balkabagi ve sakiz kabaginda giimiis yaprak olusumu gibi.

. Yapraklarda fumajin olusur.
. Zarardan sonra kara kiif meydana gelir.
. 110°dan fazla virlis transferi, 6zellikle geminiviriisler (Geminiviridae)

i¢in virlis vektoriidiir.
2.1.3 Konuk¢ulan

Pamuk, hiyar, kavun, patates, kabak, karpuz, biber, domates, patlican, giilhatmi,
bamya, fasulye, susam, soya, aygigegi, tiitiin, yerfistigi, giil, maklora, maydanoz,
trabzon hurmasi, yonca, kasimpati, kayisi, leylak gibi kiiltiir ve siis bitkileri yaninda 23

yabanci ot tiirii konukgular1 arasindadir (Anonim 2008).

2.2 Kaynak Taramalar

Ekonomik zararlar1 nedeniyle, B. tabaci iizerinde sistematik, biyolojik, ekolojik,
genetik vb. agidan arastirmalar ¢ok uzun yillar 6nce baglamig ve giiniimiizde de halen
daha devam etmektedir. 1986-1987 yillarinda Dogu Akdeniz Boélgesinde (Hatay,
Adana, Icel ve gevresinde) bulunan yabani bitkiler ve ekonomik éneme sahip kiiltiir
bitkilerinden toplanan beyazsinek Orneklerinde tiir teshisi yapilmistir (Uygun ve

Elekcioglu 1990).



Venezuela’da 1980 yili sonlarinda kavun bitkisinde ekonomik zarara sebep
oldugu tespit edilen beyazsinek 1990 yili baslarinda domates, susam gibi tek yillik
bitkilerde de rapor edilmistir. 1995 yilinda Orta Dogu, Avrupa, Kuzey ve Orta Amerika
ve Karayip Havzasinda 6nemli zararlilardan biri olan tath patates beyazsinegi, B. tabaci
(Genn.), lzerinde yapilan g¢aligmada, beyazsinek donemleri hakkinda bilgi edinme

amaglanmigtir (Salas ve Mendoza 1995).

B. tabaci’ nin biyolojisi, yasadig1 ¢evre ve zarara neden oldugu konukcuya bagl
olarak degisim gosterebilmektedir. Aydin ve Sekeroglu (2008)’nun yaptiklar
calismada, Cukurova bolgesinde yaygin olarak kullanilan Deltapine pamuk ¢esidinde ve
farkli pamuk c¢esitlerinde, B. fabaci’nin biyolojik donemleri ile ilgili parametreler

arastirilmstir.

Antalya’nin 8 bdlgesinde (Alanya (2), Aksu, Kumluca, Uncali, Manavgat,
Goyniik, Serik) farkli bitkiler lizerinden toplanan B. tabaci populasyonlarinda AFLP
yontemi yardimiyla genetik varyasyon arastirilmistir. Konukcu seciminde ya da
adaptasyonda genetik varyasyonun onemli olabileceginden yola ¢ikan arastirmacilar,
populasyonlarin pamuk ve sebze olmak iizere iki ayr1 kolda toplandigini saptamislardir

(Gogmen ve Devran 2002).

Organofosfat insektisit inhibitorii, asetilkolinesteraz ile karboksilesteraz, iki
enzim grublari lizerinde yapilan calismada, B. tabaci tiiriiniin B biyotipinde biyoessey,
biyokimyasal, real time PZR gibi yontemler kullanilarak hassas ve dayanikli
populasyonlardan elde edilen acel ve ace2 gen bdlgesi incelenmistir. Yapilan bu
biyokimyasal testlemelerle acel bodlgesinde nokta mutasyonu tespit edilmistir. Ayni
zamanda calismada B. tabaci i¢in ilk kez rapor edilen karboksilesteraz gen bdlgesine

(coel ve coe2) ait verilere de yer verilmistir (Alon vd 2008).

B. tabaci ile miicadelede birlikte kullanilan piretroit ve organik fosforlu sinifinda
yer alan insektisitlere karsi direng ile ilgili bircok g¢alisma bulunmaktadir. Bu iki
insektisit grubu direncinin birlikte islendigi calismada, para-tip sodyum kanal gen
bolgesindeki L9251 ve T929V piretroit direng mutasyonlari ile asetilkolinesteraz enzimi
acel gen bolgesindeki F331W organik fosforlu sinifi diren¢ mutasyonu rapor edilmistir

(Tsagkarakou vd 2009). Bu caligmada piretroit ve organik fosforlu smifinda yer alan



ilaglarm siklikla kullanildig1 Yunanistan’nin Girit Adasindan toplanan Q biyotipi

iizerinde, piretroit direng mutasyonlar1 frekansinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Yine Yunanista’nin Girit adasindan toplanan Q biyotipi beyazsinek direng
mekanizmasi ile ilgili aragtrma yapmak iizere Roditakis vd (2006), piretroit grubu
insektisitlerinden olan a-cypermethrin kimyasalini test etmislerdir. Arastirmada piretroit
insektisitlerin LC’sini ortaya koyan biyoessey yontemi yaninda biyokimyasal esseylerle
COE (karboksilesteraz) ve GST (Glutatyon S- transferaz) enzim aktiviteleri de
belirlenmistir. B. tabaci’nin para-tip sodyum kanal gen bolgesinin taranmasiyla; L9251
mutasyonunu ve ikinci olarak threonine (ACT)-valine (GTT) aminoasiti ile yer

degistirmesi ile meydana gelen T929V isimli mutasyon tespit edilmistir.

Vassiliou vd (2010) kapsamli bir direng taramas1 ¢aligmasi gerceklestirmisler ve
Kibris adasinda 8 farkli lokasyondan toplanan beyazsinek populasyonlar1 {izerinde
neonikotinoit insektsitlerinden imidacloprid, acetamiprid ve thiamethoxam ile piretroit
smifindan bifenthrin kimyasallarinin direng durumunu ortaya koymuslardir. Bu
calismada dayanikli bireylerin hepsinde asetilkolinesteraz enzimini kodlayan acel geni

iizerinde F331W olarak isimlendirilen mutasyon oldugu tespit edilmistir.

Diinyanin farkli bolgelerini iceren den 13 lokasyondan toplanan beyazsinek
populasyonlari ile ¢alisma yapan Alon vd (2006), 2002 yilinda yaptiklar1 B biyotipi
bireyler lizerinde para-tip sodyum kanal L9251 adli mutasyonun tespit edildigi ¢calisma
verilerini referans olarak kullanilmiglardir. Calismada sinerjist olarak organofosfat
grubundan asefat, piretroitlerden ise fenpropathrin kimyasali ile muamele edilen yaprak
diskleri, daldrma biyoessey yOntemiyle test edilerek, Q biyotipi beyazsinek
populasyonlar1 iizerinde piretroit direnci ile L9251 ve T929V mutasyonlar1 arasindaki
iliski ortaya konmaya calisilmistir. Ayrica biyotipler arasindaki piretroit direncinin
coklu orijine sahip oldugu ile ilgili hipotezlerini destekler nitelikte filogenetik agac¢ ve

frekans bilgileri elde etmislerdir.

Morin vd (2002) yaptiklar1 calisma beyazsinek populasyonlarmnin para-tip
sodyum kanali gen bolgesindeki farkl allellerde bulunan (918 pozisyonunda methionine
aminoasitinin valin aminoasitine ) M918V ve (leucine aminoasitininde isoleucin

aminoasitine (925 pozisyonunda) L9251 isimli 2 mutasyonu iizerinedir. Caligmanin



amaci, bu iki mutasyonun piretroit (fenpropathrin) ile organik fosfor (acephate)
karigimimna olan direncte rol oynayirp oynamadiklarmin tespiti olarak belirtilmistir.
Yapilan baglant1 analizinde ilk kez Morin ve arkadaslarmin bu ¢alismada rapor ettikleri
ve para-tip sodyum kanal gen bolgesinde bulunan L9251 isimli mutasyon ile piretroit ve
organik fosfor karigimi arasinda iligki bulunmustur. Ancak direncin diger direng

mekanizmalarini da kapsayacagi sonucuna varilmistir.

Dogu Cin’de 5 farkli tarima arazisinden toplanan Q biyotipi beyazsinek
populasyonunun, 6 insektisit ile diren¢ seviyeleri test edilmis, acel gen bolgesi
mutasyonu (F331W) ve para-tip sodyum kanal mutasyonlar1 (L9251 ve T929V)
bakimindan taranmustir. Referans B biyotipi populasyonun test edilen dichlorvos,
cypermethrin, imidacloprid ve nitenpyram i¢in hassas fakat carbosulfan ve abamectin
icin direncgli oldugu bilgisi verilen ¢alismada, test edilen 5 populasyonun
neonikotinoitlere (imidacloprid ve nitenpyram) yiiksek direncli iken dichlorvos ve
cypermethrin’e disiik direnc gosterdigi goriilmiistiir. Tim populasyonlarda ise
carbosulfan ve abamectin insektisitlerine karsi hassasiyet saptanmistir. Dogu Cin’de
bulunan Q biyotipine karsi direng yonetiminde kullanilacak veriler elde etmeyi
amaglayan arastirmacilar, acel gen bolgesi mutasyonu F331W’e tiim populasyonlarda

rastlamiglardir (Yuan vd 2012).

Mutasyonlarin direng ile iliskisin1 ortaya koymada degisik organizmalar
calismalara konu olmustur. Baskurt (2010) tarafindan gergeklestirilen yiliksek lisans
calismasinda, Ege ve Akdeniz Bolgelerindeki 16 farkli ilden toplanan Karasinek (Musca
domestica L.) populasyonlar1 ilizerine ¢alisilmistir. Organofosfat ve karbamat grup
insektisitlere kars1 direngli ve duyarli soylarin karsilastirilmasiyla ace geninin liretmis
oldugu asetilkolinesteraz (AKE) enzimindeki degisimler gozlemlenmigstir. Her ilden
toplam 65 adet karasinek Orneniginin govde kismindan elde edilen DNA ile PZR
kurularak ace geni kismi baz dizi analizi ile gen frekanslar1 belirlenmistir. Ancak
calisilan 6rneklerin bas kisimlarindan elde edilen homojenatlarla ortalama % kalan AKE
enzim aktivitesi biyokimyasal olarak belirlenerek analiz edildiginde, direng ile genetik

kombinasyonlar arasinda dogrudan bir iligki bulunamamastir.
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Javed vd (2003) yapmis olduklar1 arastirmada, Myzus persicae (Sulzer), Aphis
gossypii (Glover), B. tabaci and Trialeurodes vaporariorum (Westwood) hemipter
tiirleri tizerinde asetikolinesteraz enzimi ve bu enzimin kodlandig1 ace geni ile ilgili
mutasyonla iligkilendirmek iizere karakterizasyon yapilmistir. Asetikolinesteraz enzimi
karakterizasyonunda yeni reversible inhibitorler kullanilmig ve bu dort hemipter’in
cDNA’larindan (komplementer (tamamlayici) DNA) elde edilen sekans bilgilerinde
insektisit hassasiyetini ortadan kaldiracak bir mutasyon tespit edilememistir. Bu
calismada hemipter tiirlerinde de diger ace gen lokusunun karekterizasyon yapilmasi

gerektigi sonucuna varilmistir.

Beyazsinegin ekonomik zarari nedeniyle bir¢ok iilkede sistematik, biyolojik,
ekolojik, genetik vb. agidan arastirmalar ¢ok uzun yillar 6nce baglamis ve giiniimiizde
de halen daha devam etmektedir. Diinya literatiiriinde tiitiin, pamuk veya tath patates
beyazsinegi olarak isimlendirilen B. tabaci Yunanistan’da tiitiin tarlalarindaki (1889) ilk
kesfinden sonra yapilan genetik ¢alismalarda A, B, H, K, M, S ve Q gibi farkh
biyotipleri tespit edilmistir (De La Rua vd 2006, Perring 2001, Viscarret vd 2003,
Cervera vd 2000, Bedford vd 1994). Biyotiplerin direng farkliliklarinin arastirmasi ya
da molekiiller teshisi, aslinda farkli genetik tiplere sahip olmasi ve hatta farkl bir tiir
olabilecegini ortaya koyma amaciyla yapilmistir (Topake1 2008). Bunlardan en yaygin
olan B ve Q biyotipleri ile yapilan bir¢ok pestisit diren¢ taramasi1 ve molekiiller teshis
calismalar1 bulunmaktadir (Vassiliou vd 2010, Houndete vd 2010, Karunker vd 2008,
Gogmen vd 2007, Xie vd 2010, Yuan vd 2012). Bu iki biyotipin bir arada yasadigi
cografyalardan biri olan Cin’de Luo vd (2010) neonicotinoit insektisit grubu ilaglara
kars1 diren¢ farklhiligimi gozlemislerdir. Yapilan biyoesseylerde B biyotipi bireylerin
acetamiprid, imidacloprid ve thiamethoxam’a hassas, Q biyotipi bireylerin ise 20 ila 170
kat daha direncli oldugu tespit edilmistir. Calismada, Cin bolgesinde kullanilan
neonikotinoit insektisit grubu ilaglarm Q biyotipi bireylerin seleksiyonuna sebep oldugu

sonucuna varilmaistir.

Zararl kontroliinde kullanilan insektisit diren¢g mekanizmalarmin aydinlatilmasi
caligmalarinda, agirlikli olarak biyokimyasal ve genetik analizler kullanilir. Zararh
biyolojisi, insektisit i¢erigini, etki metabolizmasinin irdelenmesi gerektigi vurgulanan,

Perry vd (2011) yaptiklar1 calismada, Drosophila melanogaster (Meigen) modeli
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iizerinden metabolik, hedef bolge ve yeni diren¢ mekanizmalar1 agisindan insektisit

direng ve aktivitelerini ortaya koymaya caligmiglardir.

Houndete vd (2010) Bat1 Afrika’da Benin, Togo ve Burkina Faso Bolgelerindeki
pamuk tarlalarindan topladiklar1 tiitiin beyazsinegi olarak da adlandirilan B. tabaci
iizerinde diren¢ taramasi yapmuslardir. Degisik insektisit gruplarmdan 8 insektisit
kullanilarak yapilan ve direncin yaprak daldirma biyoessey yontemi kullanilarak tespit
edildigi ¢calismada, en yiliksek dirence sahip bireyler Burkina Faso bolgesinden toplanan
populasyonlar oldugu belirlenmistir. Direng bakimindan ikinci sirada bulunan Benin
Bolgesi populasyon bireyleri, Togo Bolgesi populasyonlari i¢in ¢okga toksit olan

bifenthrin, thiamethoxam ve pymetrozine insektisitlerine diren¢ gostermistir.

Roditakis vd (2005) yilinda yaptiklar1 ¢aligsma, Kibris’ta bulunan dordii sera, bir
tanesi tarladan toplanan 5 beyazsinek populasyonun direng tespiti iizerinedir. Bu
populasyonlarin SUD-S adli hassas populasyonla karsilastirmak siiretiyle, cypermethrin,
bifenthrin, pirimiphos-methyl, endosulfan ve imidacloprid insektisitlerine kars1
direngleri tespit edilmistir. Kavun tarlasindan elde edilen beyazsinek populasyonu ise

referans populasyona kiyasla tiim insektisitler i¢in daha hassas oldugu tespit edilmistir.

Icerisinde laboratuvar populasyonunun da bulundugu 11 beyazsinek
populasyonuna, 3 organofosfat, 3 piretroit ve 3 organofosfat/piretroit karisimi ile
biyoessey yapilan calismada, farkli biyotipler iizerinde diren¢ farkina bakilmis ve
biyotip ile diren¢ arasinda dogrudan bir iliski bulunamamistir. Calismada denenen
piretroit grubu cypermethrin’e tiim populasyonlarda yiliksek diren¢ gozlenmistir (Cahill
vd 1995).

Israil’de konukcusu pamuk olan beyazsinek populasyonu iizerinde yapilan
biyokimyasal ve biyoessey arastirmalar sonucunda yaprak daldirma biyoesseyi ile test
edilen chlorpyrifos insektisitine karsi direngli bireylerde asetilkolinesteraz aktivitesinin

yogun oldugu tespit edilmistir (Byrne vd 1994).

Pakistan’da B. tabaci tiirli lizerinde yapilan arastirmada test edilen 4 piretroit
grubu insektisitinden birisi olan deltamethrin’e direncin referans populasyona gore

yiiksek oldugu goriilmiistiir (Ahmad vd 2002).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1 Materyal
3.1.1 Boicek materyali

Bu calismada Antalya’nin 6 farkli ilgesinden (7 farkli lokasyondan) toplanan
beyazsinek, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) populasyonlari
iizerinde calisilmistir. Finike, Kumluca, Alanya/Konakli, Alanya/Tosmur, Serik,
Gazipasa, Aksu Ilcelerinden toplanan bocek populasyonlar1 3-4 generasyon boyunca

iklim odalarmda (26+1 °C sicaklik ve 16 : 8; aydnlik : karanlik ) yetistirilmistir
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Populasyonlar, tarih ve toplandiklar1 konukgu bilgisi

Populasyonlar Toplandig1 Tarih  Toplandig: Bitki

Serik 31.05.2011 Kabak, Plastik sera

Aksu 28.07.2011 Susam, Acik arazi

Tosmur 31.05.2011 Domates, Cam/plastik sera
Konakli 31.05.2011 Domates, Plastik sera
Gazipasa 31.05.2011 Domates, Cam sera

Finike 03.06.2011 Salatalik-patlican Cam sera
Kumluca 03.06.2011 Domates, Plastik sera

Calismada, 11.08.2009 tarihinden itibaren Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Entomoloji boliimii iklim odalarinda patlican bitkisi iizerinde yetistirilen
“Kogarli” populasyonu hassas populasyon olarak ele alimmistir. Ayrica yine ayni
tarihlerde toplanan ve giliniimiize kadar iklim odalarinda patlican bitkisinde ¢ogaltilip
bakilan “eski Konakli” ve “eski Gazipasa” populasyonlar1 da referans populasyon
olarak hem biyoessey hem de molekiiller yontemlerde kullanilmis ve degerlendirmeye

alinmustir.

3.1.2 Bitki materyali

Toplanan bocek materyallerinin iiretimi i¢in iklim odasinda (26+1 °C sicaklik ve
16 : 8; aydinlk : karanlik) tohumdan yetistirilen patlican, Solanum melongena L.

bitkileri kullanilmistir. Biyoesseylerde, yine tohumdan yetistirilen, 1-2 haftalik pamuk
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(Gossypium hirsitum L.) yapraklarindan elde edilen yaprak diskleriyle ilag denemeleri

yapilmistir.

Seralardan emgi tiipii yardimiyla toplanan erginler, iklimlendirme odalarinda 20
It’1ik, agiz kismu ile yan taraflarin bir boliimii havalandirma igin tiille kapli olan plastik
kaplarin i¢inde, iklimlendirme odalarinda yetistirilen saglikli patlican bitkileri iizerine
birakilmistir. Ayrica {iizerinde beyazsinegin ergin Oncesi donemlerinin bulundugu
yapraklar toplanmig ve elde edilen erginlerde yine iklimlendirme odasindaki plastik

kaplar i¢indeki patlican bitkileri tizerine salinmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Yetistirme kafesi

3.1.3 llaclar

Farkli kimyasal gruplarindan se¢ilen ilaglar, bunlarm ticari isimleri ve kimyasal
grublar1 ¢izelge 3.2°de verilmistir. Bu ¢izelge yer alan cypermethrin ve chlorpyrifos-
ethyl daha onceki c¢alismalarda kullanilmak {izere laboratuvarda mevcut iken,
deltamethrin ve thiamethoxam lokal firmalardan temin edilmistir. ila¢ konsatrasyonu
hazirlamada stok soliisyon olarak kullanilan Triton X-100 kimyasali Merck firmasma

aittir.
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3.1.4 Molekiiler cahsmalarda kullamlan kimyasallar

Doyle ve Doyle (1987)"in gelistirdikleri DNA izalasyonunda, CTAB, EDTA,
protein K enzimi ve izoamil alkol kimyasallar1 “Ambresco” firmasma, NaCl, Trisma
base, Etanol ve Kloroform kimyasallar1 “Sigma-Aldrich” firmasmma ve isopropanol

kimyasali da “Merck” firmasina ait tiriinlerdir.

PZR reaksiyonunda kullanilan tiim tiriinler (2.5 mM MgCl,, 1X Taq buffer, Taq
polimeraz, dNTP) “Fermantas” firmasina, primerler ise “Invitrogen” firmasma aittir.
Elde edilen PZR iirtinlerini goriintiilemek icin “Sigma-Aldrich” markali EtBr (ethidium
bromide) ve “SeaKem LE” markali agaroz kullanilirken, dizi analizi verilerini
desteklemede yararlilanilan Bsrl ve Ddel kesim enzimleri “Fermantas” firmasidan

temin edilmistir.

DNA dizi analizi PZR asamasinda, Beckman kiti (GenomeLab'™ Methods
Devalopment Kit, Beckman Coulter), ¢oktiirme ve temizleme asamasinda Na,EDTA
(Serva), 3M Na Asetat (Serva), Glikojen (Fermantas), saf formamide SLS (Scientific
Laboratory Supplies Ltd.) kimyasallar1 kullanilmistir. Caligmada, sekanslama islemi
icin “Beckman 8000 CEQ Genetik Analiz” cihaz1 firmasina ait kimyasallar

kullanilmstir.

3.1.5 Cahsmalarda kullanmilan cihazlar

eDNA izalosyonunun inkiibasyon basamagi i¢cin “Boeco Bio TDB-100" kuru

blok 1sitic1 cihazi kullanilmaistir.
e PZR i¢in “PeqLab primus 96 cihazi kullanilmistir.

eSckanslama islemi i¢in “Beckman 8000 CEQ Genetik Analiz” cihazi

kullanilmustir.

3.2 Metot

Bocek populasyonlar: arasindaki direng diizeylerini belirlemek icin daldirma

biyoesseyi yapimistir. Bocek populasyonlar: arasindaki ace ve kdr gen bolgelerindeki
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farklilig1 ortaya ¢ikarmak icin DNA izalasyonu, agaroz jel elektroforezi, dizi analizi

yontemi, Beckman kiti, kapiller elektroforezi kullanilmistir.

3.2.1 Daldirma biyoesseyi

Denemelerde, Antalya ili ilgelerinden toplanan B. fabaci populasyonlari ile daha
once sozii edilen hassas populasyon ve referans populasyonlar kullanilmistir. Organik
fosforlu, piretroit ve neonikotinoit grubu insektisitler kullanilarak yiiriitiilen biyoessey
calismalar1 sonucunda probit analizi ile tiim populasyonlarin LCsy ve LCyy degerleri
belirlenmistir (Cizelge 3.2). Standart hassas populasyondan elde edilen LCsy ve LCq

degerine oranlama yapilarak, populasyonlarin direng diizeyleri de hesaplanmaistir.

[lag konstrasyonlar1 hazirlanirken, etkili maddeye homojen bir uygulama
yapmak i¢in 1 : 1 oraninda, % 0.02’lik Triton X-100 igeren saf su ile seyreltilerek stok
soliisyon hazirlanmistir. Stok soliisyondan yapilan tiim seyreltmelerde %  0.02’lik
Triton X-100 igceren su ve kontrolde de saf su kullanilmistir. Denemelerde
“deltamethrin” i¢in 250 mg/L, 25 mg/L, 2.5 mg/L, 0.25 mg/L dozlari, “thiamethoxam”
icin 240 mg/L, 24 mg/L, 2.4 mg/L, 0.24 mg/L dozlari, “cypermethrin” i¢in 2250 mg/L,
750 mg/L, 75 mg/L, 7.5 mg/L, 0.75 mg/L dozlar1 hazirlanirken “chlorpyrifos-ethyl” i¢in
2700 mg/L, 270 mg/L, 27 mg/L, 2.7 mg/L dozlar1 hazirlanmistir.

Cizelge 3.2. Denemede kullanilan ilaglarin, kimyasal grublari, etkili madde ve ticari
isimleri

Ticari ad1 ve Etkili madde
Kimyasal grubu Etkili madde adi
formiilasyon sekli oram

Organik Fosforlu Chlorpyrifos-ethyl Dursban EC 135 g/L.
Sentetik Piretroit Deltamethrin Declare EC 25 g/l

Neonikotinoit Thiamethoxam Actara SC 240 g/L.
Sentetik Piretroit Cypermethrin Imperator EC 250 g/LL

Yontemde, % 0 ile % 100 arasinda 6liim meydana getirmesi hedeflenen ilag
konsantrasyonlar1 (mg/L etkili maddesine gore en yiiksek ve en diisik ilag
konsantrasyonlar1) hazirlanmis ve pamuk yaprak diskleri (yaklagik 5.3 cm c¢apinda)

daldirilmigtir. Bu yaprak diskleri hafif (4 - 5 dk) kuruduktan sonra igerisine yaklasik 10
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ml agar dokiilmiis ve birka¢ dakika bekletilerek plastik petrilere kaplara (yaklasik 5.3
cm capinda ve 1.4 cm boyunda), yapragm iist kismi agar igcine gelecek sekilde
yerlestirilmis ve erginler ilagh yaprak tizerine birakilmistir. Kapak ile petri arasmna
nemin fazlasmi ¢ekmesi i¢in bez pargasi sikistirilmistir. iklim odasinda (261 °C
sicaklik ve 16 : 8; aydinlik : karanlik) bekletilerek, 48 saat sonunda canli - 6lii bireyler
steromikroskop altinda sayilmis ve veriler kaydedilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Agar i¢ine oturtulmus pamuk bitkileri iizerine ergin beyazsinekler salindiktan
sonra hazirlanan petriler

Denemelerde 1 kontrol olmak iizere 4 farkl ila¢ konsantrasyonu kullanilmastir.
Denemeler 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiis ve her bir doz i¢in 20 birey olmak tizere bir

LC,, ve LC,, degerinin belirlemesi i¢in en az 260 tane B. tabaci bireyi kullanilmustir.

Daldirma biyoesseylerinde elde edilen veriler, her bir ila¢ konsantrasyonuna
karsilik gelen canli-6lii bocek sayilar1 POLO-PC (LeOra Software 1987) programina
girilmis ve LCsg, LCq (lethal konsantrasyon), e§im ve giiven sinir1 degerleri elde
edilmigtir. Populasyonlarin direng diizeyleri s6z konusu populasyonlarin LCsy ve LCy

degerlerinin duyarli irkin ayn1 degerlerine boliimesi ile hesaplanmustir.

3.2.2 DNA izalasyonu

Tiim populasyonlardan 8 bireyin bireysel olarak DNA izolasyonu Doyle ve

Doyle (1987)'in gelistirdikleri ‘Ctab’ protokolune gore yapilmistir. Bu protokolde, 1.5
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ml tiipler i¢ine yerlestirilen tek bireyler 200 pl Ctab tampon ¢6zeltisinde (20 g/ CTAB,
1.4 M NaCl, 0.1 M Trisma base, 20mM EDTA) pestil (kullanilan tiip ile uyumlu plastik
ezme ¢ubugu) yardimiyla ezildikten sonra, stviya her 6rnek i¢in 1 pl protein K enzimi
eklenmistir. Ezme isleminden sonra DNA’larin bu tampon ¢dzeltiye gegmesi igin 65
°C’de yaklasik 3 saat inkiibasyona birakilmustir. 15 dk’da bir alt iist edilip, inkiibasyon
sonunda sivi i¢indeki proteini uzaklastirmak i¢in 200 pl “Kloroform - izoamil alkol”
(24: 1) ¢ozeltisi konarak 5 dakika elde calkalanip, 10 dakika 14000 x g hizla santrifiij
yapilmistir. Santriftij sonunda tiiplerde kloroformun bulundugu alt kisim, proteinin
bulundugu orta kisim ve DNA’ nin bulundugu {ist kisim olmak iizere 3 faz olustugu
goriilmiistiir. Ust fazin yaklasik 150 pl’si 1.5 ml’lik yeni tiipe aktarilmistir. Uzerine bu
fazdaki DNA’y1 ¢oktiirmek icin esit hacimde isopropanol eklenmis ve yavas bir sekilde
10 defa alt-iist edilmistir. Bu calkalamadan sonra oérnekler gece boyunca -20 °C’de
bekletilmis ve ardindan DNA’lar 10 dk 14000 x g’de santrifiij edilerek pelet haline
getirilmistir. Ust faz tiip altinda bulunan pelete zarar vermemek igin dikkatlice
uzaklastirilmig ve kalan pelet iizerine 200 pl % 70’lik ethanol eklenmistir. Tiipler daha
sonra 5 dk 14.000 x g’de santrifiij edilmis ve {ist faz atildiktan sonra, pellet 15 dakika
kurutulmustur. Ardindan tiipler tizerine 35 pl saf su tampon ¢ozeltisi eklenerek 65 °C’de
1 saat bekletilmis ve DNA’nin siviya gecmesi saglanmistir. DNA’lar daha sonraki

islemlerde bozulmadan kullanilmast i¢in -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) analizleri

Toplanan oOrneklerin, biyotiplerinin belirlenmesi, ace ve kdr gen bdlgelerinin
elde edilmesi amaciyla Cizelge 3.4°de dizilimi verilen primerler ile ilgili bolgeler
cogaltilmistir. Biyotiplerin belirlenmesinde Frohlich vd (1999) tarafindan gelistirilen
COI-F-760 ve L2-N-3014 primerleri ile mitokondriyel “Ctyochrome Oxidase Subunit I”’
(mtCOI) gen bolgesinin bir boliimii cogaltilmistir.

Son hacim 25 pL ve Ornek basmma 1 pL DNA olacak sekilde kurulan PZR
reaksiyonu igerisinde 0.15 mm dNTP, 2.5 mM MgCl,, 1.25 pL reaksiyon tanpon
cozeltisi, 0.75 iinite Tag DNA polymerase ve her bir primer son konsantrasyon 0.6 mM

olacak sekilde kullanilmistir.
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Cizelge 3.3. Beyazsinek populasyonlar1 biyotiplerini belirleme amaciyla kullanilan
mtCOI gen bolgesi primerleri PZR kosullar1

1. 95°C  2dk 1 dongii
2. 95°C  1dk
48°C  1dk 30 dongii
72°C  1dk
31. 72°C  5dk 1 déngii
32. 25°%C  10sn 1 déngi

Beyazsinek populasyonlar1 biyotiplerini belirleme amaciyla kullamilan mtCOI

gen bolgesi primerleri PZR kosullar1 Cizelge 3.3°de yer aldig1 gibidir.

DNA izalasyonundan sonra elde edilen DNA’lar, ace ve kdr gen bolgelerinin
ilgili olan (Cizelge 3.4) primerler ile kurulan PZR, Cizelge 3.5°de verilen program
kosullarinda ¢ogaltilmistir. Bunun i¢in kullanilan 15ul amplifikasyon reaksiyonunda 2.5
mM MgCl,, 1X Taq buffer, Taq polimeraz, 2mM dNTP, 10 pmole primer R ve F
(Cizelge 3.4), 1ul DNA ve 15 ul son hacmi tamamlayacak kadar su kullanilmistir.

Cizelge 3.4. Calismada mtCOlI, ace, kdr gen bolgeleri i¢in kullanilmis primer dizilimleri

Primer Dizilimi (5°- 3°) Biiyiikliigii Tamilama
COI-F-760 TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT ~ 760 bg mtCOI
L2-N-3014 TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA mtCOI
Kdr-F1 GCCAAATCCTGGCCAACT ~146 bg Kdr-U
Kdr-R147  GAGACAAAAGTCCTCTAGC Kdr-U
Ace-F75 TAGGGATCTGCGACTTCCC ~241 bg Ace-U
Bt-ace-R GTTCAGCCAGTCCGTGTACT Ace-U
U, evrensel
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Cizelge 3.5. Beyazsinek populasyonlar1 biyotiplerini belirleme amaciyla kullanilan ace
ve kdr gen bolgesi icin PZR kosullar1

1. 94°C  5dk 1 dongii
2. 95°C  15sn
52°C  30sn 35 dongi
72°C  40sn
37. 72°C  7dk 1 déngii
38. 25°%C  10sn 1 déngi

Elde edilen PZR firiinleri 2 : 1 oraninda yiikleme boyasi ile karistirilip igerisinde
10 mg/L EtBr (ethidium bromide) bulunan % 1°lik agaroz (Tris Acetate- EDTA, pH:8)
jele ytiklenerek 65 volt DC’de yaklasik 45 dk ayristirilmistir. Jel iizerinde olusan bantlar
ultraviole 151k altinda goriintiilenmistir. Bu asamadan sonra elde edilen temiz PZR

iirtinleri DNA dizi 6n agsamalarindan gecirilerek dizileme yapilmistir.

PZR sonucu elde edilen iirlinlerin bir kismi DNA dizi analizinde kullanildig:
gibi, kalan kismi1 da Tsagkarakou vd (2009)’nin belirtikleri kesim enzimleri kullanilarak
kesilmigtir. Literatiirde organofosfat insektisitlere karsi direncle iligkilendirilen ace gen
bolgesinde tespit edilen F331W mutasyonunun takibi i¢in Bsrl kesim enzimi ve para-tip
sodyum kanal gen bdlgesindeki iki mutasyondan biri olan L9251 mutasyonunun takibi
i¢cin ise PZR firiinleri Ddel kesim enzimine maruz birakilmiglardir. PZR iirlinleri her iki
kesim enzimi i¢cin 2 saat kesime birakilmis ve % 3.5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek

goriintlilenmistir.

3.2.4 DNA dizi analiz PZR’ nin kurulma asamasi (sekanslama reaksiyonu)

Sanger vd (1977) gelistirildigi yontem olan zincir sonlanma ydnteminde ilk
olarak dizisi saptanacak olan DNA ipligi ¢ogaltilmistir. Cogaltilan bu iplik yeni
sentezlenecek iplik i¢in kalip olarak kullanilmistir (Anonim 2011).

Dizi analiz yontemin bu asamasinda kullanilacak primerler birinci agamadaki ile
ayni olabilecegi gibi dizi analizi yapilacak bolgeye daha yakin olan farkli primerler de

kullanilabilir. Bu ¢alismada birinci asamadaki ile ayni1 primerler kullanilmistir.
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Calismada her populasyon i¢in farkli bireylerden elde edilen en az 8 farkli PZR
iriinii sekanslama islemine tabii tutulmustur. Sekanslama reaksiyonunda kullanilmak
iizere secilen tek primer (10 pM) 1/10 oraninda ( 10ul suya 1 pl primer olacak sekilde)
sulandirilarak 1.6 pl kullanilmig ve 3 pul DNA, 2,5 pl Beckman kiti ile toplam 7.1 ul
olacak sekilde hazirlanmustir. Uriinlerin amplifikasyonu igin kullamlan program

dongiisii ¢izelge 3.6’°da verilmistir.

Cizelge 3.6. Sekanslama reaksiyonunda kullanilan PZR programi

1. 96°C  1dk 1 déngii
2. 96°C  20sn
52°C  20sn 30 dongi
60°C  40sn
32. 22°C  10sn 1 dongi
33, 8°C 10sn 1 dongi

3.2.5 DNA dizi analizi ¢oktiirme ve temizleme asamasi

7.1 ul civarinda olan PZR firiinleri saf su ile 20 ul’ye tamamlanarak her bir
ornek i¢in 1.6 ul stop soliisyonu (2 birim 100 mM Na,EDTA, 2 birim 3M Na Asetat, 1
birim Glikojen ( 20 mg/ml)), 60 pul (% 95) etanol karisimi eklenerek tiipler gii¢lii bir
sekilde karistirilmis ve 15 dk 13000 rpm’de 4 °C’de santrifiij ile ¢oktiirme yapilmustir.
Coktiirtilen iirlinlerden sivi kisim uzaklastirilarak, tiiplere 200 pl % 70’lik etanol
konmus ve 4 dk 13000 rpm hizda 4 °C’de santrifiij islemi iki kez tekrarlanarak bir ve
ikinci yikama asamalar1 gergeklestirilmistir. Etanollu olan sivi kisim uzaklagtirilmis ve
15 dakika sonunda sivilar1 kuruyan tiiplerin icerisine 32 pl ultra saf formamide SLS

konulup dizi analizine hazir hale getirilmistir.

3.2.6 Otomatik DNA dizi analizi asamasi

Temizlenen sekans iiriinleri, 90 °C’de 120 sn inkiibe edilip tek sarmal haline
getirildikten sonra, Uriinler cihaza 2000 volt’ta 20 saniye siireyle enjekte edilmis ve

3500 volt’ta tirlinlerin biiyiikliigiine bagl olarak 60 - 120 dakika siireyle ayrigtirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Diren¢ Calismalan

Denemeye alinan populasyonlarin cypermethrin, chlorprifos-ethyl, deltamethrin
ve thiamethoxam’a kars1 gostermis olduklart duyarhilik diizeyleri ¢izelge 4.1, 4.2, 4.3 ve
4.4’de gosterilmistir. En basta cypermethrin olmak tizere, deltamethrin, chlorpyrifos-
ethyl ve thiamethoxam etkili maddeli insektisitlere kars1 Antalya popiilasyonlarinin,
Kocarli populasyonuna gore daha direngli oldugu gézlenmistir. Bunun yanisira, direng
diizeylerinin, cypermethrin i¢in 2.2 - 164.5 arasinda, deltamethrin i¢in 0.3 - 2.9
arasinda, chlorpyrifos-ethyl i¢in 0.2 - 2.9 arasinda ve thiamethoxam i¢in 0.3 - 48.6 kat

arasinda degistigi bulunmustur.
4.1.1 Piretroit, cypermethrin’e diren¢

Ulkemizde 1991°den beri ruhsatli olan cypermethrin kimyasali i¢in LCsp ve LCyg
degerleri hesaplanmistir. Populasyonlarin cypermethrin’e direng diizeyi LCsy degerine
gore 2 - 164 kat, LCqy degerine gore ise 5 - 5650 kat arasinda degistigi bulunmustur. Bu
karsilagtirmalarda, 2009 yilinda toplanan ve daha Onceki projelerde de duyarh
populasyon olarak kullanilan Kogarli populasyonu hassas populasyon, yine 2009 yilinda
Gazipasa bolgesinden toplanan populasyon referans populasyon olarak dikkate
almmuastir. Popiilasyonlara ait direng diizeyleri (DD) LCsy ve LCyy degerlerinin Kogarh

populasyonu LCs ve LCyg degerlerine boliimii ile hesaplanmastir.

Populasyonlar icerisinde en yliksek LCso degeri (86617 mg/L) Serik
populasyonunda bulunmus, en diisiik deger (516 mg/L) ise hassas Kocarl
populasyonunda gerceklesmistir. Genel olarak, populasyonlarm goéstermis olduklari
LCso ve LCqy degerleri incelendiginde cypermethrin i¢in tavsiye dozunun (75 mg
e.m./L) ¢ok iizerinde degerlere ulastiklar1 goriilmektedir (Cizelge 4.1). LCyy degeri icin
% 95 giiven iist smirmin hesaplanamamasi ¢ikan sonuglarin tavsiye dozunundan ne
kadar uzakta oldugunun bagka bir gostergesidir. Cypermethrin’e direng bakimindan
2009 yilinda toplanan eski Gazipasa populasyonundaki direng¢ diizeyi ile 2012 yilinda
ayn1 bolgeden toplanan populasyondaki diren¢ seviyesi arasmda 3 kathk bir farkin

olustugu gdézlemlenmistir.
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4.1.2 Piretroit, deltamethrin’e direng

Piretroit grubunda yer alan diger etkin madde deltamethrin diinyada yaygin
olarak kullanilan bir insektisit olup, lilkemizdeki tavsiye dozu 25 mg/L’dir. Bu etkin
madde icin en yiikksek LCsy degeri 185.2 mg/L ile yine Serik populasyonunda
gorilmiistiir. Kumluca bolgesinden elde edilen beyazsinek populasyonundan da benzer
sekilde yiiksek LCsy degeri elde edilmistir (Cizelge 4.2). Deltametrin i¢in en diisiik LCs
degeri 18.5 mg/L ile eski Konakli populasyonundan elde edilmis olup, hassas
populasyon olan Kogarli populasyonu 63.8 mg/LL LCsy degeri gdstermistir. 2012 yilinda

toplanan beyazsinek popiilasyonlarmin hassas popiilasyona oranla LC,, degerlerinde

Serik ve Kumluca populasyonlar1 i¢cin 2.9 kathk bir fark bulunurken diger
populasyonlarda direng seyiyeleri hassas populasyonlar ile benzer diizeylerde
bulunmustur. Deltamethrin  i¢in test edilen eski Konakli ve Gazipasa
populasyonlarindan elde edilen LCsy degerinin 2012 yilinda ayni bdlgeden toplanan
populasyonlara nazaran 2 - 3 kat daha hassas oldugu gorilmiistiir (Cizelge 4.2).
Populasyonlarin LCqp degeri ile pestisitin tavsiye dozu karsilastirildiginda biitiin
populasyonlarin degerinin tavsiye dozundan en az 4 kat fazla oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 4.2). Bu durum cypermethrin’de oldugu gibi deltamethrin’de de beyazsinek ile

etkin bir miicadele yapmanin miimkiin olamayacagina isaret etmektedir.
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Cizelge 4.1. Bemisia tabaci populasyonlarina uygulanan cypermethrin’in LCsg ve LCqy degerleri

Populasyon n*  Egimsse LCs (Iflg e.m'/L). LCyy (mg e.m./L) DDy, ** DDy, ** Tarla tavsiye dozu
(%o 95 giiven arahgr) (% 95 giiven arahigi)***
Serik 320 0.5+0.1 (10402, 5866_319?&9 6862.71) 24828730.84 164.5 5650.8
Alsu 207 0:6+01 (13 12.75'57-235936 195.19) 943832.64 o 2148
Finike 249 06502 (4417.0? 155%?3240.29) 584951131 = 13313
Kumluca 294 3410 (17262;;—03;(9)36.29) 4966.21 3 H
Gazipasa 394  0.9+0.1 (1378266312;1978.43) 64439.11 6.9 14.7 75 mg em./L
Tosmur 262 1.0+02 (157 420;2;3 0L05) 72158.06 7.8 16.4
Konakl 200 00401 (2952.5169-(2)3255()599.01) 3097091.69 302 7049
Kogarh 216  1.4+0.2 29 1;26_';'2 2.04) 4393.89 1 1
Eski Gazipasa ~ 193  1.0+0.2 1165.23 25575.76 22 58

(481.92 - 4973.07)

*n denemede kullanilan birey sayist
**DD (Direng Diizeyi) =Populasyonlari i¢in belirlenen LCSU veya LCQU/ Kocarh populasyonu igin belirlenen LCSO veya LC%

*#**LCyg degerinin % 95 giiven aralig {ist sinir1 program tarafindan hesaplanamadig: igin tabloya konmamustir.
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Cizelge 4.2. Bemisia tabaci populasyonlarma uygulanan deltamethrin’in LCsy ve LCyqo degerleri

LCs) (mg e.m./L) LCy) (mg e.m./L) .
Populasyon n*  Egim+se DD; ** DDy, ** Tarla Tavsiye
(% 95 giiven arahig) (% 95 giiven aralig) dozu
185.25 301.10
Serik 395  6.0£1.2 2.9 1.2
(140.32- 215.65) (253.62 - 472.42)
74.37 2049.28
Aksu 267  0.9+0.1 1.2 7.9
(23.28- 722.09) (321.07 - 2776872.27)
33.91 193.57
Finike 319 1.7+0.2 0.5 0.8
(19.10 - 52.23) (113.20 - 540.29)
182.96 265.39
Kumluca 267  8.0£1.7 2.9 1.0
(141.08- 213.17) (226.87 - 365.88)
47.902 117.70
Gazipasa 249  3.3+0.6 0.8 0.5
(28.04 - 93.92) (67.49 - 593.19)
75.448 385.34 25 mg em./L
Tosmur 245  1.8+£0.3 1.2 1.5
(55.56 - 100.51) (251.29 - 785.94)
60.24 273.95
Konakl 276  2.0+£0.3 0.9 1.1
(32.54 - 96.24) (163.21 - 673.40)
63.82 257.93
Kocarh 249  2.1+0.3 1 1
(38.42 - 106.97) (143.14 - 951.52)
18.50 216.04
Eski Konakl1 267  1.2+0.1 0.3 0.8
(3.11 - 126.58) (45.99 - 44797.09)
28.27 142.06
Eski Gazipasa 210  1.8+0.4 0.4 0.6

(11.52 - 46.79)

(82.07 - 468.60)

*n denemede kullanilan birey sayisi, **DD (Direng Diizeyi) =Populasyonlari i¢in belirlenen LCSO veya LC%/ Kocarh populasyonu i¢in belirlenen LCSO veya cho
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4.1.3 Organofosfat, chlorpyrifos- ethyl’e diren¢

Chlorfyrifos ile test edilen populasyonlar igerisinde en yiiksek LC,  degeri 210.4

mg/L ile Serik populasyonunda goriilmiistiir. Hassas Kogarli populasyonu ise 73 mg/L

LC,, degeri olustururken, en disiik LC,, degeri eski Gazipasa populasyonunda 16.1

mg/L.  diizeyinde bulunmustur. Bu deger, 2012 yilinda toplanilan Gazipasa
populasyonunda ise 48.1 mg/L diizeyindedir. Bu degerler g6zoniine alindiginda hassas
Kocarli populasyonuna nazaran en yiiksek diren¢ diizeyr 2.9 kat ile Serik
populasyonunda goriilmektedir. Gazipasa populasyonlar1 karsilastirildiginda ise 2009 ve
2012 ornekleri arasinda yaklasik 3 kathik bir direng diizey farkliligi géze carpmakta

olup, 2009 yili populasyonunun hassas Kogarli populasyonundan daha hassas bir LC,
degerine sahip oldugu gorilmektedir. Populasyonlarin LC, degerleri tarla tavsiye dozu

ile karsilastirildiginda, 2009 yilinda toplanan Gazipasa populasyonu digindaki tiim
populasyonlarin degerlerinin bu seviyeden daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge

4.3).
4.1.4 Neonikotinoit, thiamethoxam’e diren¢

Thiamethoxam i¢in yapilan biyoesseylerde en yiliksek LCsy degeri 177.2 mg/L
ile Finike populasyonunda bulunurken en diisiik LCs, degerleri 2009 yilindan bu yana
laboratuvarda yetistirilen Kogarli, eski Konakli ve eski Gazipasa populasyonlarinda 1.2-
4.5 mg/L diizeyinde gerceklesmistir (Cizelge 4.4). Kogarli popiilasyonun LCsy degerleri
ile karsilastirildiginda Finike, Aksu, Kumluca, Tosmur popiilasyonlar1 direng katsayilar1
10 katin {izerinde bulunmustur. Yeni toplanan Gazipasa popiilasyonunda ise 4.4 olarak
kaydedilen bu deger, eski Gazipasa popiildsyonunda Kogarli populasyonu diizeyindedir
(DDsp: 1.3). 2009 ve 2012 yili Konakli ve Gazipasa populasyonlarinin LCsy degerleri
karsilastirildiginda, Konakli i¢cin yaklasik 30 kat, Gazipasa i¢in ise yaklasik 3.5 kat
diren¢ diizeyinde artis meydana geldigi goriilmektedir. Thiamethoxam’n tavsiye dozu
(240 mg/L) ile karsilastirildiginda tiim 2012 yili beyazsinek populasyonlarinin LCq
degerlerinin daha yiikksek oldugu goriilmektedir. Ancak 2009 yilinda toplanan
populasyonlarin  LCyy degerleri tavsiye dozunun 1/10°’u diizeyinde kaldigini

gostermektedir.
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Cizelge 4.3. Bemisia tabaci populasyonlarma uygulanan chlorpyrifos-ethyl’in LCsy ve LCq degerleri

LCsy (mg e.m./L) LCyy (mg e.m./L) .
Populasyon n* Egim+se s img 0 ime DDs #* DDy, #* Tarla Tavsiye
(% 95 giiven arahg) (% 95 giiven arahg) dozu
210.40 587.48
Serik 242 2.940.5 2.9 1.2
(74.33 - 378.11) (324.61 - 1449.60)
86.94 328.48
Aksu 286  2.24+0.3 1.2 0.7
(44.38 - 169.65) (168.57-1277.19)
110.38 380.43
Finike 228  24+0.5 1.5 0.8
(67.47 - 160.58) (247.41 - 862.58)
193.94 577.96
Kumluca 215  2.7+0.4 2.7 1.2
(126.45 - 275.59) (401.83 - 945.41)
Gazi 229 1.7£0.2 w810 2774 0.7 0.6
azipasa 7+0. ) .
P (17.14 - 110.19) (119.23 - 2159.27) 270 mg e.m./L
102.98 426.90
Tosmur 357  2.1+£0.2 1.4 0.9
(58.14 -179.92) (234.70 - 1194.79)
143.35 486.17
Konakli 238 2.4+04 2.0 1.0
(100.86 - 202.68) (324.86 - 899.43)
73.08 475.03
Kocarh 204 1.60.2 1 1
(44.61 - 124.70) (249.59 - 1327.87)
16.15 210.03
Eski Gazipasa 122 1.2+0.3 0.2 0.4
(2.02 - 41.35) (83.38 - 1439.25)

*n denemede kullanilan birey sayist ve **DD (Direng Diizeyi) =Populasyonlar1 i¢in belirlenen LCSO veya LC%/ Kocarh populasyonu i¢in belirlenen LCSO veya LC
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Cizelge 4.4. Bemisia tabaci populasyonlarina uygulanan thiamethoxam’in LCsy ve LCyy degerleri

LCsy (mg e.m./L) LCyy (mg e.m./L) .
Populasyon n* Egim+se S0 mg %0 g DD; ** DDy, ** Tarla Tavsiye
(% 95 giiven arahig) (% 95 giiven arahig) dozu
31.41 812.53
Serik 261 1.0+0.2 8.6 24.6
(10.68 - 115.01) (185.15 - 66149.20)
73.84 1349.56
Aksu 182 1.0+0.2 20.3 40.8
(27.24 - 443.89) (275.43 - 144033.21)
177.22 958.71
Finike 286 1.8+£0.4 48.6 29.0
(82.47 - 385.98) (421.33 - 51316.58)
45.65 370.11
Kumluca 191 1.4+0.3 12.5 11.2
(21.97 - 90.64) (163.88 - 2068.42)
15.84 296.867
Gazipasa 435 1.0+0.1 4.4 9.0
(5.18 - 62.77) (71.70 - 11568.48)
115.76 325.90 240 mg e.m./L
Tosmur 237 2.9+1.0 31.8 9.9
(24.74 - 166.52) (237.96 - 927.07)
38.334 457.38
Konakl 293 1.2+0.2 10.5 13.8
(12.782 - 96.852) (155.48 - 12570.73)
3.65 33.07
Kocarh 237 1.3+0.1 1 1
(1.45 -10.82) (11.08 - 319.22)
1.23 4.67
Eski Konakl1 180 2.2+0.3 0.3 0.1
(0.77 - 2.18) (2.55-15.43)
4.56 34.70
Eski Gazipasa 217 1.5+£0.2 1.3 1.0
(2.83-7.47) (18.56 - 93.37)

* n denemede kullanilan birey sayist ve **DD (Direng Diizeyi) =Populasyonlari i¢in belirlenen LCSO veya LC%/ Kocarh populasyonu i¢in belirlenen LCSO veya LC
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4.2 Molekiiler Calismalar
4.2.1 PZR sonuclarn

Calismada yer alan her populasyon igin 7 - 8 6rnegin biyotip belirlenmesi i¢in
mtCOI primerleri ile insektisitlere karsi dayanim sagladigi disiiniilen mutasyona
ugramis genomik bdlgeleri ace ve kdr gen bolgesi primerleri ¢ogaltilmis ve DNA
dizileme analizleri ger¢eklestirilmistir. Materyal ve metot boliimiinde ayrintili olarak
aciklanan, 6rnek populasyondan bahsedilen lokuslara 6zel PZR kosullar1 kullanarak
elde edilen tiriinlere ait sonuglar, % 1.5’luk agaroz jel goriintiileri ile Sekil 4.1, 4.2 ve

4.3’te verilmigtir.

Gazipasa

Sekil 4.1. Finike, Gazipasa ve hassas populasyon olarak ele alinan Kogarl
populasyonlar1 kdr lokusu PZR sonugclar1 (10’ar 6rnek, 146 bg, marker: 100 bg)
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Kumluca

Eski
Gazipasa

Tosmur

Sekil 4.2. Aksu, Kumluca, Eski Gazipasa ve Tosmur populasyonlar1 mtCOI lokusu PZR
sonuglar1 (10’ar 6rnek, 760 bg, marker: 100 bg)

Tosmur B R R— — — -

Gazipasa

Sekil 4.3. Tosmur ve Gazipasa populasyonlari ace lokusu PZR sonuglar1 (10’ar 6rnek,
241 beg, marker: 100 bg)
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ace lokusu bakimindan tiim populasyon bireyleri Bsrl enzimi ile kesim sonunda
literatlirde belirtildigi gibi kesime ugramig ve F331W adli organofosfat pestisitlere
dayaniklilik saglayan mutasyon bakimindan homozigot olduklar1 saptanmistir (Sekil
4.4). Bu dayaniklilik mutasyonu bakimindan tiim bireyler homozigot oldugu gibi, daha
onceki projelerden toplanmis (2004-2005 yillart) ve saklanmis beyazsinek orneklerinde

dahi literatiirde belirtilen hassas alleli tagiyan bireylere rastlanmamastir.

Tosmur

Gazipasa

Sekil 4.4. Kumluca, Tosmur ve Gazipasa populasyonlarmm Bsrl kesim enzim ile
yaklagik 2 saat kesime maruz birakilan acel gen bolgelerinin agaroz jel (% 3.5)
goriintiisii (Marker: 100 bg)

Diger bir dayaniklilik lokusu olan ve piretroit grubu insektisitlere dayaniklilik
sagladig diisiiniilen kdr lokusunda ise Ddel kesim enzimi hi¢bir bireyde PZR {iriinlerini
kesime ugratmamistir. Bu sonug, kdr lokusunda dayaniklilik saglayan 19251
mutasyonun biitiin populasyonlarda var oldugunu goéstermistir. Bu lokusta da hassas

bireye rastlanilmamasi nedeniyle daha 6nceki projelerde toplanilan (2004 - 2005 yili
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ornekleri) ornekler incelenmis ve bu bireylerin bazilarinda (Beylerbeyi, Soke, Kinik)

hassas allellerin varlig1 ortaya konmustur (Sekil 4.5).

! Maras Soke

Gazipasa

Kinik  Beylerbeyi
L B

Tosmur

Sekil 4.5. kdr gen bolgesi igerisinde kesim bolgesi bulunan Ddel kesim enzim sonucu
(Marker: 100 bg)

4.2.2 DNA dizileme verileri

PZR fiiriinleri ile dogrudan yapilan DNA dizileme islemi sonucunda elde edilen
ham floresans veriler ace, kdr ve mtCOI lokuslarinda dogru dizileme yapabilmek i¢in
yeterli kalite ve seviyede sinyal olusturmustur (Sekil 4.6 ve 4.7). Dizileme islemine tabi
tutulan 760 b¢’lik mtCOI gen bolgesi kapillerinin basta ve sonda (yaklasik 40 - 50 bg)
ayristirmay1 tam yapamamasindan dolay: yaklagik 600 bg’lik bolimii degerlendirmeye
almmigtir. Bu degerlendirilen kisim incelenen bireyin hangi biyotipe ait oldugunu
belirlemeye yetecek diizeyde DNA dizi bilgisi tasimaktadir. Incelenen mtCOI gen
bdlgesi dizilerinden elde edilen bilgiler referans B. tabaci biyotip bilgileri ile

karsilastirilmis ve tiim populasyonlarin B biyotipine ait olduklar1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. Konakli populasyonu kdr gen bolgesi (yaklasik 146 bg) niikleotit dizisine ait
ham floresans sinyalleri
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Sekil 4.7. Finike populasyonu ace bolgesi floresans veri Ornegi, yaklasik 241 bg
biiyiikliiglinde niikleotit dizisi 0rnegi
ace ve kdr lokuslar1 bakimmdan hassas popiilasyonda dahil olmak iizere tiim
popiilasyon bireylerinde yapilan DNA dizileme analizi sonucunda literatiirde
organofosfat direnci ile iliskilendirilen F331W, piretroit direnci ile iliskilendirilen

L9251 mutasyonlar1 saptanmustir. Piretroit diren¢ lokusunda bulunan ikinci mutasyon
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bolgesi T929V agisindan ise biitiin bireyler hassas alleli tasidiklar1 belirlenmigtir

(Cizelge 4.5). Bu lokusta her iki dayaniklilik allelini tastyan bireye rastlanmamistir.

Cizelge 4.5. Proje kapsaminda toplanan popiilasyonlarin ace ve kdr lokuslarinda allelik

durumlari

Taranan I otll((l:fsu kdr lokusu ;1;;(61‘31{ Al}aliz edilen
Populasyon Adi L. birey sayisi

F331W L9251 T929V  Biyotip

Finike RR RR rr B 8
Kumluca RR RR rr B 8
Serik RR RR rr B 8
Aksu RR RR rr B 8
Tosmur RR RR rr B 8
Konakl RR RR 1r B 8
Gazipasa RR RR 1 B 8
Kogarh RR RR rr B 8
Eski Konakli RR RR rr B 8
Eski Gazipasa RR RR 1 B 8

Tez kapsami igerisinde incelenen populasyonlarda F331W ve 19251
mutasyonlarmi tasimayan hassas bireyin saptanmamasi ve T929V lokusunda ise
dayanikli mutasyon alleline rastlanmamasi nedeniyle onceki yillarda toplanan (2004 -
2005 yillarma ait 6rnekler) ve - 20 °C de saklanan bireyler her iki lokus ve 3 mutasyon
bakimmdan DNA dizilemesine tabii tutulmustur. Taranan bu bireylerde de ace gen
bolgesindeki F331W mutasyonunun biitiin bireylerde var oldugu ve dolayisiyla
dayaniklilik allelinin populasyonlarda ¢ok dnceden sabitlendigi goriilmiistiir. kdr lokusu
acisindan ise bazi bireylerin L9251 mutasyonunu bakimindan heterozigot olduklari
goriilirken yeni toplanan populasyonlarda rastlanilmayan T929V dayaniklilik
mutasyonunun bazi bireylerde homozigot ya da heterozigot diizeyde var oldugu ortaya

konmustur (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Onceki yillarda farkli projeler kapsaminda toplanan (2004 - 2005)
beyazsinek bireylerinde ace ve kdr lokuslarmin allelik durumlari

Taranan Populasyon ace lokusu kdr lokusu
Adi F331W L9251 T929V
Aydin merkez RR Rr Rr
Silifke RR RR T
Ceyhan RR Rr Rr
Soke RR T RR
Dortyol RR RR T
Maras RR T RR
Kinik RR T T
Cobanli RR RR T
Giimiiskum RR RR Rr
Beylerbeyi 4 RR T RR
Beylerbeyi 8 RR T RR
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, biyoessey ve molekiiler veriler kullanilarak, metabolik ve
hedef bolge diren¢ mekanizmasina sahip organofosfat ile piretroit kimyasallarina kars1
gelisen direng, Antalya Bdlgesinden toplanan B. tabaci populasyonlar: {izerinde tespit
edilmeye calisilmistir. Giiniimiizde, beyazsinek tizerinde piretroit ve organofosfat grubu
insektisitlere direng ile mutasyonlar arasindaki iliski bir¢ok c¢alismaya konu olmustur

(Tsagkarakou vd 2009).

Direngli bireylerde, acel geni tarafindan kodlanan sinaptik acel iizerinde
F331W mutasyonu ortaya konmustur. Ayni zamanda biyoessey calismasinda kullanilan
chlorpyrifos-etyhl (organofosfat) insektisitine referans populasyon olarak kullanilan
eski Gazipasa populasyonu hari¢ tiim populasyonlarda LCqy dozu, tavsiye dozunun 0.2 -
2.9 kat fazla oldugu bulunmustur. Israil’de yapilan bir ¢alismada chlorpyrifos
insektisitine kars1 direngli B  biyotipi beyazsinek populasyon bireylerinde
asetilkolinesteraz aktivitesinin yogun oldugu tespit edilmistir (Byrne vd 1994). Tezde
calisilan tiim populasyonlarin B biyotipi olmasi ve bu mutasyonu tasimasiyla Alon vd
(2008) yaptiklar1 ¢alisma sonuglari ile paralellik tasidigr goriilmiistiir. Ayrica Alon vd
(2008), B biyotipinde yaptiklar1 biyokimyasal ve molekiiller ¢aligmalar sonucunda hem
hedef bolge hem de metabolik diren¢ mekanizmalarin etkinligi neticesinde organofosfat
grubuna direncin gelistigini ve F331W mutasyonunun ise hedef bolgede organik fosfath
ilaglara kars1 duyarsizliga sebep oldugunu vurgulamislardir. Fakat Q biyotipi yaninda B
biyotipi lizerinde de bu mutasyonu arayan Tsagkarakou vd (2009) Q biyotibinde
bulunan F331W mutasyonuna B biyotibinde rastlamadiklarini1 kaydetmislerdir. Bunun
nedeni Tsagkarakou ve arkadaslarinin odaklandiklar1 biyotibin Q biyotipi olup ve B
biyotipi beyazsineklerden yeterince ornek iizerinde calisilmamasi olabilir. Yuan vd
(2012) calismalarinda Q biyotipi olarak taradiklar1 tiim bireylerde F331W mutasyonuna
rastlamig ve genelde referans olarak kullanilan SUD-S populasyonu ile organofosfat
grubu insektisit esseyini karsilastirdiklarinda direncin yiliksek oldugunu goérmiislerdir.
Culex tritaeniorhynchus (Giles) tiirlinde acel geni ilizerinde organofosfat direncine
sebep olarak gosterilen F455W adli benzer bir mutasyon saptanmistir (Nabeshima vd
2004, Oh vd 2006). Oh vd (2006) yilinda C. tritaeniorhynchus tiirii lizerinde yaptiklari

calismada, organofosfat bilesimlerine karst F331W mutasyonunun asetilkolinesteraz
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enzimine hassiyetin azalmasina neden oldugu belirtilmistir. B. tabaci tiiriinden baska D.
melanogaster, Aedes aegypti (Linnaeus) ve M. domestica tiirleri iizerinde yapilan
calismalarda F429W adli mutasyonun organofosfat insektisit grubu kimyasallara kars1

direncin arttig1 yoniindedir (Mutero vd 1994, Vaughan vd 1997, Kozaki vd 2001a).

Bir¢ok ¢aligmanin odak noktasini olusturan IIS4 - 6 bolge mutasyonlari, kdr
lokusundaki birden ¢ok nokta mutasyona ve bu mutasyonlarin piretroit grubu
insektisitlere kars1 dirence dikkat ¢ekilmektedir (Morin vd 2002, Vais vd 2000, Alon vd
2006, Roditakis vd 2006, Tsagkarakou vd 2009). Calismamizda bu lokusa ait
Tsagkarakou vd (2009) calismasinda belirtigi gibi L9251 ve T929V mutasyonlar1 tespit
edilmistir. Biyoessey yontemiyle populasyonlar iizerinde test edilen ‘cypermethrin’ ve
‘deltamethrin’ piretroit grubu insektisitlerine yiiksek diizeyde direng gelistigi
goriilmiistiir. Yapilan biyoessey yoOntemiyle referans populasyonlar ve hassas
populasyon Kogarli’da dahil olmak tizere LCyy degerinin cypermethrin tavsiye dozu (75
mg e.nm/L) ile deltamethrin tavsiye dozundan (25 mg e.m./L) olduk¢a yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Biyoessey verilerimizle paralel olarak, Cahill vd (1995) cypermethrin’e,
Ahmad vd (2002) deltamethrin piretroitine ¢alistiklar1 beyazsinek populasyonlarinin
oldukca yiiksek diizeyde diren¢li olduklarini belirtmislerdir. kdr lokusunda bulunan
L9251 mutasyonu ilk olarak Morin vd (2002) tarafindan rapor edilmis ve piretroit
direncine dikkat ¢ekmiglerdir. Alon vd (2006) ile Tsagkarakou vd (2009) Q ve B
biyotibinde, Roditakis vd (2006) yilinda B biyotibinde L9251 ve T929V
mutasyonlarmin her ikisini veya birini tespit etmislerdir. Bu caligmalarda elde edilen
kdr bolgesi mutasyonlar1 ve piretroit grubu insektisitlerin biyoessey sonuglari
calismamizdaki sonuglarla paralel diizeydedir. Tez ¢alismasinda da oldugu gibi
Roditakis vd (2006) L9251 ve T929V mutasyonlarini bireylerde ayr1 ayr1 tespit etmisler,
ancak ayni bireyde her iki mutasyona birlikte rastlamadiklarmni bildirmislerdir.
Calismamizda da tiim popiilasyonlarin L9251 mutasyonu bakimindan homozigot
dayanikli (RR) ve T929V mutasyonu bakimindan homozigot hassas (rr) oldugu tespit
edilmigtir. Ancak, 2004 ve 2005 yili beyazsinek Orneklerinde birka¢ bireyin kdr
lokusunda iki mutasyon bakimindan heterozigot olduklar1 goriilmiistiir. Alon vd (2006)
yaptiklar1 ¢aligmada L[9251 mutasyonunun hem B ve hem de Q biyotipinde
bulundugunu, fakat T929V mutasyonun sadece Q biyotipi bireylerde tespit edildigini
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bildirmiglerdir. Bu sonu¢ yapilan birka¢ farkli calismadaki sonuglarla paralellik
gostermektedir (Roditakis 2006, Alon 2008, Tsagkarakou 2009, Yuan 2012).

Popiilasyonlarin tespit edilen biyoessey sonuclarinda (6zellikle cypermethrin
icin) direng diizeylerinin (DDsy ve DDg) oldukca yiiksek olmasi L9251 mutasyonu ile
piretroit direnci arasindaki paralelligi desteklemektedir. Fakat Alon vd (2006) kdr
lokusundaki bilinen mutasyonlarin piretroit direncine tek basma avantaj
saglayamayacagini metabolik dayanikliligin daha O6nemli oldugunu bildirirken,
Tsagkarakou vd (2009) c¢alismalarinda bu sonuca atifta bulunarak, mutasyonlarin
etkisinin metabolik diren¢ mekanizmasi tarafindan maskelenmis olabilecegi yargisini

savunmuslardir.

Tez calismasi igerisinde elde edilen sonuglar, uzun yillardan beri kullanilan
piretroit ve organofosfat grubu insektisitlerin nokta mutasyonlarmin {lkemizdeki
populasyonlarda da yaygin oldugunu ve denemeye alman pestisitlerin arazi

etkinliklerinin diisiik kalacagina isaret etmektedir.
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6. SONUC

Akdeniz bolgesinde kullanilan organofosfat ve piretroit grubu insektisitlere karsi
olusan direng, dncelikle biyoesseylerle saptanmistir. Biyoessey calismalart molekiiler
yontemlerle desteklenmistir. Sanger dizi analiz yontemi ile dizileme yapilarak ace ve
kdr gen bolgesinde bilinen biitiin nokta mutasyonlarin bolgemizdeki populasyonlardaki
yayginlig1 ortaya konmustur. Birgok tiirde yapilan g¢aligmalarla paralellik gosteren
sonuclar1 desteklenmek i¢in direngli ve hassas populasyon ayrimmin yapilabildigi Bsrl

ve Ddel kesim enzimleri ile kesim yapilarak bu dizileme verileri desteklenmistir.

Diren¢ calismalarinda genel olarak cypermethrin, deltamethrin, chlorpyrifos-
ethyl ve thiamethoxam insektisitlerine karsi Antalya popilasyonlarmin hassas

populasyona gore direngli oldugu gozlenmistir.

Calismada ulagilan sonuclar su sekilde 6zetlenebilir:

1. Tim populasyon diren¢ diizeylerinin, cypermethrin icin 2.2 - 164.5
arasinda, deltamethrin i¢in 0.3 - 2.9 arasinda, chlorpyrifos-ethyl i¢in 0.2 -

2.9 arasinda ve thiamethoxam i¢in 0.3 - 48.6 kat arasinda degismistir.

2. Neonikotinoit, thiamethoxam diren¢ diizeyinin son 3 yil icerisinde

kontrol saglanamayacak diizeye ulagsmis oldugu goriilmiistiir.

3. Tiim populasyonlarin mtCOI gen bolgesi taranmis ve referans B. tabaci
biyotip bilgileri ile karsilastirilarak populasyonlarin B biyotipine ait
olduklar1 tespit edilmistir.

4. Hassas popiilasyonda dahil olmak tizere ace lokusu bakimindan tiim
poplilasyon  bireylerinde literatiirde  organofosfat  direnci ile

iliskilendirilen F331W mutasyonu ve

5. kdr lokusu bakimmdan piretroit direnci ile iligkilendirilen L9251

mutasyonu saptanmistir.

6. Piretroit diren¢ lokusunda bulunan ikinci mutasyon bdlgesi T929V

acisindan ise biitlin bireyler hassas alleli tagidiklar1 belirlenmistir.
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7. kdr lokusunda her iki dayaniklilik allelini tagiyan bireye rastlanmamastir.

Antalya Bolgesi tarla ve Ortiialtinda yetistirilen iirlinlere ariz olan B. fabaci tiirii
miicadelesinde organofosforlu ve piretroit grubu insektisitlerin kullanilmasinin zararlh
iizerinde tam etkili olmayabilecegi sonucuna varilirken, neonikotinoit, thiamethoxam
icin beyazsinek populasyonlarmin arazi sartlarinda son yillarda bu pestisite daha fazla
maruz kaldigma ve son 3 yil igerisinde diren¢ diizeyinin kontrol saglanamayabilecek
diizeye ulastig1 goriilmektedir. Uygulama alanlarinda direngle iligkilen mutasyonlarin
etkisinde kalmamak i¢in, B. tabaci miicadelesinde secilecek insektisitlerin

asetilkolinesteraz veya sodyum kanal etki mekanizmali olmamasina dikkat edilmelidir.
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