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OZET

PAMUK BEYAZSINEGI Bemisia tabaci (Genn.) (Hemiptera: Aleyrodidae)’NiN
B VE Q BIYOTIPLERININ FARKLI INSEKTISITLERE DIRENC
GELISTIRME POTANSIYELLERI VE ENZIM AKTIVITELERININ
BELIRLENMESI

Utku YUKSELBABA

Damisman: Prof. Dr. Hiiseyin GOCMEN
Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Ocak 2015, 77 Sayfa

Calismada tropik ve subtropik bolgelerde genis yayilim gosteren, bircok sebze
ve siis bitkileri iizerinde 6nemli zarara neden olan, polifag zararli pamuk beyazsinegi
Bemisia tabaci (Genn.)’nin B ve Q biyotiplerinin insektisitlere diren¢ gelistirme
potansiyelleri ve enzim aktiviteleri belirlenmistir.

Calismada kullanilan beyazsinek popiilasyonlarmin biyotipleri mitokondriyal
sitokrom oksidaz I gen (mtCOI) bdlgesinin sekansina gore belirlenmistir.

B ve Q biyotiplerinin lethal konsantrasyon (LCso) degerlerinin belirlenmesi igin
cypermethrin ergin donemine, spiromesifen 1.nimf donemine, imidacloprid ergin
dénemine ve pyriproxyfen beyazsinek yumurtalarina yaprak daldirma metoduyla farkli
dozlarda, uygulanarak belirlenmistir. Biyotipler; ayn1 metodla herbir insektisit ile ayr
ayr1 seleksiyona da tabi tutulmustur. Cypermethrin ile bes seleksiyon sonunda Q
biyotipi 213 kat, B biyotipi 1.35 kat diren¢ gelistirmistir. Spiromesifen ile sekiz
seleksiyon sonunda Q biyotipi 2 kat, B biyotipi 3. 5 kat direng gelistirmistir.
Pyriproxyfen ile yedi seleksiyon sonunda Q biyotipi 15.3 kat, B biyotipi 4 kat direng
gelistirmistir. Imidacloprid ile seleksiyon sonunda B ve Q biyotiplerinde direng gelisimi
gozlemlenmemistir.

Seleksiyon biyoassaylari sonunda biyotiplerin esteraz (EST) aktivitesi,
glutathion S-Transferaz (GST), sitokrom P450 Monooksigenaz (P450) ve
asetilkolinesteraz (AChE) aktivitelerindeki degisimler de belirlenmistir.

EST aktivitesi cypermethrin seleksiyonu sonunda Q biyotipinde 128 kat, B
biyotipinde 1.35 kat; spiromesifen seleksiyonu sonunda Q biyotipinde 21.5 kat, B
biyotipinde 1.61 kat; pyriproxyfen seleksiyonu sonunda Q biyotipinde 22 kat, B
biyotipinde 1.60 katlik artis gozlemlenmistir. EST aktivitelerindeki artiglar Q
biyotipinde istatiskiki olarak onemli olurken B biyotipinde istatistiki olarak Onemsiz
bulunmustur. Imidacloprid seleksiyonu sonunda B ve Q biyotiplerinin EST
aktivitelerinde degisim olmamustir.

AChE aktivitesi cypermethrin seleksiyonu sonunda Q biyotipinde 1.69 Kat,
biyotipinde 1.71 kat; spiromesifen seleksiyonu sonunda Q biyotipinde 2.26 Kkat,
biyotipinde 2.50 kat; pyriproxyfen seleksiyonu sonunda Q biyotipinde 1.92 Kat,
biyotipinde 1.83 kathik artis gozlemlenmistir. AChE aktivitelerindeki artiglar Q ve
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biyotiplerinde istatistiki olarak énemli bulunmustur. Imidacloprid seleksiyonu sonunda
B ve Q biyotiplerinin AChE aktivitelerinde degisim olmamustir.

P450 aktivitesi cypermethrin seleksiyonu sonunda Q biyotipinde 1.91 kat, B
biyotipinde 1.28 kat; spiromesifen seleksiyonu sonunda Q biyotipinde 1.77 kat, B
biyotipinde 1.08 kat; pyriproxyfen seleksiyonu sonunda Q biyotipinde 1.72 kat, B
biyotipinde 1.33 katlik artis g6zlemlenmistir. P450 aktivitelerindeki artislar Q
biyotipinde istatistiki olarak 6nemli olurken B biyotipinde pyriproxyfen harig istatistiki
olarak 6nemsiz olmustur. Imidacloprid seleksiyonu sonunda B ve Q biyotiplerinin P450
aktivitelerinde degisim olmamustir.

GST aktivitesinde ise tim seleksiyonlarda negatif yonde degisim tespit
edilmistir.

Sonug¢ olarak B biyotipinin direng gelistirme kabiliyetinin kisithi oldugu, Q
biyotipinin 6zellikle cypermethrin ve pyriproxyfen’e B biyotipine gore kisa siirede daha
fazla direng gelistirebilme kabiliyetinde oldugu goriilmiistiir. Cypermethrin,
pyriproxyfen ve spiromesifen ile seleksiyonlar sonunda Q biyotipindeki en fazla artis
EST aktivitesinde goriilirken, B biyotipindeki EST aktivite degerleri yliksek olarak
gozlemlenmistir ancak aktivitedeki artis sahip oldugu direng yiiziinden kisith kalmistir.
Cypermethrin, pyriproxyfen ve spiromesifen direncinde EST aktivitesinin ana direng
mekanizmasi oldugunu, AChE ve P450 aktivitelerininde verilere gore diisik oranda
diren¢ mekanizmasinda etkili oldugu, Q biyotipindeki direng kabiliyetinin sahip oldugu
yiiksek EST aktivitesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Cypermethrin, imidacloprid, pyriproxyfen, spiromesifen,
insektisit direnci, Bemisa tabaci, biyotip, Esteraz,
Glutathion S-Transferaz, sitokrom P450
Monooksigenaz, Asetilkolinesteraz
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE RESISTANCE DEVOLOPING POTENTIAL TO
DIFFERENT INSECTICIDES AND THE ENZYM ACTIVITIES OF THE
BIOTYPES B AND Q OF COTTON WHITEFLY Bemisia tabaci (Genn.)
(Hemiptera:Aleyrodidae)

PhD Thesis in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin GOCMEN
January 2015, 77 pages

Cotton whitefly Bemisia tabaci (Genn.) is an polyfagous pest that is widely
distributed in tropical and subtropical regions. In this study, we determined resistance
developing potential to insecticides and enzyme activities of the biotypes B and Q of
B. tabaci.

We identified the biotypes of B. tabaci populations by sequence analysis of
Mitochondrial cytochrome oxidase I (mtCOl) region.

After determination of biotypes, leaf dip bioassays were used to calculate initial
lethal concentration (LCso) values of the biotypes. Cypermethrine and imidacloprid
were applied to adult stage, spiromesifen to first nymph stage, and pyriproxyfen to eggs
of whitefly in different concentrations to calculate LCso values. Selection biyoassays
were done as described above. After five times selection with cypermethrine, the
resistance to cypermethrine was increased by 213 fold in Q biotype, 1.35 fold in B
biotype. After selection with spiromesifen eight times, the resistance to spiromesifen
resulted in 2 fold increase in Q biotype, 3.5 fold in B biotype. After selection with
pyriproxyfen seven times, the resistance to pyriproxyfen was increased by 15.3 fold in
Q biotype, 4 fold in B biotype. After selection with imidacloprid, the resistance
development on biotype B and Q has not been noticed.

At the end of the selection bioassays, change in the activities of Esterases,
Glutathione S-Transferases (GST), Cytochrome P450 Monooxygenases (P450) and
Acetylcholinesterases (AChE) of biotypes were determinated.

Esterase activities with cypermethrin selection was increased by 128 fold in Q
biotype, 1.35 fold in B biotype; spiromesifen selection by 2.15 fold in Q biotype,
1.61fold in B biotype; pyriproxyfen selection by 22 fold in Q biotype, 1.60 fold in B
biotype. The changes in esterase activities were statistically significant in Q biotype but
not in B biotype. After selection with imidacloprid, there were no significant difference
in EST activities of both B and Q Biotypes.

AChE activities with cypermethrin selection was increased by 1.69 fold in Q
biotype, 1.71 fold in B biotype; spiromesifen selection by 2.26 fold in Q biotype, 2.50
fold in B biotype; pyriproxyfen selection by 1.92 fold in Q biotype, 1.83 fold in B
biotype. The changes in AChE activities were statistically significant in both Q and B
biotypes. After selection with imidacloprid, there were no significant difference in
AChE activities of both B and Q Biotypes.



P450 activities with cypermethrin selection was increased by 1.91 fold in Q
biotype, 1.28 fold in B biotype; spiromesifen selection 1.77 fold in Q biotype, 1.08 fold
in B biotype; pyriproxyfen 1.72 fold in Q biotype, 1.33 fold in B biotype. The changes
in P450 activities were statistically different in Q biotype but no statistically difference
in B biotype expect pyriproxyfen selection. After selection with imidacloprid, there
were no significant difference in P450 activities of both B and Q Biotypes.

The changes in GST activities resulted in decrase in all insecticides selections.

In conclusion, the resistance developing potential of B biotype is limited.
Biotype Q has ability to develop more resistance to cypermethrine and pyriproxyfen in
a short period of time compared with biotype B. After selections of biotype Q with
cypermethrine, pyriproxyfen and spiromesifen, the results showed that there was higher
increase in EST activities. The EST activity value of biotype B was found to be high but
increase in the activity was limited as a result of its resistance. According to our results
Esterase activity is the main resistance mechanism of cypermethrin, spiromesifen and
pyriproxyfen resistance, AChE and P450 activities has a limited role in the resistance
mechanism, the resistance capability of biotype Q was as a result of its high Esterase
activity.

KEYWORDS: Cypermethrine, imidacloprid, pyriproxyfen, spiromesifen insecticide
resistance, Bemisa tabaci, biotype, Esterase, Glutathione S-
Transferase, cytchrome P450 Monooksigenase, Acetylcholinesterase

COMMITTEE: Prof. Dr. Hiiseyin GOCMEN (Supervisor)
Prof. Dr. Fehmi GUREL
Prof. Dr. Levent UNLU
Asst. Prof. Dr. Fatih DAGLI
Asst. Prof. Dr. Cengiz IKTEN



ONSOZ

Pamuk beyazsinegi Bemisia tabaci (Genn.) tropikal ve subtropikal bolgelerde
genig yayilim gosteren polifag bir zararlhidir. Birgok biyotipinin tanimlanmis olmasi ile
tirler kompleksi olarakta kabul edilmektedir. B ve Q en yaygin iki biyotipdir. Biyotipler
morfolojik olarak benzerdirler fakat yasam dongiileri, biyokimyasal ve fizyolojik
Ozellikleri bakimindan farklidir. Biyotip ayriminda daha saglikli sonu¢ vermesi nedeni
ile molekiiler yontemler 6n plana ¢ikmaktadir. B. tabaci tiirler kompleksi olarak
bilinmesinin yaninda insektisitlere karsi hizli direng gelistirme potansiyeline sahiptir.
Farkl: insektisitlere kars1 direng gelistirmesinde farkli enzim aktivitelerinin rol oynadigi
cesitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir.

Yapilan calismada iilkemizde ve diinyada O6nemli zarara neden olan, direng
problemi nedeni ile miicadelesinde zorluklarla karsilagilan B. tabaci B ve Q
biyotiplerinin insektisitlere direng gelistirme potansiyelleri ve enzim aktiviteleri
belirlenmistir.

Calisma  konusunun  belirlenmesinde, arastirmanin  ylriitilmesi  ve
degerlendirilmesine kadar her agamada, giivenini ve tam destegini hissettigim degerli
hocam ve danismanim saym Prof. Dr. Hiiseyin GOCMEN’e, calisma esnasinda yakin
desteklerini aldigim hocalarim, Sayin Yrd. Dog. Dr. Fatih DAGLI ve Sayin Yrd. Dog.
Dr. Cengiz IKTEN’e, ayn1 zamanda Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimine tesekkiirlerimi sunarim. Gosterdikleri fedakarliktan ve
desteklerden dolayr ailem Necla & Ali ihsan YUKSELBABA’ya, tez yazim
asamasinda manevi desteginden ve yardimlarindan dolay1 esim Cansu
YUKSELBABA *ya, tesekkiir etmeyi bir borg bilirim.
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1. GIRIS

Insektisitlerin yogun ve bilingsiz kullanimi zararli boceklerin insektisitlere kars
direng gelistirmelerine neden olmakta, bunun sonucunda da bdceklerle miicadelede
basar1 azalirken dnemli {iriin kayiplar1 meydana gelmektedir. Insektisit direnci her
defasinda daha fazla kimyasal kullanimina yol agmakta, bu da hedef olmayan dogal
diismanlar1 ve diger tiirleri etkileyerek dogal dengenin bozulmasina, kalinti
problemlerine ve ¢evre kirliligi gibi ekolojik sorunlara neden olmaktadir.

Pamuk beyazsinegi Bemisia tabaci (Genn.) tropikal ve subtropikal bolgelerde
genis yayilim gosteren, birgok sebze ve siis bitkileri tizerinde 6nemli zarara neden olan
polifag bir zararlidir (Frohlich vd 1999, De Barro vd 2000). B. tabaci tiir kompleksi
yeni konukgulara ve cografik bolgelere kolay adapte olmasi sayesinde Antartika
istisnast disinda diinyanin biitiin bolgelerinde rapor edilmis ve 600 bitki tiiri ile
iliskilendirilmistir. Bitkide beslenmesi sonucunda %50’ye yakin iirlin kaybina ve
beslenme sonucunda balli madde salgilayarak fumajine neden olmaktadir. Aym
zamanda ¢esitli bitki viriislerinin vektortdiir (Horowitz vd 2003).

B. tabaci biyotipleri morfolojik olarak benzerdirler fakat yasam dongiileri,
biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri bakimindan farklidir ve bu farkliliklarda konukg¢u
bitki tercihlerine ve viriis tasima kapasitelerine etki etmektedir, ayn1 zamanda bazi
konukgu bitkilerde fizyolojik degisimlere neden olmaktadir. Perring (2001) 41 farkli B.
tabaci popiilasyonunun ¢alisildigini ve bunlardan 24 tanesinin spesifik biyotip olarak
isimlendirildigini 17 popiilasyonun ise isimlendirilmedigini belirtmistir. Bu biyotipler
esteraz profilleri ve biyolojik karakterler (mtCOI veya ribosomal ITS1 DNA sekanslari)
kullanilarak tanimlanmustir (Costa ve Brown 1991, Bedford vd 1994, Brown vd 1995,
Frohlich vd 1999). Bir¢ok biyotipin diinyanin farkli bolgelerinde tanimlanmasi B.
tabaci’nin tiirler ve biyotipler kompleksi oldugunu gostermektedir (Perring 2001,
Abdullahi vd 2003).

Giliney Avrupa ve Orta Doguda en genis yayilim gosteren B ve Q biyotipleridir
(Guirao vd 1997). Her iki biyotip genis konukg¢u dagilimi, hizli popiilasyon artis1 ve
insektisitlere kars1 direng gelistirme kabiliyeti gostermektedir (Horowitz vd 2005). B
biyotipi Avustralya’da ilk olarak 1994 yilinda tespit edilmistir, genis cografik yayilis
gostermekle birlikte yayildigr alanlarda istilaci oldugu ileri siiriilmekte ve beyazsinek
tiirleri arasinda en genis konukgu dagilimma sahiptir. Q biyotipinin yayilis1 iber
yarimadasi ile smirlanmis fakat son zamanlarda Akdeniz iilkelerinde belirlenmistir
(Brown vd 1995, Gunning vd 1995, Brown vd 2000, Palumbo vd 2001, Nauen vd
2002). Son zamanlardaki yaymlamamis sonuglar bir¢cok iilkede Q biyotipinin B
biyotipinin yerini aldigin1 géstermektedir (Mahadav vd 2009).

Kimyasallarin yaygin olarak kullanilmasi sonucunda B. tabaci populasyolari
organik fosforlular, piretroidler, neonikotinoidler, karbamatlilar gibi insektisitlere ve
bocek biiyiime diizenleyicilerine kars1 direng gelistirmistir (Denholm vd 1996, Horowitz
vd 1998, Elbert ve Nauen 2000). Biyotiplerin farkli biyolojik 6zelliklerinin, biyotiplerde
insektisitlere karsi diren¢ ve hassasiyete neden oldugu veya katki sagladigi one
stirilmektedir (Brown vd 1995, Costa vd 1993, Beitia vd 1997, Devine vd 2004).



Insektisit direnci “aymi tiirlerin normal popiilasyon larindaki bireylerin
cogunluguna etki eden lethal doza karsi bocek popiilasyon nunun hayatta kalma
kabiliyeti” olarak tanimlanabilir (Anonim 1957). Boceklerde insektiside karsi direng
cesitli mekanizmalarla agiga ¢ikmaktadir. Ik olarak kiitikula vasitasiyla insektisidin
organizmaya girisi engellenmektedir. Eger insektisit organizmaya girerse Target-site
(hedef bolge) veya metabolizmada degisim meydana gelir ve sirastyla hedef bolge
duyarhiliginin azalmasi sonucu dayaniklilik veya metabolik dayaniklilik olarak ortaya
¢ikmaktadir (Ahmad 2007).

Organofosfatlar, bocek sinir sisteminde asetilkolinesteraz (AChE) enzimini
inaktivite ederek bocegin felg olmasi ya da 6lmesine sebep olur (Nauen vd 2001).
Organofosfatlara karst dayaniklilik mekanizmalari, nokta mutasyonlar (Point)
sonucunda AChE’nin Organofosfatlara karsi duyarliligmin azalmasi ve insektisidin
sitokrom P450 monooxygenases (P450), glutathione-S- transferaz (GST) ve esteraz
(EST) enzimlerinin en az bir tanesi ile detoksifiye edilmesidir. Organofosfatlara kars1 B.
tabaci’de dayaniklilik mekanizmasi, insektisite karst hedef bolgenin duyarliliginin
degismesi veya karboksilesteraz’in fazla c¢alismast  sonucunda insektisitin
detoksifikasyonu olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Neonikotinoidler, imidaclopridin ticari amagla satisa sunulmasindan beri en hizl
biiyliyen insektisit grubudur. Neonicotinoidlere direng ve cross resistance (¢apraz
direng) Ispanya’nin giineyindeki Almeria bolgesinde bulunan seralardaki Q
biyotiplerinde ve Italya ile Almanya’da baz1 Q biyotipi popiilasyonlarinda goriilmiistiir
(Elbert ve Nauen 2000, Nauen vd 2002). Detoksifikasyon neonicotinodilere kars1 B.
tabaci’de ana dayaniklilik mekanizmasidir. Monooxygenase enzim aktivitesinin
beyazsinekte dayanikliliktan sorumlu oldugu goriilmekte ve sitokrom P450 genlerinin
overexpresyonu (fazla caligmasi) sonucunda neonicotinoidlere karst direng
gelismektedir. Neonikotinoidlere karsi direngte hedef bolge duyarlilik mekanizmas: B.
tabaci’ de goriilmemektedir (Rauch ve Nauen 2003).

Birgok ¢alismada bazi bilesiklere kars1 dayaniklilik sorunu belirtilmektedir ve bu
nedenle ozellikle hedef zararliya etkili olan ve ¢evreye diisiik toksik etki gdsteren yeni
kimyasal bilesiklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Tetronik asid tirevleri yeni gelistirilen
insektisit smufidir. Tetronik asitler beyazsineklere etki etmektedirler. Etki
mekanizmalari lipid metobolizmasi enzimi olan asetil-CoA-karboksilaz’1 inhibe ederek
toplam lipidde diisiise neden olarak ortaya ¢ikmaktadir (Bretschneider vd 2003, Nauen
vd 2005).

Piretroidler bitkilerde dogal olarak bulunan ndrotoksinlerin sentetik olarak
tiretilmesiyle elde edilen insektisitlerdir (Narahashi 1989). Morin vd (2002)
pyretroidlerin Para- tip voltage gated sodyum kanal lokusuna etki ettigini ve direncin bu
lokusdaki genlerin mutasyonu ile alakali oldugunu, molekiiler ¢alismalarin pyretroidlere
karst direncin daha iyi anlasilmasina, goézlemlenmesine ve yonetilmesine olanak
sagladigin1 belirtmislerdir. Pyretroidlere karsi B. tabaci’de direng detoksifikasyon
sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Karboksilesterazlar ve sitokrom P450 monooxygenases
metabolik direncte rol oynamaktadir. Ilave olarak direngte hedef bolge duyarlilig1 da rol
oynamaktadir (Morin vd 2002).



Insektisitlere karsi direng B. tabaci B ve Q biyotiplerinde degisiklik
gostermektedir (Horowitz vd 2005). Roditakis vd (2009) Yunanistan’da Luo vd (2009)
ise Cin’de Q biyotipi popiilasyonlarinin insektitistlere direng durumunu arastirmiglardir.
Rauch ve Nauen (2003) 1999-2002 seneleri arasinda araziden topladiklar1 B. tabaci B
ve Q biyotiplerinin neonicotinoidlere kars1 direng diizeylerini ve biyokimyasal enzim
aktivitelerini ¢alismiglardir. Horowitz vd (2005) ¢alismalarinin bir boliimiini olusturan
denemede B ve Q biyotiplerini neonicotinoidlerle agik arazide selekte ederek direng
gelistirmigler ve Q biyotipinin diren¢ konusunda daha baskin oldugunu sdylemislerdir.
Roditakis vd (2006) piretroid direncindeki mutasyonlar1 ¢alismislardir. B. tabaci para
tip sodyum kanal1 lizerindeki mutasyonlar1 belirlemislerdir. Kontsedalov vd (2008)
spiromesifenin B biyotipi gelisme evreleri lizerindeki etkisini ¢alismislardir. Erginde
toplam %40 Olim oran1 sergilerken yumurta ve birinci nimfte etkili oldugunu
belirtmislerdir. Ma vd (2010) pyriproxyfen direncinde metabolik mekaizmay1 araziden
topladiklar1 B biyotipi ve laboratuarda pyriproxyfen ile selekte ettikleri Q biyotipinde
arastirmiglardir.  P450 ve GST’nin pyriproxyfen direnciyle iliskili oldugunu
bildirmislerdir. Horowitz ve Ishaaya (2014) israil’de 2003 ile 2012 yillar1 arasinda
sorvey yapmislardir. Erken sezonda B biyotipini yogun olarak tespit etmelerine ragmen
sezon sonuna dogru Q biyotipinde belirgin bir artis gdzlemlemislerdir. Israil’de
pyriproxyfene yiiksek direncin Q biyotipi ile iligkili oldugunu belirtmislerdir. Dagh vd
(2007) B. tabaci’nin Akdeniz ve Ege popiilasyonlarinin insektisitlere duyarliligini
arastirmistir.

Bu calismalardan da anlasilacagi tizere B. tabaci B ve Q biyotiplerinin
insektisitlere karsi belirli bolgedeki direng durumlart g¢aligilmistir. Ancak B ve Q
biyotipinin diren¢ gelistirme potansiyellerinin ve direncte rol oynayan enzim
aktivitelerinin karsilastirilmasi iizerine ¢alisma fazla yapilmamistir. Ulkemizde B ve Q
biyotiplerinde insektisitlere diren¢ ve direng gelistirme oranlarinin karsilastirilmast ve
direncin enzim aktivitesi ile iliskisi {izerine ¢alisma bulunmamaktadir. Ulkemizde ve
diinyada 6nemli zarara neden olan direng¢ problemi nedeni ile miicadelesinde zorluklarla
karsilasilan B. tabaci biyotiplerinin direng gelisimindeki roliinii, direngte enzim
aktivitelerinin degisimini belirlemek ve ayni zamanda iilkemizde bu konudaki literatiir
eksigini gidermek ilizere B ve Q biyotiplerinin insektisitlere direng gelistirme
potansiyelleri ve enzim aktiviteleri belirlenmistir. Calismada beyazsinekle miicadelede
kullanilan farkli insektislere karsi B. tabaci’nin B ve Q biyotiplerinde seleksiyonla
direng gelistirilmeye ¢alisilmis ve direng diizeylerine bakilarak biyotiplerin direng
gelistirme oranlar1 kiyaslanmistir. Calismada ayn1 zamanda direngli bireylerdeki enzim
aktiviteleri belirlenmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMASI
2.1. Bemisia tabaci

Bilimsel isim: Bemisia tabaci (Gennadius)
Sinonimleri : Bemisia gossypiperda Misra & Lamba
Bemisia longispina Priesner & Hosny
Bemisia nigeriensis Corbett
Genel isimleri: Tiitliin beyazsinegi, pamuk beyazsinegi, tatli patetes beyazsinegi

Bemisia cinsi 37 tiir igermekte ve Asya orijinli oldugu diistiniilmektedir. B.
tabaci muhtemelen Hindistan orijinlidir ve morfolojik farkliliklarinin  kabul
edilmesinden dnce birgok farkli isim altinda tanimlanmistir (Anonim 2014a). ik kez
Aleurodes tabaci olarak tiitiin tizerinde Yunanistan’da tanimlanmistir (Perring 2001).

[lk raporlara gore B. tabaci B biyotipi 1980’lerin ortalarinda goriilmiistiir.
Giumiisiyaprak beyazsinegi veya poinsettia irki olarak ve farkli tiir B. argentifolii olarak
isimlendirilmistir. B biyotipi bazi bitki tiirlerinde kabaklarda (Cucurbita) giimiisiyaprak
gibi fitotoksik etkilere neden olabilmektedir. Q biyotipi olarak isimlendirilen diger
biyotip 1990’larin sonunda Akdeniz havzasinda Ozellikle tarimsal iriinler tizerinde
yaygin ve miicadelesi zor hale gelmistir (Anonim 2014a).

2.1.2. Biyoloji

Yumurtalar genellikle dairesel gruplar halinde, genis tarafi yapraklarin
alttarafinda yiizeye dokunacak sekilde ve yapraga dik sekilde birakilir. Yumurtalar
bir¢ok diger aleyrodidlerde oldugu gibi dokuda disi tarafindan agilan ince yariga
sokulan pedicel (sap) ile tutturulurlar (stomalara tutturmazlar) (Anonim 2014a).

Acildiktan sonra birinci nimf veya hareketli nimf yassi, oval ve pul benzeridir.
Birinci nimf bu bocegin hareketli olan ergin éncesi tek evredir. Yumurtadan ¢iktiktan
sonra beslenmek i¢in uygun bir yer buluncaya kadar yapragin alt yiizeyinde hareket
eder, bunu bacaklarin1 kaybeden bir deri degistirme takipeder ve nimf hareketsiz
duruma gecer. Bu yiizden geri kalan nimf donemlerinde hareket etmez. Ilk {ic nimf
evresinin herbiri 2-4 giin arasinda son bulur. Doérdiincii nimf evresi ‘pupa’ olarak
isimlendirilir (Anonim 2014a).

Ergin, pupa yiizeyinde ‘T’ seklinde yirtik agarak ¢ikar ve abdomende bulunan
salg1 bezlerinden ¢ikan mumsu madde ile bulanmaya baslamadan birka¢ dakika once
kanatlarini gerer. Disinin yasam siiresi 60 giin kadar olabilmektedir. Erkegin 6dmrii ise
genellikle daha kisadir, 9 ila 17 giin arasinda olmaktadir. Herbir disi yasam siiresi
boyunca 160 yumurtaya kadar yumurtlayabilir. Bir yil icerisinde 11-15 arasinda dol
verebilir (Anonim 2014a).



2.1.5. Konukcular

Su ana kadar B. tabaci tropikal ve sub-tropikal iilkelerdeki tarla {irlinlerinin ana
zararlis1 olarak bilinmektedir. Kasava (Manihot esculenta), pamuk (Gossypium), tatli
patates (Ipomoea batatas), tiitiin (Nicotiana) ve domates (Lycopersicon esculentum)
aralarinda oldugu karmasik konukgu bitki dagilimina sahip olup, 63 familya i¢indeki
bitki tiirleri konuk¢usudur (Anonim 2014a).

2.1.6. Ekonomik zarari

B. tabaci diinyanin 1liman boéliimlerindeki pamuk ve diger tropikal veya yari-
tropikal iriinlerin minor zararlisi olarak bilinmektedir. Erginlerin ve nimflerin
beslenmesi yaprak yiizeyinde goriilen klorotik beneklere sebep olmaktadir.
Popiilasyonun yogunluguna bagli olarak bu benekler birleserek tiim yaprak yiizeyinin
sararmasina neden olabilmektedir. Bu sekildeki yapraklar daha sonra dokiilmektedir.
Nimflerin beslenmesi sonucunda aciga ¢ikan ballt madde yaprak yiizeyini kaplar ve
kolonize olan kiifler nedeniyle fotosentez potansiyelinde diisiis olur. Balli madde ayni
zamanda ciceklerin giizelligini bozabilmekte ve pamukta oldugu takdirde liflerin
islenmesinde problemlere yol agabilmektedir. Yogun bulagikliklarda bitki boyu, bogum
sayist, iiriin kalitesi ve miktari etkilenebilmektedir (Anonim 2014a).

Virlis vektorii B. tabaci cubuk-sekilli DNA virlisiinin ve Geminivirus,
Closterovirus, Nepovirus, Carlavirus, Potyvirus cinsleri i¢inde 60’tan fazla bitki
virlistiniin vektoriidiir.

Ergin B. tabaci yeteri kadar ugcamamaktadir. Fakat oncelikle hava kaynakli
olarak epey uzak mesafelere riizgar yardimiyla ugabilmektedir. Zararlinin her evresinin
bitki materyallerinin {izerinde ve konukcu tiirlerin ¢igeklerinin kesilmesi yoluyla
tasinmast muhtemeldir (Anonim 2014a).

2.2. Bemisia tabaci Biyotip Cahismalari

De Barro ve Driver (1997) calismalarinda RAPD PCR kullanarak beyazsinek B.
tabaci B biyotipini tanimlamiglar bunu diger beyazsinek tiirlerinden ve biyotiplerinden
ayirmiglardir. Bu teknigin, canli veya donmus materyale ihtiya¢ duyan allozim
elektroforeze gore alkolde muhafaza edilmis 6rneklerin kullanimina miisade ettigini,
yumurtalarin, ergin oncesi donemlerin ve erkek veya disi bireylerin kullanilabildigini
belirtmislerdir.

Calvert vd (2001) Kolombiya’da kasava ve fasiilyedeki beyazsinek tiirleri B.
tabaci Bemisia argentifolii Bellows & Perring, Bemisia tuberculata (Bondar),
Trialeurodes  vaporariorum  (Westwood), T. variablilis (Quaintance), ve
Aleurotrachelus socialis (Bondar)’in ergin bilesik goézlerini ve tgilincii anten
segmentlerinin morfolojilerini taramali elektron mikroskobu kullanarak tanimlamaya
calismiglardir. Rastlantisal amplifiye polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu
markirlarini beyazsinek tiirlerinin morfolojik teshisini ispatlayict ve B. tabaci tiirler
kompleksinin bireylerini hizli ayirabilen bir method olarak belirtmislerdir. Her bir
beyazsinek tiirliniin mitokondriyal 16S rDNA gen bolgesi amplifiye edilmis, klonlanmis



ve sekanslar1 belirlenmistir. Parsimony ve uzaklik analizi yapilmis ve sonuglarin
morfolojiye benzer oldugunu belirtmislerdir. Trialeurodes’iin iki tiiri arasindaki
uzaklhigi iki tiir icin ayni cins igerisindeki beklenenden daha fazla bulmuslardir.
Morfolojik ve molekiiler 6zelliklerin kombinasyonunun bu beyazsinek tiirlerinin evrimi
ve farkliliginin anlasilmasinda faydali oldugunu bildirmislerdir.

De La Rua vd (2006), beyazsinek B. tabaci Akdeniz havzasindaki en 6nemli
tarimsal zararlidir ve bes biyotipi B, Q, S, T ve M Akdeniz havzasinda rapor edilmistir.
Calismalarinda bu Akdeniz biyotiplerinin digerleri ile filocografik  iliskisini
saptamiglardir, Avrupa ve Afrika’dan mitokondriyal sitokrom oksidaz | geni
(mtCOI)’nin sekansina gore analiz etmek lizere 54 Ornek toplamislardir. Filogeni
Ispanya 6rneklerinin S biyotipine denk geldigini ve Afrika clade’inin Uganda 2
haplotipi ile akraba oldugunu ve o iilkede kasava mozaik viriisiinin (CMV) son
salgimin hizli artis1 ile iliskili oldugunu gostermektedir. Bu filocografik iliski Afrika
clade icindeki farkli altgruplari desteklemektedir. italya’dan Euphorbia bitkisinden
toplanan B. tabaci (biyotip T) Giineybati/Uzak Bat1 Asya Clade i¢inde var olan ii¢ ayri
altgrubun birinde yer alirken, Tiirkiye’den Ornekler (biyotip M) Tayland ve
Pakistan’dan referans beyazsinek mitokondrial sekanslari ile birlikte yeralmaktadir. Son
raporlar Bemisia biyotip S ve T popiilasyonlarinin baslangicta sinirlandirildiklart
alanlardan daha fazla yayildigin1 gostermektedir. Diger sonuglar Sudan’dan toplanan
orneklerin Ispanya ve Fas’tan toplanan referans Q biyotipi sekanslar1 ile beraber
Akdeniz-Kuzey Afrika Clade i¢inde gruplandirildigini isaret etmektedir. Gana’dan tatl
patatesten toplanan B. tabaci’nin mitokondiryal haplotipleri Afrika Clade iginde
tanimlanmis bes Sub-Saharan altgruplarmin birinde yer alan referans Kamerun
orneklerinin sekansi ile biraraya geldigini belirtmigler. Bu veriler ile B.tabaci tiirler
kompleksinin filogenetik bilgisini genisletmisler ve arastirilmak {izere yeni sorular
sunmuslardir.

Hsieh vd (2006) Dogu Asya’da B. tabaci’nin dagilimi ve biyotiplerinin anlasilir
olmadigini belirtmislerdir. Caligmalarinda B. tabaci popiilasyonlar1 Tayvan ve Dogu
Asya’nin komsu adalarindan toplanmistir. Konuk¢u dagilimi 15 familyadan 51 bitki
tirti olarak kaydedilmistir. Mitokondriyal sitokrom oksidaz 1 (mtCOI) gen sekansini
biyotipleri ayirmak iizere molekiiller marker olarak kullanmislardir. Filogenetik
analizleri Dogu Asya’da ii¢ biyotipin: B, Nauru ve An oldugunu gostermistir.
Tayvan’da An ve B biyotipinin bulundugunun ilk molekiiler olarak kanitt ve Nauru ve
An biyotiplerinin Cin i¢in yeni oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle en azindan B, Q,
Nauru ve An biyotiplerinin Cin’de varligr bilinmektedir. Filogenetik aga¢ Tayvan’da B
biyotipinin istilasinin yeni oldugunu gostermis ve g¢oklu istilalarin insanlarin ticaret
aktivitesinden kaynaklandigini belirtmiglerdir. B biyotipi Tayvan’da en yaygimn
biyotiptir. Naura ve An biyotiplerinin istilalarina hem dogal yayilma hem de ticaret
aktiviteleri sebep olmaktadir. Aksi takdirde Naura ve An biyotiplerinin yayilimi1 Asya’y1
kaplard: ve ikisinin yakin iliskili olduklar1 farzedilmistir. Sonuglar1 Naura biyotipinin
Asya orijinli oldugunu, An biyotipinin Asya veya Avustralya orjinli olabilecegini
desteklemektedir. ilave olarak agac topolojileri B. tabaci nin ii¢c ana Clade’e ayrildigin
gostermektedir: Yeni Diinya, Asya/Avustralya ve Akdeniz/Asya Minor/ Afrika gruplari.
Calismalarinin ayni zamanda B. tabaci tiirler kompleksi i¢indeki iligski {izerine bazi
bilgiler sagladigimi belirtmislerdir. Ilave olarak ¢alismalarinin Dogu Asya’da B.
tabaci’ye karst miicadelede yardimci olacagini belirtmiglerdir.



Boykin vd (2007) B. tabaci tiirler kompleksi olarak diinya ¢apindaki en tahrip
edici tarimsal zararlilardan biri oldugunu ve genis araliktaki yiyecek, lif ve siis
bitkilerini etkilemekte oldugunu belirtmislerdir. Maalesef parsimony ve neighbor
joining methodlariin kullanimi B. tabaci’nin ana irk/biyotiplerinin global filogenetik
akrabaligini ¢6ziimlememis olarak kalmakta oldugunu bildirmislerdir. Bu methodlarin
zayifliklarindan dolay: filogenetik analizleri B. tabaci global koleksiyonlarinin sadece
kiigiik bir kismui ile siirhidir. Calismalarinda B. tabaci’nin global filogenetik akrabalik
bilgimizi arttirmak, Genbankta yer alan diinya ¢apindaki tim B. tabaci mtCOlI DNA
sekans 1iliskilerini agiklamak iizere Bayesiyan filogenetik teknigini kullanmislardir.
Sonuglar ilk olarak B. tabaci tiirler kompleksinin iyi ¢éziimlenmis filogenisi 12 ana
genetik grup oldugunu gostermistir:  (Akdeniz/Asya Minor/Afrika), (Akdeniz), (Hint
Okyanus), (alt-Saharan Afrika gliimiisyapraklik), (Asya I), (Australya), (Cin), (Asya II),
(Italya), (Yeni Diinya), (alt-Saharan Afrika giimiisyapraklik olmayan) ve (Uganda tath
patates). Bu filogeninin sonraki analizleri Asya biyotipleri ile Yeni Diinya B. tabaci
arasinda yakin bir akrabalik oldugunu gostermis ve ana alt-saharan Afrika
giimiisyapraklik olmayan clade’in karakteristiginin B. tabaci’nin Afrika orijinli
oldugunu global flogeninin ortasinda yer almasma bagh olarak giiclii sekilde
desteklemekte oldugunu belirtmislerdir ve bu grubun igindeki alt-cladelerin farkliliklar
grubun iyi ¢oziimlenmis oldugunu gostermektedir. B. tabaci’nin ITS, COI tekrar
analizleri ve eski caligmalardaki veri setlerinin kombinasyonu ile Bayesian analizleri
yiiksek posterior olasilikla yedi ana iyi ¢oziimlenmis 1k ile sonuglanmistir ve ayni
zamanda Bayesian methodunun faydasini gostermislerdir. Bu calismada 12 ana B.
tabaci genetik grubunun akrabalik iliskisini tartismiglardir.

Hsieh vd (2007) B biyotipinin global olarak yiiksek ekonomik kayiplara neden
oldugunu ayn1 zamanda Q biyotipinide son zamanlarda yeni istilac1 zararli olarak
bildirmislerdir. Bu iki biyotip Kuzeybat1 Pasifik bolgesinde gozlemlenmistir, ancak bu
iki biyotipin bu bolgede popiilasyon genetik yapisinin heniiz agik olmadigimn
belirtmislerdir. Calismalarinda mitokondriyal sitokrom oksidaz 1 (COI) gen bdlgesi
kullanilarak yeniden bir filogenetik aga¢ olusturmuslar, B ve Q biyotipinin
tanimlanmas1 i¢in kullanilmis ve siis bitkileri ile istila arasindaki iligki calisilmistir.
Filogenetik agac ve haplotip analiz kombinasyonu sonucu bu bolgede son zamanlardaki
Q biyotipi istilasinin Akdeniz bolgesinden uluslararasi siis bitkisi ticaretiyle iliskili
oldugu fikrini ileri slirmektedirler. Diisiik seviyedeki haplotip farkliligi ve niikleotid
farkliigi Kuzeybat: Pasifik bolgesinde B ve Q’nun bulunmasinin ¢ok yonlii istila
sonucunda oldugunu gostermektedir. Asamali molekiiler varyans analizlerinin gok
yonlii istila hipotezlerini destekledigini belirtmislerdir. Ayrica yiiksek sekans benzerligi
ve distik genetik farklilik, istilalarin  yeni oldugu izlenimini uyandirmistir.
Calismalariin sonuglart B ve Q biyotiplerinin bu bdlgeye dogrudan ¢ok yonlii yeni
istilalar ile girdigini gostermektedir. Gelecekteki istilalar1 Onlemek i¢in tarimsal
iriinlere karantinanin gerekli olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Simon vd (2007) B. tabaci kompleksinde tanimlanmis en az bes biyotipin
Akdeniz havzasinda bulundugunu bildirmislerdir. Sadece iki tanesi B ve Q ekonomik
olarak 6nemlidir. Iki biyotip arasindaki biyolojik ve genetik farkliliklar iizerine ¢ok
calisilmistir. Ancak popiilasyon yapilariin ve genetik farkliliklarinin durumu hakkinda
bilgi azdir. Bu konular1 aydinlatmak i¢in dokuz B. tabaci popiilasyonunun alt kiimesi
icinde alt1 microsatellit lokusdaki farkliliktan kaynaklanan ¢alisma yiiriitmiislerdir (5 Q



ve 4 B biyotipi). Elde edilen verilerin (i) bu lokuslarin Q ve B biyotiplerinde énemli
polimorfizm gosterdigini ancak bos allelerin varlig1 resmi belirsizlestirmekte oldugunu;
(i) Iberyan Q, Kanarya Q ve Misir B popiilasyonlarinin darbogaz olaylarmin sonucu
olarak artan heterozigotluk gdsterdigini; (iii) Israil, Iber yarimadasi ve Italya
popiilasyonlar1 arasindaki disiik genetik farkliligin bu popiilasyonlarin ortak gen
havuzunu paylastiklarini; (iv) Kanarya-Q popiilasyonu ile cografi olarak yakin Fas
popiilasyonlar1 arasindaki genetik uzakligin bolgesel izolasyon ve smirli gen akisi
gosterdigini; ve son olarak (v) B popiilasyonu i¢in mikrosatellit verileri Misir ve
Israil’den beyazsineklerin yakin filogenetik iliski gosterdigini ancak  Akdeniz
havzasindaki bu B biyotipi istilasinin kaynaginin hala belirsiz kaldigini1 ¢aligmalarinin
sonucu olarak bildirmislerdir.

Dong vd (2008) B. tabaci B ve Q biyotiplerinin popiilasyonlarinin genetik yapisi
karsilagtirildiginda istila mekanizmalarinda ve kontrollerinde farklilik gosterdigini
belirtmislerdir. Calismalarinda diinyadan 16 B biyotip ve 4 Q biyotipi ile Cin’den T.
vaporariorum popiilasyonu ve B. tabaci B/Q olmayan kontrol olarak i¢ basit sekans
tekrarlar1 (ISSR) markir1 kullanilarak analiz edilmistir. Genetik farkliliklarin analizi
Nei’s gen farklilik indeksi, Shannon informative indeksi gibi farklilik indeksleri ile
polimorfik lokus oranlar1 Q biyotipinde B biyotipindekilere gore yiliksek oldugunu
gostermistir. Q biyotipinin yiiksek genetik farkliligt miikemmel ekolojik adaptasyon
icin genetik saglayabilecegini belirtmislerdir. Cluster analizinin ISSR’nin filogenetik
analizde kullanilamayacagini belirtseler isede B. tabaci biyotiplerini kolayca ayirt
edebildigini bildirmislerdir. ISSR markera gore B ve Q biyotipleri arasinda genetik yap1
farkliligi oldugunu belirtmektedirler. Sonuglarinin B. tabaci biyotipleri arasinda
filogenetik analizinde molekiiler markirin kendi limitleri oldugunu 6ne siirmektedirler.

Rabello vd (2008) B. tabaci kompleksinin yaklasik 41 biyotipden olustugunu ve
bunlardan iki tanesinin (B ve BR) Brezilya’da goriildiigiinii belirtmislerdir. Bu
caligmada farkli biyotiplerin genetik farklililarini, genetik markerlar ile belirlemek
istemiglerdir. Bunun i¢in RADP, PCR-RFLP ve ITS1 rDNA bdlgesinin sekans
tekniklerini kullanarak B. tabaci B, BR, Q ve Kasava biyotiplerini analiz etmislerdir.
Analizler sonucunda B ve Q bireyleri arasinda yiiksek benzerlik gozlenirken, bu
biyotiplerin Br bireylerinden ayrildigint belirtmislerdir. ITS1 rDNA sekansina gore
filogenetik aga¢ ortaya koymuslardir. Bu ¢alismalar1 B.tuberculata ve B. tabaci Br
biyotipinin ITS1 rDNA sekansinin ilk raporudur.

Bethke vd (2009) Guatemala’dan iki ticari poinsettia serasindan topladiklar1 B.
tabaci ergin ve ergin Oncesi donemlerin biyotip durumunu belirlemek {izere esteraz
isozim bantlar1 ve mtCOI sekanslarimi kullanmiglardir. Sonuglar1 Q biyotipinin
Guetamala’daki ilk raporudur.

Oiu vd (2009) tath patates beyazsinegi B. tabaci B ve Q biyotipinin Cin’de siis
bitkileri ve sebzeler iizerinde yerli CV biyotipi ile birlikte yeraldigini bildirmislerdir.
Calismalarinda bu ii¢ biyotipin morfolojik karakterlerine, RAPD-PCR analizlerine ve
mtCOI geninin DNA sekansina gore tanimlamislardir. On ve arka mum sagaklarinin B,
Q ve CV biyotiplerinin her birinde ¢ok farkli oldugunu gézlemlemislerdir. Morfolojik
karakterlerine gore bu ii¢ biyotipin arazide ve serada ¢ok rahat ayirtedilebildigini
belirtmislerdir. Genomik DNA RAPD- PCR bandlar1 Hie primeri kullanildiginda bu ii¢



biyotipte farklilik gdstermekte oldugunu gozlemlemislerdir. B biyotipi 250- 600bp
arasinda li¢ parlak DNA bandi, Q biyotipi 300bp civarinda tek bant verirken CV
biyotipinde 250-500bp arasinda bant gozlemlememislerdir. B ve Q biyotipi 750-
1000bp arasinda iki bant verirken, B biyotipi 1000 bp civarinda tek bant gostermektedir.
COI gene gore genetik yakinligt B ve CV, B ve Q, Q ve CV arasinda sirastyla %85,
%94, %86 olarak bulmuslardir. MP agaci1 filogenetik akrabaligim B ve Q biyotipi
arasinda diger B ve CV yada Q ve CV’ye gore daha yakin oldugunu gostermektedir.
Calismalarinin sonunda B. tabaci biyotiplerinin belirlenmesinde morfolojik, RAPD-
PCR ve DNA sekans metodlarinin kiyaslanmasi tartigilmistir.

Shatters jr vd (2009) Calismalarinda yeni sekans generasyonu ve erisilebilir
beyazsinek mtCOI sekans verilerinin kiyaslanmasi vasitasi ile su anda kullanilan
~800bp den ~748 bp daha etkili amplifikasyon elde edilen polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) amplifikasyon primerleri (Btab-Uniprimerleri) tanimlamislardir. Bu evrensel
primerlerin tek amplifikasyon profili kullanilarak B.tabaci biyotipinde ve beyazsinek
cinsinde mtCOI fragmenti amplifiye ettigini belirtmislerdir. Ayrica B.tabaci B, Q ve
Yeni Diinya biyotipleri i¢inde ve biyotipler arasinda hizli bir ayrima izin veren mtCOI
PCR spesifik primerleri dizayn etmislerdir. Dizayn ettikleri primerler B, Q ve Yeni
diinya biyotipleri i¢in sirasiyla 478-405 ve 303bp mtCOI fragmenti iiretmektedir. Bu
primerlerin hizli PCR ve elektroforez teknikleri kullanilarak kombine edilmesiyle
biyotip belirlemenin 96 6rnek i¢in 3 saat iginde tamamlanabilecegini bildirmislerdir.

Chu vd (2011) Cin’in Shandong bélgesindeki yabanci beyazsinek, Bemisia
tabaci kriptik tiirler kompleksinin Akdeniz olarak adlandirilan (burada Q biyotipi olarak
isimlendirilmistir) bir iiyesi tarafindan son istila (son bes yil siiresince), alani ve
Akdeniz bolgesindeki yayilma alani arasindaki genetik varyasyonu ¢aligmak i¢in uygun
olanak sagladigini belirtmislerdir. Mitokondriyal sitokrom oksidaz I (mtCOI) ve niiklear
(microsatellite) DNA yontemlerini kullanarak Shandong daki Q biyotipinin bati
Akdeniz orijjinli oldugunu gostermislerdir. Ayni1 zamanda haplotip farkliliginin
varsayllan cografik orijini ile kiyaslandiginda diisiik oldugunu bulmuslar ve
microsatellite allel farkliigmin boyle bir azalma gdstermedigini bildirmislerdir.
Istilalardaki kilit faktoriin disilerin yerlesmesi oldugunu ve darbogazlar ile yerel
etkilerin ¢ok cabuk ve asir1 derecede mitokondriyal varyasyon kaybina yol actigini
belirtmislerdir. Shangdon’da haplotip farkliliginin olmamasi, bati Akdeniz ve Cin
arasindaki bir veya daha fazla noktada istilact Q’nun haplotip farkliligin1 kaybetmesinde
muhtemelen sirketlerin bu yerler arasinda devamli ve yogun siis bitkileri ticareti
yapmasindan kaynaklandigi yorumunu desteklemekte oldugunu bildirmislerdir.
Haplotip farkliliginin olmamasi niikleer allelik farkliligin ayn1 zamanda azalmasi
anlamina gelmedigini belirtmislerdir. Uygun disiler uygun herhangi bir erkekle
ciftlesebilecek, allelik farkliligin korunacagini ve istilac tiirlin orijini ile iligkili olarak
artabilecegini belirtmislerdir. Bulgular1 yeni ¢evreye smirli adaptasyonda genetik
farkliligin azalmasi ve basarili istilacilar i¢inde gozlemlenen diisiik farklilik arasindaki
asikar paradoksa bazi agiklamalar getirmektedir.

Grille vd (2011) Arjantin ve Uruguay’da biber ve kavundan topladiklar1 B.
tabaci erginlerinin biyotip durumlarmi sitokram oksidaz I gen (mtCOI)’e gore
belirlemislerdir. Tiim bitkilerdeki 6rneklerin sadece Q biyotipi oldugunu belirtmislerdir.
Bu ¢alisma Arjantin ve Uruguay’dan Q biyotipinin ilk raporudur.



De Barro (2012) calismasinda 2007’den baslayarak B. tabaci tiirler
kompleksinin farkli {iyeleri arasindaki iliskiyi daha yapisal ve sistematik yoldan
distintildiigiini belirtmistir. Bu iliskilerin birgogunda mitokondriyal sitokrom oksidaz |
(mtCOI) genin bir kism1 gdz Oniine alinarak sonug ¢ikarilmistir. Bu gercekten sinirli bir
yaklasim iken genetik materyalin 6nemli gesitliligi géz oniine alininca faydalidir, yerel
olarak elde edilen verilerle sadece tiirler kompleksindeki farkliligi gosterebilmektedir.
Kisitlamalara ragmen bu datalardan iiretilen filogenetik yap1 kullanishidir ve temel yap1
sorularinda kullanilabilir ve gelecek c¢alismalar igin test edilebilir hipotezler
kurulmasina temel olusturur. Calismada en genis mtCOI veri setlerini kullanmistir, 383
essiz mtCOI haplotiplerini bilinen B. tabaci tiirler kompleksinin tiim farkliliklarini
iceren ve genis gozlemler yapabilmek i¢in gelisen sorularda gelecekte kullanilmak iizere
rehber hazirlamistir.

Kang vd (2012) calismalarinda B. tabaci B ve Q biyotiplerine spesifik
karboksilesterase 2 gen (coe2)’deki uzunluk-polimorfik intron varyasyonlari ve
sekanslarint belirlemiglerdir. Biyotip spesifik coe2 intron varyasyonu nuklear marker
olarak kullanilmas: ile, B ve Q biyotiplerini belirlemede tek adim teshis protokolii
gelistirmisler ve perfomansi araziden toplanan B. tabaci orneklerinde test etmislerdir.
Coe2 intron markirina gore teshis sonuclari test edilen tiim 256 Ornegin B ve Q
biyotipleri arasinda heterozigot farzedilen dort 6rnek hari¢ mtCOI markirindan elde
edilenlerle ayn1 olarak bulmuglardir. Bu sonuglar coe2 intron marker tabanli protokol B
ve Q biyotiplerini ayirmada yiiksek seviyede kesinlik gostermistir. Ciinkii proses sadece
PCR amplifikasyonuna ve jel elektroforeze ihtiyag duymaktadir, ¢oklu oOrneklerin
analizi daha etkili yapilabilecektir. Tim heterozigot farzedilenlerin gozlemlerine
dayanarak Q biyotipin maternal ge¢misine sahiptir. B tip erkegi ve Q tip disi arasinda
biyotip arasi g¢aprazlama igin yapilmistir. mtCOI marker ile nuclear coe2 marker
kombine edilirse tek markirlara gére anne tarafindan kalitimla kalanlara daha iyi ¢6ziim
saglayabilecegini ve B. tabaci biyotip kompleksinin demografik ¢aligmalarini
kolaylastirabilecegini belirtmislerdir.

Seal vd (2012) ekonomik olarak 6nemli B. tabaci, Asya 1 mtCOI filogenetik
grubu karakterize etmede genomik teknikler gelistirmek ve uygulamak igin fonksiyonel
genomik arastirmalar programimi Greenwich Universitesi, UK’da  baslatmiglardur..
Calismalarinda ilk basamak olarak next-generation sekansim1i (NGS) ergin disi
beyazsinegin transcriptome surveyi i¢in kullanmigslar, bununla birlikte Roche 454
Titanium DNA sekans platformunu kullanarak yiiksek kaliteli RNA orneklerini, NGS
icin ¢DNA Kkiitiiphaneleri olusturmak {izere hazirlamislardir. CLC Genomics
Workbench generated 3 821 core Contigs software programi kullanilarak sekans
sonuglarina (301094 okuma) gore contiq assembly kurmuslardir. NGS’den elde edilen
verilerin kantitatif real-time RT-PCR tabanli gene ekspresyon analizleri i¢in kesin ve
giivenilir metodlarin gelisimini kolaylastirmakta oldugunu belirtmigler, tam genom
sekans1 eksik olan bir organizmada hizli ekspresyon analizinin bu yaklagimin giiciinii
gostermeyi miimkiin kilacagini belirtmislerdir.

Xiao-Jun vd (2012) beyazsinek B. tabaci’yi taksonomik kompleks olarak
diistinmektedirler. B. tabaci Akdeniz (MED) ve Ortadogu-Asya Minor 1 (MEAM1)n en
yaygin iki kriptik tiirlerdir. Calismalarinda 2004-2007 arasinda B. tabaci kompleksinin
genis arazi sorveyinde Cin’in bilyiik boliimiinden 22 ilden 93 6rnek toplamislardir. Cin
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popiilasyonlar1 mitokondriyal sitokrom oksidaz | geni (mtCOI) sekansina gore iki
istilac1 tir (MEAM1- MED) ve 4 yerli kriptik tiir ( Asya II 1, Asya II 3, Cin 3 ve Asya
II 7) igermektedir. B. tabaci 19 popiilasyonun alt kiimesinin gesitliligi ve genetik
farkliligt c¢cDNA Amplified fragment length polimorfizm (AFLP) kullanilarak
calisilmistir. 2007 6ncesi, MEAMI1 Cin’in bir¢ok vilayetinde dominat tiir iken MED’in
2007°de 11 ilde dominant tiir oldugunu belirtmislerdir. Istilact ve yerli tiirler bazi
bolgelerde aynm1 anda bulunmustur. Kuzey Cin’de 6 ilde B.tabaci’nin yerli tiirlerini
bulmuslardir. MED ve MEAMI1 genis konukgu bitki dagilimima sahip ve yerli tiirler
daha smirli konukgu dagilimi gostermektedir. Tiim Asya II 3 6rnekleri biri hari¢ pamuk
iizerinde biride patlican iizerinde bulunmus. Cin 3 Asya II 3 e gore daha fazla
konukguya sahiptir. Cin 3’{in 12 6rnegi tatl patates, japon serbet¢iotu, kabak ve pamuk
tizerinden toplanmigtir. Bes AFLP primer kombinasyonunda toplam 677 bant elde
etmislerdir. En yliksek polimorfik bant oranini %98.7 ve en diisik %91.9 olarak
bulmuglardir. Unweighted pair-group metod analizi farkli tiirlerin kiimelenmesinin ayr1
oldugunu gostermistir. MED diger tilirlere gore en diisiik benzerlik derecesini
gostermistir. Hem MEAMI1 hem de MED’in Cinde hizli yerlesim gosterdigini
belirtmislerdir.

Esterhuizen vd (2013) beyazsinek B. tabaci kriptik tiirler Kompleksi iiyelerinin
Giliney Afrika (SA)’da beslenme aligkanliklart ve begomoviriis tiirlerini tasima
kabiliyetleri nedeniyle ciddi zararli haline geldigini ve Ekonomik 6nemlerine karsin
SA’da biyolojisi ve yayilimi iizerine calismalarin limitli oldugunu bildirmislerdir.
Calismalarinda bu sebepten dolayr 2002 ile 2009 arasinda sekiz cografik bdlgede
mitokondriyal sitokrom oksidaz I (mtCOI) sekanlar1 kullanilarak B. tabaci kriptik
tirlerin yayihmi1 ve g¢esitliligini arastirmak {izere soOrvey gergeklestirmislerdir.
Filogenetik analizlere gore iki endemik Alt Saharan Afrika altcladelerin (SSAF)
tiyelerinin varligi varsayilan iki tiriin girisiyle ayn1 zamanda olmaktadir. SSAF-1
altcladeleri cassava konukgusuna adapte olmus B. tabaci popiilasyonlarini igerirken
kasava ve kasava olmayan konukgulardan toplanan beyazsineklerin farkli altclade
icinde yeralmakta oldugunu, SSAF-5 olarak adlandirilan ve daha 6nce tanman Afrika
Cladelerinde yeni clade olarak sunuldugunu ¢alismalarinda belirtmislerdir. Iki tanitilan
kriptik tlir, Akdeniz ve Orta Dogu-Asya minor 1 cladelerine ait olan tiirleri B ve Q
biyotipi olarak belirlemislerdir. B biyotipinin SA’da arastirilan sekiz bolgeden besinde
en genis yayilim gosterdigini, birgok konukgu bitkiyi enfekte ettigini ve yerli haplotipler
iizerinde baskin oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢aligmalar1 daha genis yayilim gosteren B
biyotipi yaninda ekzotik Q biyotipinin SA’da varliini rapor eden ilk caligmadir. Ayrica
caligmalarinda B, Q ve SSAF varsayilan tiirleri birbirinden hizli ayirmaya izin veren
mtCOI, PCR RFLP gelistirmislerdir. FEtkili sekilde zararli ve hastalik miicadele
kapasitesi zarara neden olan ajanin taninmasindaki bilgiye baghdir. Bu nedenle bu
calismalarinin Giiney Afrika B. tabaci tiir ¢esitliligini anlamaya katki saglayacagini,
tecriibe-tabanli hastalik miicadele uygulamalarinin gelisiminde gerekli bilgiye katki
saglayacagini belirtmislerdir.

Lee vd (2013) Calismalarinda B. tabaci’nin taksonomik durumunu ve B. tabaci
kompleksindeki tiir kompozisyonunu 1059 B. tabaci mtCOI sekansi ve 153 hemiptera
tirinden 509 mtCOI sekansina gore belirlemislerdir. B. tabaci icindeki genetik
uzakligin (%11.1) 153 tiirlin cinsi igindeki tiirler aras1 genetik uzakliga (%6.5) gore
carpict sekilde yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Bu sonuglara gore B. tabaci’nin farkli
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cins veya altfamilyaya ait olan bir¢ok tiirden olustugunu belirtmislerdir. Tekrarsiz 212
mtCOI sekansina dayanan filogenetik aga¢ B. tabaci kompleksinin yeni tiiriide igeren
31 sabit tiirden olustugunu gostermektedir. Ancak alti tiir i¢indeki genetik uzaklik
(Asyall 1, Asyall 7, Avustralya, Akdeniz, Yeni Diinya, Afrika alt Saharan 1) %3.5 den
daha fazladir ki bu da B. tabaci kompleksindeki baslangig¢ limitleri olarak kullanilandir.
Bu sonuglara goére B. tabaci kompleksi i¢indeki ana tiirleri ayirmak igin tiir limit esigini
%4’ e kadar yiikseltmenin gerekli oldugunu 6nermislerdir.

Shadmany vd (2013) c¢alismalarinda sebze ve ¢igek {iiretim alanlarindan
beyazsinek ornekleri toplanmig ve biyotip durumu mitokondriyal sitokram oksidaz I gen
(mtCOI) sekansi ile belirlenmistir. Calisma sonucunda Q biyotipini Malezya’da ilk defa
tespit etmislerdir.

2.3. Bemisia tabaci Insektisit Direnci
2.3.1. Piretroid insektisitler

Pirethroidler; Pyrethrum Chrysanthemum cinerariaefolium ve Chrysanthemum
coccineum gigeklerinin kuru ekstraktlarindan elde edilen organik bilesiklerdir. Sentetik
olarak iretilmeleri ile sentetik pyretroidler ortaya ¢ikmustir. Pyrethrinlerin insektisit
aktivitesi krizantemik (Chrysanthemic) ve piretroik (Pyrethroic) asitlerin ketoalkol
(Ketoalcoholic) esterlerinden kaynaklanmaktadir. Bu asitler giglii lipofiliktirler
(Lipophilic) (Yag tutan-emen) ve bir¢cok bocege hizlica niifuz ederek sinir sistemlerini
felg etmektedirler. Kimyasal ve toksikolojik olarak benzer pirethrinler 151k, sicaklik ve
neme kars1 oldukga hassastirlar (Anonim 2014b)

Piretroidler “Rothamsted Research” bilim adamlari tarafindan ilk defa 1900’1
yillarin sonunda giris yapmis takiben pirethrin I ve II’nin yapist 1920’lerde Hermann
Staudinger ve Leopold Ruzicka tarafindan tamimlanmustir. Piretroidler pyretrumda
bulunan dogal versiyonunun analogunun sentezi ile kimyada biiyiik ilerleme
saglamistir. Yiksek insektisit aktivitesi, nispeten diisiik memeli toksitesine ve nadiren
hizli biyolojik bozulmaya sahiptirler. Gelisimleri DDT kullanimi1 sonucundaki
problemlerin belirlenmesiyle ayni zamana rastlamaktadir. Pyrethrum ucan bocekleri
hizli bir sekilde yere sermektedir ve dnemsenmeyecek kaliciliga sahiptir. Bu 6zellik
¢evre i¢in 1yl olmakta fakat arazide uygulandiginda diisiik etki gostermektedir.

Birinci generasyon piretroidler 1960’larda gelistirilmeye baglamistir bunlar;
bioallethrin, tetramethrin, resmethrin ve bioresmethrin. Dogal pyrethrum’dan daha
aktiflerdir fakat giin 1s181na dayaniksizdir. Piretrum ve birinci generasyon piretroidlerin
aktivitesi sinerjist piperonyl butoxide ilave edilerek arttirilmaktadir.

Rothamsted Ekibi 1974’lerde ikinci generasyon olduk¢a kalict bilesikleri
bulmuglardir bunlar; permethrin, cypermethrin ve deltamethrindir. 151k ve hava
bozulmasia (pargalanma) karsi biiylik 6l¢iide dayanikli olmasi tarimda kullanima
elverisli yapmaktadir fakat digerlerine nazaran yiiksek memeli toksititesine sahiptir.
Daha sonraki yillarda fenvalerate, lamda-cyhalothrin ve beta-cyfluthrin 6zel firmalarca
tescil edilmistir (Anonim 2014c)
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Piretroidlerin yogun olarak kullanimi diinyanin farkli yerlerinden bir ¢ok zararlh
direnci olaymna izin vermektedir. Piretroitlerin ana hedefi voltage- gated sodyum
kanallaridir. Piretroid direncindeki ana mekanizmalardan biri knockdown (Nakavt)
direnci (kdr) olarak isimlendirilen bu insektisitlere karsi sinirsel hassasiyetteki azalistir.
Kdr ilk defa evsineklerinde belirlenmis ve neticede evsineginde sodyum kanali
lokusundaki 1014 (L1014F) pozisyonunda leucine’den phenylalanine degisimi ile
sonuglanan tek nukleotid polimorfizm haritalamas1 yapilmistir. ikinci bir mutasyon
L1014F ile ayn1 anda olan M918T (L1014F+ M918T) genotipi piretroidlere yiiksek
seviyede dirence izin vermektedir ve siiper-kdr olarak isimlendirilmektedir. Kdr
mutasyonlari bir¢ok artropodda global olarak belirtilmistir ve sodyum kanallarinin
kdr’den sorumlu oldugu iyi sekilde belirlenmistir. Kdr mutasyonlarinin belirlenmesi
arazi popiilasyonlarinda Kkdr-tabanli direnci belirlemede hizli ve kesin molekiiler
metodlarin gelismesine izin vermektedir. Piretroidlere direngli birgok zararli tiiriinde
sodyum kanal mutasyonlar1 belirlenmistir ve piretroid direnci ile iliskili bir¢ok yeni
mutasyonlar farkli arthropodlarda sodyum kanalda belirlenmeye devam etmektedir
(Sekil 2.3) (Rinkevich vd 2013).

Voltage-gated sodyum kanallari sinir sisteminde ve diger uyarilabilir hiicrelerin
aksiyon potansiyellerinin baslamasi ve yayilmasinin esas sorumlusudur. Voltage- gated
sodyum kanalla ilgili bilgilerimiz memeli sodyum kanallarindan kaynaklanmaktadir.
Memeliler en az dokuz sodyum kanal geninden olusurken bocekler sadece bir sodyum
kanal genine sahiptir. ilk sodyum kanal geni ‘para’ Drosophila melanogaster’de
tanimlanmistir.  DOrt alandan (Domain) olusmaktadir (I-IV) ve herbiri alt1 alt
membrandan olusmaktadir (S1-S6) (Sekil 2.1. ve Sekil 2.2.). Sodyum kanallarinin
acilmasi ve kapanmasi voltaj tabanlidir. Membrane depolarizasyonuna karsilik, S4
segmentleri (voltaj sensorleri) disa dogru agilarak voltaja-bagl aktivasyonunu baslatir
ve etkinlestirme kapisinin agilmasi ile sonuglanir. Agildiktan birkag milisaniye sonra
inaktif olmaktadir (Rinkevich vd 2013).

B Na' Na Na’ Na'
extracellular \f \f>

intracellular

L
Closed Activated Inactivated Deactivated

Sekil 2.1. Voltage gated sodium kanali

Sodyum kanallarinin aktivasyonunu (agilmasini) inaktivasyon ve deaktivasyon
(kapanma) takip eder. Ag¢ik ve kapali durumlar arasindaki hal degisikligi elektriksel
uyarilarin (impuls) tiretilmesi ve yayilmasi ile baglantilidir. Piretroidler deaktivasyon
ve inaktivasyona gecisi degistirerek kanalin acikligin1 uzatmaktadilar. Hiicresel diizeyde
piretroidler sinir fonksiyonunu bozarak tekrarli salim, membrane depolarizasyonuna ve
sinaptik karigikliga sebep olmaktadir. Piretroidler 6zellikle tip II piretroidler tercihen
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active (acik) durumdaki bocek sodyum kanallar1 baglanarak kanalin agik kalmasini
uzatmaktadir (Rinkevich vd 2013).
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Sekil 2.2. Voltage Gated sodium kanaldaki diren¢ mutasyon bolgeleri

Anthony vd (1998), birgok tatli patates beyazsinegi (B. tabaci; SPW)
popiilasyonunda asetilkolinesteraz (AChE) insektisit hassasiyetini karakterize etmek
icin biyokimyasal bir yaklagimi kullanmislardir. Hassas ve hassas olmayan SPW
poplilasyonlarin1 ve bireysel beyazsinek genotiplerini ayirt etmek i¢in insektisitlerin
ayirdedici dozlarii belirlemislerdir. Bu teknik daha sonra birgok SPW popiilasyonunda
AChE allellerinin sikhigim1 belirlemek ve heterojen B-tipi popiilasyonundan hassas
olmayan AChE homozigot bir hat izole etmek ic¢in kullanilmistir. Degismis AChE
genotiplerinin varsayilan kalitimi B. tabaci’nin ileri siiriilen haplo-diploid durumuyla
tutarlidir. Bu biyokimyasal testleri ayn1 zamanda farkli seleksiyon yontemlerine tabi
tutulmus bir¢ok laboratuvar popiilasyonlarinin gézlemlenen direng profillerinde hassas
olmayan AChE’nin roliinii belirlemek i¢in kullanmiglardir. SPW’deki insektisit direnci
tizerine yapilan Onceki calismalarla uyumlu olarak, direncin sadece B-tip ile iligkili
olmadigimi fakat iirlin sistemlerinde bulunan SPW popiilasyonlar1 ile oldugunu
belirtmisglerdir.

Morin vd (2002) voltage gated sodyum kanalinin piretroit insektisitlerin birinci
hedef bolgesi oldugunu belirtmislerdir. Baz1 boceklerde piretroitlere siiper knockdown
direnci (super-kdr) para-tip sodyum kanal protein domain 11 (11S4-5)’in transmembrane
segmenti 4 ve 5 arasindaki baglayici (linker) fragmentdeki nokta mutasyondan
kaynaklandigini belirtmislerdir. Caligmalarinda beyazsinek Bemisia tabaci’nin para-tip
sodyum kanalinin 11S4-5 linkerdaki iki mutasyonu 918 pozisyonunda (M918V)
Methionine den valine ve 925 pozisyonunda (L9251) leucine den isoleucine
tanimlamiglardir. Her ne kadar herbir mutasyon piretroid+organofosfat karisimina >
100 kat direngli popiilasyondan bagimsiz olarak izole edilmis ise de sadece L925I
araziden 2000 ve 2001 yilinda toplanan popiilasyonlarda direngle iliskilidir. L925I
mutasyonu fenpropathrin + acephate’in ayirict dozunda canli kalan arazi
popiilasyonunun tiim bireylerinde goriilmiistiir. Ciftlesmemis F1 disilerin hemizigot
erkek yavrularinin linkage analizi (L9251Xwildtype) gozlemlenen direncin voltage
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gated sodyum kanali lokusu ile sikica bagli oldugunu gostermistir. Sonuglar B.
tabaci’de piretroit direncini daha iyi gozlemlemek, yonetmek ve anlamak igin
molekiiler bir yaklagim saglamistir.

Alon vd (2006) Calismalarinda Q biyotipinde para-type sodyum Kkanalindaki
piretroid direnci ile iligkili iki mutasyonu; L9251 mutasyonu B biyotipindede varolan ve
threonine’den valine degisimi 929 pozisyonunda (T929V) tanimlamislardir. Biitiin
diinyadan toplanmig 13 B ve Q biyotiplerinin DNA bolgelerinin L9251 ve T929V
mutasyonlarin1 tek veya c¢oklu orijine sahip oldugunu belirlemek {lizere sekansini
yapmislardir. Surveyleri bes direng alleli ve bes hassas alleli belirlemistir. Direngli
allellerde, biyotipler i¢inde niikleotit farklilig: diisiik (0.001), ancak biyotipler arasinda
yiiksektir (0.003). Hassas allellerde niikleotid farkliligi iki biyotip arasinda yiiksektir
(0.028). Bu gozlemleri direncin bagimsiz ¢oklu orijini ile tutarlidir. Sonug¢ olarak
akdeniz havzasinda birgok bdlgede B ve Q biyotipleri bir arada bulunmasina ragmen,
para-type voltage gated sodyum kanali lokusunun DNA sekanslarinin ayrilmasi bu
biyotipler arasinda az ya da sifir oldugunu belirtmislerdir.

Roditakis vd (2006) calismalarinda Yunanistan’dan toplanmis epeyce yiiksek
dayanikliliga sahip B. tabaci popiilasyonu (GRMAL-RP) a-cypermethrine direng
mekanizmalarin1  arastirmiglardir.  Sitokrom  P450 monooxygenase  aktivitesi
ethoxycoumarin substrati ile ve a-naphtil asetat, B- naphtil —asetat ve paranitrofenol-
asetat substratlar1 ile karbosilesteraz aktivitesi GRMAL-RP’de, SUD-S popiilasyonu
ile kiyaslandiginda oldukc¢a yiiksek olur iken, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen substrati ile
glutathione-S-transferaz aktivitesinin farkli olmadigint gézlemlemislerdir. Metabolik
inhibitorler piperonyl butoxide ve S,S,S- tributyl phosphorotrithioate, GRMAL-RP
popiilasyonunda cypermethrin toksisitesini sinerjise ederken, Olim orani hassas
poptilasyondan biraz az iken bunun ilave diren¢ mekanizmalarinin varligin1 gosterdigini
belirtmislerdir. GRMAL-RP popiilasyonunun para sodyum kanali geninin IIS4-11S6
bolgelerinin sekans analizi SUD-S hassas popiilasyon ile karsilagtirildiginda iki amino
asidin yerdegistirdigini gozlemlemislerdir. Bunlardan birtanesinin dnceleri beyazsinek
piretroid direncini i¢ine alan 925 pozisyonundaki (L925I) “leucine den isoleucine”
degisimi ve B. tabaci i¢in 6zgiin kdr direng mutasyonu, 929 pozisyonundaki (T929V)
“threonine’den Valine” degisimi oldugunu bildirmislerdir. Genotip analizleri L9251 ve
T929V tiim test edilen GRMAL-RP erkeklerinin tiimiinde ortalama 1:1 frekansi ile
mevcut fakat higbir zaman ayn1 haplotipte kombinasyon gostermedigini belirtmislerdir.

Tsagkarakou vd (2009) Calismalarinda B. tabaci’deki asetilkolinesteraz enzim
ace 1’deki organofosfat diren¢ mutasyonu iAche F331W ve para-tip voltage gated
sodyum kanaldaki diren¢ mutasyonlart T929V ve L925'nin giivenilir sekilde
goriintiilenebilmesi i¢in basit PCR- agaroz jel goriintiileme sistemi gelistirmislerdir.
PCR-RFLP assaylerini L9251 ve F331W mutasyonlarin1 tespit etmek icin
gelistirmiglerdir. Yiiksek spesifik PASA T929V mutasyonunu tespit etmek icin
gelistirmislerdir. Molekiiler teshis araglar1 Yunanistan’da organofosfat ve piretroitlerin
yogun kullanildigi alanlardan genis sayida toplanan B. tabaci Q biyotiplerinde direng
mutasyonlarinin  frekansinin =~ goriintiilenmesi  i¢in ~ kullanmiglardir.  F331W
mutasyonunun tiim arazi bireylerinde mevcut oldugu belirlenmistir. Piretroit direng
mutasyonunu yiiksek frekanslarda tespit etmislerdir: 0.38 ve 0.54 sirasiyla L9251 ve
T929V igin. Sonu¢ olarak sade teshislerin kesin ve saglam oldugunu, klasik
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biyoassayler ile birlikte kullanilarak etkisiz insektisit uygulamalarini Onlemek ve
diinyadaki direncli Q biyotipi popiilasyonlariin yeni bolgelere yayilarak giriginin erken
tanisi i¢in kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

2.3.2. Neonikotinoid insektisitler

Neonikotinoidler sinirsel etki smifli kimyasal olarak nikotine benzeyen
insektisitlerdir. Neonikotinoidler daha dnceleri kullanilan organofosfatli ve karbamatl
insektisitler ile kiyasalandiginda bdceklere gore kuslar ve memelilere daha az
toksiktirler. Neonicotinoid ailesi acetamiprid, clothianidin, imidacloprid, nitenpyram,
nithiazine, thiacloprid ve thiamethoxam: igermektedir ve imidacloprid diinyada en
yaygin kullanilan insektisittir (Anonim 2014d).

Baz1 neonicotinoidlerin ¢evresel etkileri {izerine 2000’lerin sonunda
incelemelerde artis olmustur. Neonicotinoidlerin kullanimi1 kot ekolojik etkileri tizerine
calismalarla iliskilidir. Bir¢ok iilke bazi neonicotinoidlerin kullanimini kisitlamig yada
yasaklamistir (Anonim 2014d).

Nithiazine ilk olarak bir kimyaci tarafindan sentezlenmistir. Arastiricilar bu 6n
maddenin insektisit potansiyeli gosterdigini bulmuslar ve nithiazine’ni gelistirmek i¢in
saflastirmislardir. Nithiazine daha sonra postsinaptik asetilkolin reseptor benzeri olarak
bulunmustur, nikotin ile ayn1 etki seklini gostermektedir. Nithiazine asetilkolinesteraz
inhibitorli olarak, organofosfat ve karbamat insektisitler gibi etki etmemektedir
(Anonim 2014d).

Neonicotinoidler nikotin gibi hiicrenin nikotinik asetilkolin reseptoriine
baglanmakta ve o hiicre tarafindan tepki baslatmaktadir. Bu reseptorlerin diisiik- orta
hareketlenmesi sinir uyarilmasina neden olurken, yiiksek seviyelerdeki asir1 uyarilma ve
reseptorlerin blokesi paralise (felg) ve 6liime neden olmaktadir. Nikotinik asetilkolin
reseptorleri Sinir tastyict asetilkolin tarafindan aktive olmaktadir. Asetilkolin bu
reseptorlerden gelen sinyalleri yok eden asetilkolinesteraz tarafindan bozulmaktadir.
Ancak  asetilkolinesteraz  neonikotinoidleri ~ bozamamakta ve  baglanma
degistirilememektedir. Cogu neonikotinoid bdcek sinir ndronlarina memeli sinir
noronlarindan daha giiglii baglanmakta, bu insektisitler secici olarak bdceklere
memelilerden daha toksiktir (Anonim 2014d).

Imidacloprid neonicotinoid kimyasal sinifina dahil olan bocek sinir toksini
olarak etki gosteren sistemik insektisitdir. Kimyasal bocek sinir sisteminde uyarimnin
iletimine karisarak etki eder. Ozellikle nicotinergic noronal yolu engellemeye sebep
olur. Engelleme bocegin felg olmasiyla sonuglanir ve neticede 6liir. Imidacloprid ilk
ticari neonicotinoidtir. Sistemik pestisit imidacloprid bitkilerin ksileminde topraktan
yaprak, meyve ve polen i¢inde kolayca yerdegistirir veya hareket eder (Anonim 2014d).

Nikotinik asetilkolin reseptorii sinir iletiminin ana aracilarindan biridir. Bu
reseptore iki asetilkolin molekiilii baglanarak aktive olmaktadir. Sinaptik yarigin
disindaki pozitif iyonlarin hareketine izin veren ligand gated iyon kanalidir. Reseptor,
iki alfa, bir beta, bir gamma ve bir delta alt tinite olan bes alt iiniteden olugsmaktadir
(Sekil 2.4).
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Sekil 2.3. Neonikotinoidlerin hedefi Ligand gated iyon kanali

Byrne vd (2003) c¢alismalarinda kesilmis pamuk yapraklari kullanilarak yapilan
sistemik alim bioassaylerinin tiitliin beyazsinegi B. tabaci’nin Guatemala
popiilasyonunda  imidaclopride  dayanikliligi  destekledigini  belirtmislerdir.
Calismalarinda naftil esterazlar poliakrilamid jel elektroforezleri ile bocekleri B biyotipi
olarak tanimlamiglardir. Araziden toplanan popiilasyonda direnci hassas popiilasyona
gore 58 kat olarak belirlemislerdir. Direng seviyesinin pamukta sistemik olarak devamli
uygulama sonucunda 126 kata kadar yiikseldigini gézlemlemislerdir. Biyokimyasal
aragtirmalarda seleksiyon uygulamasi siiresince herhangi bir anda 4C- imidaclopridin
NADPH- kaynakli karisik fonksiyon oksidaz metabolizmasi tespit edilememistir. Diger
taraftan ev sinekleri abdomeninde mikrosomal preparasyonlarin ana bilesikleri olefin
tiirevi ve mono-hidroksinin ¢abuk ve ¢ok miktarlarda iretildigini gézlemlemislerdir.
Imidaclopridin evsinegi MFO’su tarafindan detoksifikasyonu, bu bocege karsi diisiik
insektisit toksitesi raporlari i¢in beyazsinekle karsilastirildiginda agiklama olabilecegini
belirtmigler, buna ragmen her iki tiirdede imidacloprid ve nikotinik asetilkolin
reseptorleri arasinda benzer baglanma 6zellikleri oldugunu bildirmislerdir.

Rauch ve Nauen (2003) calismalarinda Israil’de B biyotipinde ilk defa yiiksek
neonicotinoid ¢apraz direnci tespit etmislerdir. Imidacloprid hedef bolge direncini bu
yiiksek direncli popiilasyonlarda nikotinik asetilkolin reseptérdeki (nACHR) baglanma
(*H) assaylarinde tespit edememislerdir. Calismalarinda aym zamanda Neonikotinoid
direncinde metabolik enzimlerin etkisini esteraz, Glutathion S-transferaz ve sitokrom
P450 Dbaglantili monooksigenaz yapay substratlar1 ile biyokimyasal olarak
belirlenmistir. Monooksigenaz aktivitesi normal direngli popiilasyonlarda (RF 30) 2-3
kat artarken, yliksek direngli popiilasyonda (RF~1000) 5-6 kat arttigii tespit
etmislerdir. Monooksigenaz aktivitesinin sadece imidacloprid, thiamethoxam ve
acetamiprid direnciyle iliskili oldugunu ve bu nedenle monooksigenazin B. tabaci B ve
Q biyotipinde neonicotinoid direncinden sorumlu tek enzim sistemi olarak goriindiigiinti
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belirtmislerdir. Direngli Q Dbiyotipi popiilasyonunda imidaclopridin  oksidatif
degradasyonunu in vivo olarak (**C)  imidacloprid metabolizma calismalariyla
desteklendigini belirtmislerdir. Bes-hidroxy-imidaclopridi sadece ana metabolit olarak
tespit etmiglerdir. Bu bilesigin nAChR’ye baglanma egilimini ve insektisit aktivitesini
B. tabaci’de imidaclopridden 10 kat daha diisiik bulmuslardir.

Karunker vd (2008) calismalarinda B. tabaci imidacloprid direnciyle iliskili
olabilecek P450 cDNA sekansi belirlemek icin polimeraz zincir reakiyonu (PCR)
teknolojisini, dejenere primerler kullanilarak korunmus P450 heliks I ve heme- binding
bolgelerini ¢aligmiglardir. Onbir farkli P450 ¢cDNA sekansi izole etmislerdir ve CYP4
veya CYP6 ailelerinin iiyeleri olarak siniflandirmislardir. Imidaclopride giiclii, orta
direng yada hassasiyet gosteren B. tabaci’nin 9 B ve Q arazi kokenli popiilasyonlari
arasinda real time kantitatif RT-PCR kullanilarak tim 11 genin mRNA ekspresyon
seviyelerini karsilastirmiglardir. Her iki B ve Q biyotiplerinde imidacloprid direnciyle
yakindan iligkili fazla expresyondan (17 kata kadar) sorumlu tek P450 geni,
CYP6CM12’i bulmuslardir. Daha sonra direncli ve hassas Q biyotipi CYP6CM1 allelleri
arasinda ayrim yapan ii¢ tek niikleotit polimofizmi (SNP) markirt bulmuslardir (r-Q ve
s-Q smrastyla) ve r-Q ile direng arasindaki iligkiyi test etmek i¢in heterojen
popiilasyonda kullanmiglardir. Diisiik imidacloprid dozunda canli kalanlarin r-Q ve s-Q
her iki allelide tasidiklarini, yliksek imidacloprid dozunda canli kalanlarin  %95’inin
sadece r-Q allelini tasiklarii belirtmislerdir. Sonuglar1 onceki bulgularla birlikte, B.
tabaci’deki imidacloprid direncinin ana mekanizmasi P450s’nin yiiksek aktivitesini ve
arazi popiilasyonlarinda imidacloprid ve muhtemelen diger neonicotinoidlerin
direncinde rol oynayan DNA tabanli arastirmalarin baslica hedefi olan CYP6CMI
genini tanimlamislardir.

Sethi vd (2008) ¢alismalarinda araziden farkli tirtinlerden toplanmis beyazsinek
popiilasyonlarinin imidacloprid, bifenthrin ve fenvalerate karsi direng gelistirme
kapasitesini 8 generasyon selekte ederek arastirmiglardir. Seleksiyon baskisi insektisitle
muamele edilmis yaprak diskleri iizerinde %60-80 6liim veren dozlar secilerek erginlere
uygulanmustir. 8. generasyon sonunda bu ii¢ insektisit ile selekte edilmis popiilasyonlar
21.90, 7.12 ve 4.13 kat artig gdstermistir. Imidacloprid selekte popiilasyon bifenthrin ve
fenvalerate- selekte popiilasyonlar1 ile Kkarsilagtirildiginda insektisit direncinin
gerceklesen kalitimmin cok yiiksek oldugunu bildirmislerdir. imadaclopride direng
gelisimi i¢in bifenthrin ve fenvalerate ile kiyaslandiginda arazi popiilasyonlarinda riskin
cok fazla oldugunu gostermektedir. Insektisit direncinin kalitimimin etki seklinin birden
fazla resesif gen tarafindan kontrol edildigini bulmuslardir.

Byrne vd (2010) imidacloprid ve dinotefuranin yaprak ve toprak
uygulamalarinin yeni enfekteli poinsettia bitkilerindeki beyazsinek B. tabaci B
biyotipinin popiilasyon olusturmasini 6nlemedeki goreceli etkisini aragtirmiglardir.
Yapraklarin istiindeki ve igindeki pestisit seviyelerini 10 hafta boyunca ELISA ve
LC/MS ile bu bocege karsi neonikotinoid aktivitesinin dinamiklerini daha iyi anlamak
icin ve ergin ve nimf evrelerini 6ldiirmeye yetecek insektisit konsantrasyonunu
belirlemek {izere gozlemlenmistir. Tiim uygulamalarin ergin popiilasyonunu kontrolde
ayn1 derece etkili oldugu kanitlarken, dolayisiyla kontak yaprak uygulamalart amacim
basarmistir, dinotefuranun toprak uygulamalar1 Bemisia popiilasyonlarinin ¢oklu-
generasyon kontrolii saglayan tek uygulamadir.
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Karunker vd (2009) Bu ¢alismada Q biyotipi CYP6CM1 enzim farklilig: ile
imidaclopridin interaksiyonunu analiz etmede molekiiler docking ve dinamik
similasyonlarini kullanmiglardir. Aktif site enziminde en diisiik enerji ile baglanma
modunun, kilit amino asitlerle iliskili oldugu (Phe-130 ve Phe-226) ve varsayilan
hidroksilleme sitesi (imidaclopridin imidazolidine ring sistemindeki karbon 5’¢ en
diistik uzaklik) tahmin edilmistir. CYP6CMI1vQ heterolokusunun ekspresiyonu,
tahminlerinin kesinligini dogruladigini ve enziminin imidaclopridin daha az toksik 5-
hydroxy forma hidroksillemeyi katalize ettigini kanitladigini  bildirmislerdir
(Kcat=3.2pmol/min/pmolP450, Kyn= 3.6uM). Sonug olarak verilerine gore zararli bocek
popiilasyonlarinda insektisitler metabolizm P450 inaktivasyonunu hedeflemis ve
inhibitdr dizayni icin CYP6CM1vQ’1 ana hedef olarak belirlenmistir.

Hameed vd (2010) galismalarinda yaprak daldirma biyoassaylerini kullanarak
Pakistan Pancap’ta ti¢ farkli bolgeden (Bahawalpur, Faisalabad ve Multan) B.
tabaci’nin endosulfan, imidacloprid, acetameprid ve diafenthiurone hassasiyetini
belirlemislerdir. Tim B. tabaci popiilasyonlarinin bu pestisitlere hassas olduklarini
gozlemlemislerdir. Bu insektisitlerin kiyaslamali direng oranlar1 LCso Seviyeleri 1.75-
3.60 kat endosulfan i¢in, 1.18- 2.09 kat imidacloprid i¢in, 1.01- 4.29 kat acetameprid ve
1.06-2 kat diafenthiuron icin belirlemislerdir. Bu ¢alismada Pakistan’da B. tabaci’nin
endosulfan, imidacloprid, acetamiprid ve diafenthiurona karsi tolerans fakliliklar ilk
kez olgiilmiistiir. B. tabaci miicadelesinde geleneksel insektisitlerin kullaniminin daha
iyi sonuglar saglayacagini bildirmislerdir.

2.3.3. Bocek gelisim diizenleyici (IGR)

Ayn1 zamanda {igiincli generasyon insektisit olarak isimlendirilen Bocek gelisim
diizenleyiciler (IGR), boceklerin normal endokrin aktivitesi veya hormon sisteminin
bozulmasimna (karisik icine iten) yol agarak hedef bocegin gelisim, lireme veya
metamorfozisini etkileyen pestisitlerdir. Sentetik kimyasal insektisitlere gore daha
yavas etki sekline sahiptirler. IGR’ler juvenile hormon benzeri ve Kitin sentezi
inhibitorlerini icermektedirler. Klasik insektisitlerden farkli olarak IGR’ler bocek sinir
sistemini etkilememektedirler (Anonim 2014e).

Pyriproxyfen pyridine tabanli arthropodanin tiirlerine karsi etkili bulunmus
pestisittir. Amerika’ya 1996 yilinda pamuk bitkilerini beyazsinekten korumak igin giris
yapmustir. Ayni evcil hayvanlarda pirelere karsi kullanilmaktadir. Pyriproxyfen juvenile
hormon analogudur ve larvanin ergin doneme gegmesine engel olur (Anonim 2014e).

Horowitz vd (2005) juvenil hormon benzeri pyriproxyfene karsi B. tabaci arazi
popiilasyonlarinda 1996-2003 yillar1 arasindaki direng takibini Ayalon vadisi (Merkez
Israil) ve Carmel Coast (Kuzeybati Israil)’daki pamuk tarlalarinda ¢alismislardir. Her ne
kadar ¢aligmalar1 sirasinda 1996-1997 yillar1 arasinda pyriproxyfen kullanimi buralarda
durdurulsa da pyriproxyfene direng belirli bir diizeye kadar gerilemis fakat oldukga
stabil kalmigtir ve hassasiyet tamamen eski haline gelmemistir. B. tabaci’nin iki
poplilasyonu Ayalon Vadisi’'nden toplanmis, pyriproxyfendeki hassasiyeti F1’de
belirlemisler ve her bir biyotipten bir popiilasyonu insektisit uygulamasi olmadan
kontrollu sartlarda devam ettirmislerdir. Pyriproxyfene direncin uygulama olmayan
popiilasyonda 20 generasyon sonunda olduk¢a diistiigiinii, bu disiisiin insektisit
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kullanilmayan rejimlerde Q biyotipinin yerini B biyotipinin almasiyla ayn1 zamanda
oldugunu belirtmislerdir; B biyotipinin pyriproxyfene direngli Q biyotipinden daha
rekabet¢i oldugu goriisiinii  bildirmislerdir. Kontrollii sartlarda neonicotinoidle
seleksiyonlar1 pyriproxyfen dayanikliliginin devami ile sonu¢lanmistir ki Q biyotipi
dominanttir. Sonug olarak pyriproxyfen veya neonicotinoid uygulamalar1 Q biyotipi i¢in
secici olabilmekte ¢iinki uygulandig: yerlerde canli kalabildigini belirtmislerdir.

Crowder vd (2006) ¢alismalarinda tath patates beyazsinegi B. tabaci, B biyotipi
(B. argentifolii) tarafindan bocek gelisim diizenleyici (IGR) pyriproxyfene direng
gelisimini incelemek igin bilgisayar similasyonu kullanmuslardir. Arizona ve Israil
pamuk (Gossypium spp.) arazilerinde goriilen birbirleriyle tutarli trendlere gore, bu
haplodiploid bocekte pyriproxyfene direncinin ¢ok hizli gerceklestigini bildirmislerdir.
Diploid bdceklerdeki modellemele sonuglari; toksin konsantrasyonundaki artis ile
direng gelisiminin hizlanmasi, disilerde direncin hakimiyeti, direng¢ allelerinin ilk
frekans1 ve pyriproxyfen ile muamele edilmis alanlarin orani ile benzer oldugunu
belirtmiglerdir. Direngle alakali fitness cost tarafindan direncin ertelendigini
bildirmisler. Uygulama yapilmis alan ile uygulama yapilmamig alan arasindaki
hareketin kiigiik etkiye sahip oldugunu, bununda muhtemelen uygulama yapilan
alanlardaki uygulama yapilmamis pamuk yapraklarinin dogal barinma yeri
saglamasindan kaynaklandigin1 bildirmislerdir. Pyriproxyfene hassasiyette hassas
erkekler hassas disilerden fazla oldugunda direng gelisiminin daha hizli oldugunu, diger
bir taraftan direngli erkeklerin sayisi diren¢li disilerden fazla oldugu zaman direng
gelisiminin daha yavas oldugunu belirtmislerdir. Sonug olarak iireticilerin pyriproxyfeni
diisik dozlarda uygulayarak kullanimimi uzatabileceklerini ve hassas popiilasyonlarin
yasamasini arttirabileceklerini 6nermislerdir.

Wilson vd (2007) Calismalarinda pyriproxyfen uygulamasindan sonra bilesigin
etkisinde zamanla degisim olup olmadigini belirlemek iizere denemeler yapmislardir.
Pyriproxyfen uygulamasmin 13 generasyon durdurulmasi sonrasinda direngte 8 kat
azalma tespit etmislerdir. Direncin geri gelmesinin yaninda doniis olan kolonide biyotik
faktorlerin arttigim1 belirtmislerdir. Nimf canliligi, cinsiyet orani, yumurtlama giict,
yumurta agilma oram1 ve gelisme zamanlari gibi deneysel degerlendirmeler
birlestirildiginde direngli bocegin her bir generasyondaki sezonsal maliyetinin ortalama
%25 oldugunu belirtmislerdir. Biyoassaylerdeki gozlemlerden elde edilen verilere
dayanilarak optimize edilen genetik bir similasyon modeli, direngli homozigot (RR)
disiler ve heterozigot (R) erkekler i¢in tahmin edilen maliyetin generasyon basina %19
oldugunu ve geriye donmenin {iretilmis oranlar1 deneysel sonuglarla benzerlik
gosterdigini belirtmislerdir. Modele gore, pyriproxyfen uygulamasi olmadan 5 yil sonra
(~55 generasyon) direng allellerinin (R) frekansinin hala yiiksek (0.02) olarak kaldigini
belirtmislerdir. Sonu¢ olarak deneysel ve modelleme sonuglarina gére B. tabaci’de
geriye direng gelisiminin limitli oldugunu belirtmislerdir.

Crowder vd (2008a) B. tabaci (B biyotip) disi ve erkekleri iizerinde bocek
gelisim  diizenleyici  pyriproxyfenin  etkilerini  laboratuar  biyoassayleri ile
degerlendirmislerdir. ~ Boceklerin ~ nimf  yada  yumurtalarina  pyriproxyfen
uygulamiglardir. Tiim testlerinde laboratuar seleksiyon direncli popiilasyon i¢in LCso
degeri seleksiyon yapilmamis hassas popiilasyona gore 620 kat fazladir. Boceklerin
yumurtalarina yaptiklari uygulama sonucunda her iki popiilasyonda da erkek ya da disi
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canliliginda fark yoktu. Nimflere yapilan uygulamalar1 sonucunda canli kalan hassas
erkek ve disi arasinda fark olmaz iken, direngli erkekler direncli disilere gore yiiksek
Oliim orami sergilemislerdir. Direncin test edilen en diisliik konsantrasyonda kismen ya
da tamamen,en yiiksek konsantrasyonda ise tamamen resesif oldugunu belirtmislerdir.
Sonug olarak eger bu calismada kullanilan laboratuar selekte popiilasyonu ile arazi
popiilasyonu bireyleri benzer 6zellikte ise pyriproxyfene direng gelisiminin g¢abuk
olacagini bildirmislerdir.

Crowder vd (2008b) pyriproxyfenin Arizona’da pamukta tatli patates B. tabaci
(B biyotipe)’ ne karsi integre zararli miicadele (IPM) programinin pargasi olarak
kullanilan ~ onemli  bir  insektisit oldugunu  belirtmislerdir.  Pyriproxyfen
konsantrasyonunun, insektisit aksiyon esigi, {riin ¢esitliligi, dikim zamani ve B.
tabaci’de pyriproXyfene direng gelisiminde pyriproxyfenin pargalanmasi etkisini
belirlemek iizere similasyon modeli kullanmislardir. Modelde pyriproxyfen kullanimi
sezonda bir uygulama limiti ile pamukta sinirlanmis. Diger model parametreleri arazi ve
laboratuar denemelerindeki verilere dayandirilmistir. Beyazsinek popiilasyon yogunlugu
ve yildaki insektisit uygulama sayis1 diren¢ gelisimini arttirmaktadir. Diisiik
pyriproxyfen konsantrasyonunda diren¢ gelisimi yavas olmaktadir. Pyriproxyfen igin
diisiik aksiyon esigi ve diger insektisitler i¢in yiliksek aksiyon esiginde ayni zamanda
yavas diren¢ olusumu gozlemlenmistir. Her ne kadar, pyriproxyfen i¢in diisiik aksiyon
esigi yliksek pyriproxyfen konsantrasyonu ile yilda daha fazla insektisit uygulamas ile
sonuclanmaktadir. Pyriproxyfene direng gelisimi yogun pamuk alanlarinda daha hizli
olurken, farkli iirlin bolgelerinde daha yavas oldugunu bildirmislerdir. Baz1 durumlarda;
direnci geciktirme stratejileri IPM acisindan etkili olmaktadir. Bununla beraber bazi
direnci geciktirme stratejileri yiiksek popiilasyon yogunlugu ile sonuglanmaktadir.
Sonuglari; treticiler tarafindan kontrol edilebilen ¢evresel ve operasyonel faktorlerin
modifikasyonu pyriproxyfenin etkinligini uzatacagin1 gostermektedir.

Dennehy vd (2010) Arizona’da 2004 yilinda rutin direng izleme sirasinda
beyazsinek B. tabaci’nin genis ¢apta insektisitlere karsi yiiksek seviyede dirence
nadiren sahip olan bir popiilasyonu kesfetmislerdir. Direngli bdcekleri poinsettia
(Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) iizerinde ¢ogaltmislar ve laboratuvarda
biyotip analizine tabi tutmuslardir. Naphtol esterazlarin poliakrilamid jel elektroforezi
ve mitokondriyal sitokram oksidaz I geninin (780 bp) sekansi B. tabaci Q biyotipinin
New World’da ilk tespitini onaylamaktadir. Bu U.S Q biyotip popiilasyonu
poinsettia’04 olarak isimlendirilmis ve iki segici bdcek gelisim diizenleyici
pyriproxyfen ve buprofezine ve fenpropathrin ve acephate karisimima karsi ytiksek
direngli oldugu belirtilmistir. Ayn1 zamanda imidacloprid, acetamiprid ve thiamethoxam
neonikotinoid insektisitlere B biyotipine gore diisiik hassasiyete sahip oldugunu
bildirmislerdir. Arizona’da 2001 den 2005°e kadar pamuk (Gossypium), sebze ve kavun
(Cucumis melo) tarlalarinda toplanan 100 beyazsinekte Q biyotipini tespit
edememislerdir. Sonug olarak birlesik devletlerin B. tabaci B biyotipinin 1980’lerdeki
girisi ile ciddi etkilenmis bolgeleri, Q biyotipinin kontrollii ortamlardan arazi
sistemlerine gecisinde limitler oldugu fikrini vermektedir ve bu direngli biyotip ile
miicadelede alternatif formulasyonlar kullanilmasi gerektigini 6nermektedirler.

Ma vd (2010) Calismalarinda araziden toplanan direngli populasyonlarda direng
mekanizmasinm1  ve direngli beyazsineklerin miicadelesinde optimum stratejiyi
belirlemislerdir. Sinerjizm biyoassayleri laboratuar selekte popiilasyon QCO2’deki
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direng, piperonyl butoxide (PBO) ve diethyl maleate (DEM) ile kismen
durdurulabilerken, S, S, S-tributyl phosphorotrithioate (DEF) ile durdurulamadigini
gostermistir.  Sinerjizm biyoassay sonuglar1 ile enzimatik assay sonuglarma gore
sitokrom P450 monooxygenaz (P450) ve glutathione S-transferases (GST) enzim
aktivitelerinin yiiksek oldugunu fakat hassas popiilasyona gore pyriproxyfen- direncli
QCO2 popiilasyonunda esterazlarda ciddi yiikseklik olmadigini belirtmislerdir. Sonug
olarak beyazsinek pyriproxyfen direncinde P450 ve GST her iki enzim sistemininde rol
oynadigini belirtmislerdir.

Horowitz ve Ishaaya (2014) calismalarinda Israil’in bircok lokasyonunda
B.tabaci biyotiplerinin genis surveyi ve insektisitler tizerindeki etkilerini 2003’ten
2012’ye kadar pamuk tarlalarinda ve diger iiriinlerde yiiritmiiglerdir. Farkli alanlarda B.
tabaci’nin iki biyotipi B ve Q’yu saptamislardir ve biyotip dinamiklerindeki farkliliklar
kaydetmislerdir. Kuzey Israil’de 2003’ten 2007’ye erken sezonda yiiksek oranda B
biyotipi siirekli olarak bulunmustur. Ancak sezon sonunda %60 dan %100‘e varan
oranda Q biyotipinin belirli yiikselisi ile birlikte bdcek gelisim diizenleyici (IGR)
pyriproxyfene yiiksek diren¢ ve neonicotinoid insektisitlere daha az boyutta
orneklenmistir. Israil’in merkez béliimiindeki arazilerde Q biyotipi tiim sezon boyunca
pyriproxyfene yiiksek direngle birlikte baskin bulunmustur. 2009°dan beri biyotip
oranlarinda ciddi bir yer degistirme gozlemlemislerdir: bir ¢ok arazide B biyotipi %90
veya daha fazla oranda Q biyotipine dominant olmustur. Ayni zamanda IGR
pyriproxyfene direngte olduk¢a azalma gozlemlemislerdir. B. tabaci biyotiplerinin
degisim dinamiklerinin muhtemel sebepleri ve direng yonetimindeki etkilerini
tartismuslardir. Israil’de pyriproxyfene B. tabaci’deki giiglii direncin B biyotipine gore
Q biyotipi ile alakali oldugunu bildirmislerdir. B biyotipi uygulama yapilmayan
sartlarda Q biyotipine gore daha rekabet¢idir. Sonu¢ olarak son yillardaki pamuk
tarlalarinin doniim miktarindaki azalis ile beraber insektisit kullanimindaki 6zellikle
pyriproxyfendeki azaligin B biyotipinin ¢ogalmasi ile sonuglandigini belirtmislerdir.

2.3.4. Spiromesifen

Kontsedalov vd (2008) spiromesifen lipit metabolizma enzimi olan asetil-CoA-
karboksilaz’in inhibi edilmesi yoluyla beyazsinek ve akarlara karsi etki eden
“spirocyclic tetronic asit” tiirevi yeni bir insektisidal/akarisidal bilesiktir. Bilesigin arazi
degerlendirmeleri icin temel etki esigi olusturmak {izere spiromesifenin beyazsinek B.
tabaci gelisme evreleri tizerindeki etkilerini laboratuvar kosullarinda ¢alismiglardir.
Spiromesifen (5mg/L ™) uygulamasindan sonra ergin 6liim oran1 % 40 ve herbir disi igin
0.5mg/L? ile uygulamanin fekiinditeyi %80 oraninda azalttigin1 ve déllenmenin hemen
hemen sifir oldugunu bildirmislerdir. Yumurtalar i¢in LCso 2.6 mg L™ ve birinci dénem
igin 0.5mgL*dir. Taramali elektron mikroskobuna gore uygulamaya tabi tutulmus
disilerin biraktigi yumurtalar anormal chorion deligi ve disilerin ovipozisyonu
tamamlayamadigin1 gostermistir. Isik ve florasan mikroskobu uygulamay: takiben
kiiciik yumurtalar ve nimfler ile yumurtalarda daha kiiciik, anormal formda ve yanlis
yerlesmis bacteriomlar oldugunu géstermistir. Herbir diside sayilan ovariolar 5mgL™
uygulamasinda azalmigtir. Spiromesifen farkli kimyasal gruptaki insektisiktlere ¢apraz
direng gdstermemistir ve bir yil sonunda Israildeki diren¢ taramalarinin bu insektisite
kars1 direng gelistirmedigini gostermistir. Calismalarinin sonucunda spiromesifenin B.
tabaci ergin oncesi evrelerine karsi essiz etki mekanizmasi ve giiclii etkisiyle birlikte
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farkli kimyasal gruptaki insektisitlere capraz diren¢ olmamasi ile zararliya karsi
kullanilmasini tavsiye etmektedirler.

Prabhaker vd (2008) ¢alismalarinda tetronik asit tlirevi spiromesifene hassasiyeti
ti¢ imidaclorpid-direngli popiilasyonda ve B. tabaci (=B. argentifolii)’nin Kaliforniya
ve Arizona’dan 12 cografi olarak farkli dogal popiilasyonunda laboratuvar biyoassaylari
ile belirlemislerdir. Yeni c¢ikan birinci nimflere spiromesifenin farkli sivi dozlar
uygulanmis ve hassasiyet baseline verilerini olusturmak igin  toksisitesi
degerlendirilmistir. Popiilasyonlar arasinda spiromesifene hassasiyetteki varyasyon
dogal popiilasyonlardaki beyazsineklerde 29 kata kadar gézlemlenmis; ancak test edilen
direngli ve hassas dogal popiilasyonlar arasinda sadece 30 kat fark gézlemlenmistir.
Genel olarak spiromesifen tiim cografik yayilimdakilerde birinci nimflere oldukca
toksiktir, LCso degerleri 0.210 dan 6.08ug (Al)/ml’ye kadar degismektedir.
Varyasyonun derecesi ii¢ direngli popiilasyon arasinda ¢ok diisiiktiir. Bu sonuglar test
edilen tiim popiilasyonlar arasinda spiromesifene hassasiyetin gozlemlenen farkliligi
dogal varyasyonun yansimast oldugunu gostermektedir, muhtemelen herbir bolgede
onceki insektisitlere maruz kalmadan kaynaklanmaktadir. Ayn1 zamanda spiromesifenin
etkinligi ii¢ arazi ve iki direngli beyazsinek popiilasyonunun tiim ergin Oncesi
donemlerinde belirlenmistir. Spiromesifen kaydedilen LCso degerlerine dayanarak
dordiincii nimf ile kiyaslandiginda beyazsinegin erken nimf donemlerine karst daha
etkilidir. Spiromesifen B. tabaci’nin ispanya’dan neonikotinoidlere yiiksek direngli Q
biyotipi popiilasyonlarina karsi etkilidir. Bu ¢alismanin sonuglari spiromesifenle daha
yaygin kullanilan neonikotinoidler arasinda ¢apraz direncin olmadigini kanitlamaktadir.
Arastirmacilar spiromesifenin diger kimyasallarla rotasyon i¢inde beyazsinek igin
diren¢ yonetim programlarinda ideal bir aday olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Ilias vd (2012) Caligmalarinda Yunanistan’dan insektisitlere farkli seviyelerdeki
direng sahip T. urticae ve B. tabaci popiilasyonlarina kars1 ketoenoller spirodiclofen ve
spiromesifenin etkisini ayn1 zamanda heriki zararliy1 siirdiiriilebir kontrol i¢in insektisit
diren¢ yonetimindeki potansiyel rollerini degerlendirmislerdir. Spirodiclofene direng T.
urticae popiilasyonlarinda gézlemlenmemistir. On popiilasyondan dokuzu pirimiphos-
methyl (23-kata kadar), pyridaben (39 kata kadar) ve fenazaquine (42 kata kadar) direng
gelisimi gostermistir. Onlardan iki tanesi yiiksek direng orant (RR) sergilemistir,
bifenthrin (RR=81,351) ve bir tanesi fenbutatin oxide (RR=146). Bu dokuz
popiilasyonda spirodiclofene (RR<5) gapraz direng yoktur. Giil serasindan test edilen
pestisitlerin ¢oguna yiiksek seviyede diren¢ (RR=8413, 1494,434 ve 74 sirasiyla
bifentrin, fenbutan oxide, abamectin ve pirimiphos-methyl) sergileyen bir popiilasyon
spirodiclofene (R=12) azalmis hassasiyet gostermektedir. B. tabaci’de onbir arazi
popiilasyonu arasindaki spiromesifene tepki varyasyonu c¢ok disiiktiir. Birgcogu
imidacloprid ve alpha-cypermethrine yiiksek seviyede direng sergilemektedir.
Spiromesifenin LCso’si 4.5 den 14 mg/l arasinda degismektedir ve ilgili LCos degerleri
Onerilen arazi dozunun epey altindadir. Ketoenol direng risk potansiyeli ayn1 zamanda
heriki tiiriin popiilasyonlarina karsi laboratuvar sartlarinda stirekli seleksiyon baskisi
altinda tutularak arastirilmistir. Fakat LCso de herhangi bir artis tespit edilememistir.
Ketoenollerin Yunanistan’da her iki zararli i¢in diger pestisitlerle rotasyonda etkili bir
kimyasal ara¢ olarak diren¢ yonetiminde kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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2.3.5. Direnc diizeyi belirleme ¢calismalari

Rauch ve Nauen (2004) Calismalarinda GST aktivetisi B. tabaci hassas ve
direngli popiilasyonlarinda Yyapay substratlar, 1-chloro-2 dinitrobenzen (CDNB)
fotometrik mikroplaka biyoassaylere gore, monochlorbimane (MCB) florometrik
mikroplaka biyoassaylerine gore belirlemigler ve Michaelis-Menten Kinetiklerini
karakterize etmislerdir. Etharynic asidin inhibitor potansiyeli ICso degerleri 0.9 ve 5.8
uM ile substrat ve popiilasyona bagli olarak ¢ok etkilidir. Dicumarol inhibitor etkisi 10
kat daha diistiktiir. Glutathione-ilgili kromotografi iki farkli B. tabaci popiilasyonunda
SDS-PAGE’de tek bant goriinen ve MALDI kiitle spektrofotometrede 23.5 kDA
molekiil agirligr belirlenen GST enzimlerini saflastirmislardir. Saflastirilmis enzimin
N-terminusu Edman degredasyonu tarafindan sekans edilmistir. Enzimin Tamamina
yakin ¢cDNA’s1 N-terminal amino acid sekansindan ¢ikarilmis dejenere primerler
kullanilarak RT-PCR tarafindan izole etmislerdir ve acik sekilde okunan 194 amino asit
proteini icerdigini bildirmislerdir. Anlamli amino asit sekansi ile diger tiirlerin
GST’sinin kiyaslanmast sonucunda enzimin bocek sinifi GSTs ile ¢ok yakin iligkisi
oldugu sonucuna varmisglardir.

Kang vd (2006) calismalarinda Shangjie, Minhou, County, Fujian, Cin’den (SJ)
ticari criferous (Brassica oleracea var italica L.) sebze tarlalarindan toplanan B.
tabaci’de enzim inhibitorlerinin sinerjizm ve insetktisit direng mekanizmalarini dryfilm
metodunu ve biyokimyasal analizleri kullanarak arastirmislardir. B. tabaci insektisit
hassas insektaryum popiilasyonu ile arazi popiilasyonunun karsilastirilmasinda direng
oranlar1 methamidophos i¢in 29.3, chlorpyrifos i¢in 21.8, phoxim i¢in 2.2, fenvelerate
icin 72.4, avermectin i¢in 9.4 emamectin benzoate igin 5.5, spinosad i¢in 1.8 Kkat,
fipronil i¢in 11. 6 ve imidacloprid i¢in 8 kat olarak gézlemlemislerdir. B. tabaci’nin
arazi popiilasyonlarinin diisiik asetilkolinesteraz aktivitesi gosterdigini ancak yiiksek
asetilkolinesteraz  hassasiyeti methamidophos ve dichlorvos olurken yiiksek
karbosilesteraz (CarE) aktivitesi gozlemlenmistir. Piperonyl butoxide (PB) Triphenyl
phosphate (TPP) ve diethyl maleate (DEM) B. tabaci insektaryum popiilasyonunda
dokuz insektisite karsi hassasiyette diisiik etki gostermislerdir. Diger bir taraftan B.
tabaci’nin arazi popiilasyonunda dokuz insektisite karst1 PB ile, methamidophos,
chlorpyrifos, phoxim, fenvelerate ve imidacloprid TPP ile, methamidophos ve
avermectine DEM ile yiiksek sinerjizm oranlar1 gézlemlemislerdir. PB tarafindan AChE
aktivitesinin yiiksek inhibisyonu ve DEM tarafindan GST aktivasyonunun
inhibisyonunu insektaryum ve arazi popiilasyonunda, CarE aktivitesinin PB, TPP ve
DEM tarafindan yiiksek inhibisyonunu in vivo olarak arazi popiilasyonunda
gozlemlemislerdir. Sonug olarak B. tabaci’de organofosfat direncinin kismen AChE
aktivitesiyle iliskili oldugunu belirtmislerdir. Oksidatif degredasyonun SJ’de bulunan B.
tabaci’de insektisit direncinde ana mekanizma olduguna inanmaktadirlar. Hidrolitik
reaksiyonlar kismen bazi agilardan direngten sorumlu olabilir. Bu bulgular1 B. tabaci’de
PB, TPP veya DEM ig¢in bagka hedeflerinde oldugunu isaret ettigini bildirmektedirler.
Bu ii¢ enzim inhibitorii tarafindan insektisit toksisitesinde diizelme i¢in mantikli
aciklama saglayabilir. Ozellikle PB’nin dokuz insektisitteki en yiiksek sinerjizmi
PB’nin B. tabaci’de AChE veya CarE aktivitesine ¢oklu etkisi ile agiklanabilecegini
belirtmislerdir.
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Fernandez vd (2009) calismalarinda giiney bat1 Ispanya’dan yedi B. tabaci Q
biyotipi popiilasyonunun nimflerinde, belirtilen insektisitlere direng seviyelerini
belirlemislerdir. Alt1 popiilasyonun referans Ispanya Q biyotipi popiilasyonu (LCso =
2.7,8.7,15.2,19.9, 0.34, 20.9 ve 1.1mg/L ! sirasiyla) ile kiyaslandiginda diisiikten orta
dereceye azadirachtine (0.2 den 7 kata), buprofezine (11 den 59 kata), imidaclopride (1
den 15 kata), methomyle (3 den 55 kata), pyridabene (0.9 dan9 kata), pyriproxyfene (0.7
den 15 kata) ve spiromesine (1 den 7 kata) direng¢ seviyesine sahip oldugunu
belirtmislerdir. Denemelerinde seradan toplanmis yogun insektisit uygulamasina maruz
kalmis bir popiilasyon ayni deneme bilesiklerine yiiksek seviyede direng géstermistir
(31-, 1164-, 3-, 52-, 9-, 19 ve 3 kat sirasiyla). Pyridaben ve spiromesifen Onerilen
uygulama oranlarindan ciddi sekilde diisiik LCso degeri ile tiim popiilasyonlarin
nimflerine kars1 etkili oldugunu bulmuslardir. Onceki raporlara kars1 olarak giiney-bati
Ispanya’nin yogun tarim bolgelerindeki B. tabaci Q popiilasyonuna kars1 ¢ok sayida
insektisitin yiiksek oranda etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Bunun muhtemelen son
zamanlarda IPM teknolojilerinin ve stratejilerinin sonucu olarak uygulamalardaki ciddi
diististen kaynaklandigini belirtmislerdir. Ancak diren¢ genlerinin bulunmasi ile eski
seviyelerine donebilecegini, yiiksek insektisit seviyelerine maruz kalmasi ise direncin
cabuk gelisimi ile sonug¢lanabilecegini belirtmislerdir.

Luo vd (2009) Cin’in bir¢ok bdlgesinde, 1990°dan beri dogal popiilasyonlar
istilac1 ve global olarak yayilmis B biyotipi tarafindan golgede birakilmistir. Cok yakin
zamanda Q biyotipi yerlesmis, ¢ogalmis ve tiim tilkedeki tarimsal {iretim sistemlerinde
daha etkili tehdit olmustur. Calismalarinda biyotip rekabetinde ana rolii ve son yer
degistirmedeki insektisitlerin potansiyel roliinii belirlemek i¢in Cin’in B. tabaci B ve Q
biyotiplerinin insektisit diren¢ profillerini arastirmislardir. Genel olarak kullanilan
bilesikler piretroitler, neonikotinoidler, abamectin ve pyriproxyfeni kullanmislardir.
Piretroitler, abamectin ve pyriproxyfenden bir¢ok popiilasyon arasinda her iki biyotipin
benzer sekilde etkilendigini bulmuslardir. Ancak ii¢ ticari neonikotinoide tepkileri
zitdir. B biyotipi popiilasyonlari acetamiprid, imidacloprid ve thiamethoxama karsi
hassas kalirken Q biyotipi bu insektisitlere 20-170 kat diren¢ sergilemis oldugunu
bulmuslardir. Cin’de neonikotinoid insektisitlerin kullanimimnin karisik biyotip alanlari
icinde Q biyotipi i¢in seleksiyon potansiyeli oldugunu, son giriste yerlesmesine ve
egemen olmasinda katki sagladigini bildirmislerdir.

Houndete vd (2010) ¢alismalarinda Bat1 Afrika’da Benin, Togo ve Burkina
Faso’da pamuktan toplanmig arazi popiilasyonlarindaki direng¢ durumunu yaprak
daldirma methodu ile farkli kimyasal smiftan sekiz insektisit ile test ederek
belirlemislerdir. Sonuglar1 bazi arazi popiilasyonlarinin piretroitler deltamethrin (direng
orani RR 3-5) ve bifenthrin (RR4-36), organofosfatlar dimethoate (RR8-15) ve
chlorpyrifos (RR5-7) ve neonicotinoidler acetamiprid (RR7-8) ve thiamethoxama (RR3-
7) yiiksek hassasiyet kaybi oldugunu goéstermislerdir. Aynmi zamanda B. tabaci
pymetrozine (RR3-18) ve endosulfana (RR14-30) direnglidir. Sonug¢ olarak B.
tabaci’nin piretrodlere ve OP’lara karsi direncin pamukta 30 yildan fazla siiredir
sistematik olarak kullanimina bagli oldugunu belirtmislerdir. Acetamipridin beyazsinegi
kontrolde yeni giris yaptigini ve Maalesef Burkina Faso’dan B. tabaci
popiilasyonlarinin zaten direngli oldugunu, ¢iinkii bu bilesikler arasinda ¢apraz direncin
herhangi bir yerde gézlemlenmemis oldugunu, neonicotinoidlere direncin bdlgede son
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zamanlarda tespit edilen istilact B. tabaci biyotipinin varligina bagli olabilecegini
belirtmislerdir.

Kontsedalov vd (2012) ¢alismalarinda direncin, salgin ile baglantili popiilasyon
dinamiklerindeki patternleri tanimlamak iizere 2008-2010 yillar1 arasinda Israil’de
biyotip kompozisyonunu ve insektisit direncini gozlemlemislerdir.  Sonuglari B
biyotipinin ag¢ik alandaki bitkilerde dominant oldugunu, Q biyotipinin ise sera ve
nethouse gibi kontrollii kosullarda kademeli olarak dominant oldugunu gostermistir ve
diren¢ salgmlarinin birkag insektisit uygulamasindan sonra gelismeye basladigini
bildirmislerdir. Onceki yillarda Q biyotipi popiilasyonlar: Israil’in bircok bolgesinde
yaygin olarak tespit edilirken, 2010 yil1 siiresince toplanan popiilasyonlar arasinda B
biyotipinin dominant oldugunu gbézlemlemisler, B. tabaci popiilasyonlarinin bir yildan
diger yila degiskenlik gosterdigini belirtmislerdir. B. tabaci biyotiplerinin degisim
dinamiklerinin nedenlerini ve diren¢ durumlarini tartismislardir.

Yuan vd (2012) galismalarinda Dogu Cin’den B. tabaci Q biyotipinin bes arazi
popiilasyonunun alt1 insektiside direng diizeylerini  belirlemislerdir ve sinaptik
asetilkolinesteraz acel mutasyon (F331W) frekanslarin1 ve para-tip voltage gated
sodyum kanal mutasyonlarim1 (L9251 ve T929) polimeraz zincir reaksiyon tabanli
goriintiileme teknikleri ile tespit etmiglerdir. Referans popiilasyon ile arazi
popiilasyonlar1 kiyaslandiginda iki neonicotinoide diisiikten yiiksege direng sergiledigini
(8.75- 40 kat imidacloprid ve 7.48-46.40 kat nitenpyram) belirtmislerdir. Bu
popiilasyonlarda dichlorvos (1.37-2.83 kat) ve cypermethrine (2.61-8.69 kat) diisiik
diren¢ gozlemlemislerdir. Biitiin popiilasyonlarin carbosulfan ve abamectine hassas
oldugunu bildirmislerdir. ace 1 genindeki F331W mutasyonunun tiim popiilasyonlarda
mevcut oldugunu, sodyum kanal genindeki 19251 ve T929V mutasyonlarinin
frekansmin sirasiyla %39.6-70 ve %63-86.7 arasinda oldugunu bulmuslardir. insektisit
diren¢ durumu bilgisini ve direng alleli frekansin1 dogu Cin B. tabaci Q biyotipi
insektisit direng yonetimi i¢in temel veri olarak sunmuslardir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Beyazsinek Popiilasyonlar:

Calismada Antalya’nin farkli ilgelerinden ve Aydin-Kogarli ilgesinden toplanan
B. tabaci popiilasyonlar1 kullanilmistir (Cizelge 3.1). Popiilasyonlar iklim odalarinda
26 £ 1 °C sicaklik, % 60 £+ 10 oransal nem, 2400 liiks 151k yogunlugu ve 16:8 (A:K)
saatlik 1s1klanma periyodunda herhangi bir insektisit uygulamasi olmadan
cogaltilmistir. Popiilasyonlarin biyotipleri belirlenmis ve farkli insektisit gruplarina
kars1 direng ve enzim biyoassaylerinde kullanilmstir.

Cizelge 3.1. Beyazsinek ornekleri toplanan yerler

Ornek alinma

Popiilasyon adi Konukeu tarihi Koordinatlar Koordinatlar

Gazipasa Hiyar 06.11.2010 36°17'46" K 32°17' 00"'D
Kampiis Domates 01.12.2010 *

Serik Patlican 06.11.2010 36°54'52" K 31°03"' 34" D
Payallar (alanya) D.hiyar 06.11.2010 36°36' 02" K 32°11' 18" D
Yurtpinar Patlican 03.11.2010 37°01" 48" K 30°51'51" D
Kumluca Patlican 15.11.2010  36°19' 55" K 30°18'54" D
Demre Domates 15.11.2010 36° 14' 06" K 29°59'26" D
Aydimn/kogarh Karpuz 15.06.2011 *

* Veri alinmadi
3.2. Biyotiplerin Belirlenmesi

Denemeye baslamadan once B. tabaci popiilasyonlarinin biyotipleri mtCOI
bolgesinin sekans bilgilerine gore belirlenmistir ve agagidaki prosediirler izlenmistir.

3.2.1. PCR Reaksiyonlar1
3.2.1.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda tek disi birey kullanilmig ve her bir popiilasyondan
ortalama 15 disi bireyin ayri ayr1 DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonunda
EZNA SQ Tissue DNA kiti kullanilmig ve {iretici firmanin 6nerdigi protokol bazi

asamalarda daha uzun siire bekletililerek takip edilmistir.

Uygulanan protokol asagida verilmistir

7/
X

L)

Ergin disi beyazsinek 150ul Wtl bufferda pestil yardimi ile ezilmistir.
Ezildikten sonra 65 °C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir.

3 saat inkiibasyon sonunda 1.5ul RNase eklenerek 15 dk 37 °C’de
bekletilmistir.

15 dk sonunda oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra iizerine 50ul PCP
buffer eklenerek 1 dk vorteks edilmistir.

7/ K/
X GIR X 4

7/
°
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+» Vorteks edildikten sonra -20 °C’de 30 dk bekletilmistir. 30 dk sonunda
10000-14000 g de 4 dk santrifiij edilmistir.

« Santrifiij edildikten sonra supernatant kisim yeni 1.5ul tiiplere aktarilmistir ve
tizerine 150pl isoproponal eklenerek -20 °C’de gece boyunca bekletilmistir.

s -20 °C’den alindiktan sonra 10000-14000 g de 4 dk santrifuj edilerek
stipernatant dokiilmiistiir.

% Uzerine 150ul %70’lik ethanol eklenerek hafifce c¢alkalanmis ve 10000-
14000 g de 4 dk santrifuj edilmistir.

+«+ Ethanol dikkatlice dokiilerek kurumaya birakilmistir.

% 35ul TE buffer eklenerek +4 °C’de gece boyunca bekletilmistir.

3.2.1.2. Thermo-Cycler Reaksiyonlari

Biyotiplerin belirlenmesi amaciyla izolasyonu yapilan DNA’larin mtCOI bolgesi
Frohlich vd (1999) tarafindan belirlenen Cizelge 3.2 deki primerler kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz I gen bolgesine spesifik primer dizilimleri

Primer Ad1 Primer dizilim
Primer Forward (C1-J-2195) 5" TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT 3’
Primer Reverse (TL2-N-3014) 5" TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA 3’

Cizelge 3.3 de belirtilen toplam 12.5ul hacimde hazirlanan master miks ile
popiilasyonlardan elde edilen DNA’larin mtCOI bélgeleri gogaltilmistir.

Cizelge 3.3. Master-miks bilesenleri

Kimyasal Kullanilan Miktar (ul)
MgCl, 50mM 1

10X Buffer 1.2

Tag DNA polimeraz 0.4u/ pL 0.08

DNTP mix 100mM 0.4

Primer A 10 pM 0.2

Primer B 10 pM 0.2

DNA template 0.5

H-O distile 8.42

Toplam 12.5

Thermal cyclerda cizelge 3.4 de verilen sartlarda hazirlanan master-mix ile
DNA’lar ¢ogaltilmigtir. Elde edilen PCR iiriinleri 0.5 X’lik ethdium bromid ile
boyanmis agaroz jele (%1) yiiklenerek iginde 0.5 X’lik TAE buffer bulunan elektroforez
tankinda yiiriitiilmiis ve ultraviole 151k altinda goriintiilenmistir.
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Cizelge 3.4. Thermal-Cycler protokolii

Sicaklik Siire Dongt
sayisi

96°C initial denaturation (6n ayrilma ) 4 dk 1

96°C denaturation (ayrilma) 45 sn

48°C annealing (baglanma) 45 sn 35

72°C extension (uzama) 45 sn

72°C final extension (Son uzama) 4 dk 1

3.2.1.3. DNA sekansi

Thermal cyclerda reaksiyonu sonucunda elde edilen PCR iiriinlerinin sekansi
Beckman 8000 CEQ genetik analiz cihazinda gergeklestirilmistir. Saflastirma yapilan
tirlinlerin mtCOI bdlgesinin sekans analizleri yapilmistir. Sekans analizleri her bir
popiilasyondan en az 10 birey olacak sekilde yapilmistir. Sekans fordward ve revers
olmak tizere iki yonlii olarak yapilmistir. Forward ve revers primerlerle analizi yapilmis
her bir popiilasyona ait birer 6rnegin dizilemeleri referans 6rnek olarak Mega4 programi
kullanilarak Clustal analizine tabi tutulmustur.

Sekans analizinde Beckman Quickstart kit kullanilmistir. Saflastirlmis PCR
iirtinleri tiretici firmanin protokolii modifiye edilerek sekans reaksiyon kitinde yer alan
mix ve mtCOI spesifik primerlerden 3.2 pMol kullanilacak sekilde reaksiyonuna
sokulmustur (Cizelge 3.5). Toplam 20 ul hacimde 8 pl mix kullanilmasi 6nerilirken
caligmada uygulanan protokolde 4 pl kullanilmastir.

Cizelge 3.5. Sekans master miks

Quickstart Mix 4 ul

Primer 2 ul
DNA (PCR 3l
lirtinti)

H20 11 ul
Toplam 20 pul

Cizelge 3.6 da verilen Thermal Cycler sartlarinda sekans reaksiyonu yapilmistir.
Reaksiyon sonucunda ¢ikan iiriinler son bir ethanol yikamasina (pericipitation) tabi
tutulmustur.

Cizelge 3.6. Sekans analizi i¢in Thermal- Cycler protokolii

Sicaklik Siire (sn) Dongii sayist
96 °C 20
50 °C 20 30
60 °C 45
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Sekans reaksiyonu sonucunda Thermal-Cyclerda sekans analizi i¢in elde edilen
tirlinler i¢in tretici firma protokoliinde yer alan ethanol pericipitation (Coktiirme)
asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

» Herbir 6rnege Sul stop solusyonu eklendi (2ul 100mM Naz-EDTA Ph8.0, 2ul
3M Sodium Asetat Ph5.2, 1ul 20 mg/mL glikojen)

> Uzerine 60ul %95°lik soguk ethanol eklendi, 15 dk 14,000 rpm 4°C de santrifuj
edildi ve siipernatant (S1v1 kisim) dikkatlice uzaklastirildi.

» Dabha sonra pelet tizerine %70 lik soguk ethanol eklenip 5 dk 14,000 rpm 4°C de
santrifuj edildi ve supernatant uzaklastirildi. Bu asama iki kez tekrarlandi ve
pelet kurumaya birakildi.

> Ornekler kuruduktan sonra iizerlerine 35ul Sample loading solution(SLS)
eklenerek ¢ozdiirilmiistiir.

> Ornekler ¢ozdiiriildiikten sonra 96 kuyucuklu plakalara aktarild: ve iizerlerine 1
pul mineral yag eklenerek analiz i¢in cihaza yerlestirilerek sekans analizleri
yapilmustir.

3.3. Insektisit Biyoassayleri
3.3.1. Cypermethrin LCso degerlerinin belirlenmesi

B ve Q biyotiplerinin ana popiilasyonlarinin ve seleksiyon popiilasyonlariin
cypermethrine karst LCsg Seviyeleri Elbert ve Nauen (1996)’nin belirtigi sekilde ve
modifiye edilerek yaprak daldirma metoduyla belirlenmistir. 0 ile 100 arasinda 6lim
orani veren 0.1g/It? Triton X-100 iceren insektisit konsantrasyonlari hazirlanmistir.
Pamuk yapraklar insektisit dozlarina 5 sn siireyle daldirilmistir. Yaprak diskleri filtre
kagitlar1 tizerinde kuruyuncaya kadar bekletilmistir. Kuruyan yaprak diskleri iginde
%1.5 lik agar (100 ml saf su/1.5 g agar) bulunan petri kaplarina yaprak iist yiizeyi agarla
temas edecek sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.1a). Beyazsinekler test alani igine
kiiltiirden silkelenerek (en az 15 birey) konulmus ve hava almasi i¢in istii til ile
ortiildiikten sonra kapatilmis ve ters ¢evrilmistir (Sekil 3.1b). Beyazsinek 6liim orani 48
saat sonunda belirlenmistir. Fircayla dokunuldugunda hareket edemeyen ve hareket
sinyali goriilmeyen bireyler 61l sayilmistir.

3.3.2. Cypermethrin Seleksiyon methodu
Seleksiyon boliim 3.3.1 de belirtilen yaprak daldirma yontemi ile yapilmustir.
Canli kalan bireyler bir sonraki seleksiyon i¢in g¢ogaltilmak iizere yeni kafeslere

konulmustur. Cypermethrin ile her iki biyotip bes kez seleksiyona tabi tutulmustur ve
seleksiyon dozlar1 Cizelge 3.7’de belirtilmistir.
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3.3.3. Imidacloprid LCso degerlerinin belirlenmesi

B ve Q biyotiplerinin ana popiilasyonlarinin ve seleksiyon popiilasyonlarinin
imidalopride karst LCso seviyeleri Elbert ve Nauen (1996)’e gore bolim 3.3.1 de
belirtilen sekilde yapilmistir. Beyazsinekler test alani igine kiiltiirden silkelenerek (en az
15 birey) konulmus ve hava almasi igin istii til ile ortiildiikkten sonra kapatilmistir.
Beyazsinek oOliim oran1 72 saat sonunda belirlenmistir. Fir¢ayla dokunuldugunda
hareket edemeyen ve hareket sinyali goriilmeyen bireyler 6li sayilmistir.

3.3.4. Imidacloprid seleksiyon metodu
Seleksiyon Boliim 3.3.1 de belirtilen yaprak daldirma yontemi ile yapilmustir.

Canli kalan bireyler bir sonraki seleksiyon i¢in cogaltilmak iizere yeni kafeslere
konulmustur. Seleksiyon dozlar1 Cizelge 3.7.’de belirtilmistir.

Sekil 3.1. Cypermethrin ve imidacloprid etken maddeleri igin test alan1 A: beyazsinekler
kiiltiirden silkelenmeden Once B: beyazsinekler kiiltiirden silkelendikten
sonra)

3.3.5. Pyriproxyfen LCso degerlerinin belirlenmesi

B ve Q biyotiplerinin ana popiilasyonlarinin ve seleksiyon popiilasyonlarinin
priproxyfene karsi LCso seviyeleri Li vd (2003)'¢ gore modifiye edilerek yaprak
daldirma biyoassayleri ile belirlenmistir. En az 5 birey olacak sekilde popiilasyondan
karisik olarak beyazsinek erginleri alinarak “Clip Cage” olarak adlandirilan kiiglik
kafeslere konulmustur. Kafesler pamuk yapraklarmma toka yardimi ile tutturularak
beyazsineklerin 24 saat boyunca yumurtlamalar1 saglanmistir (Sekil 3.2.). Erginler 24
saat sonunda uzaklastirilarak toplam yumurta sayisi not edilmistir. Beyazsinek
yumurtasi bulunan bu yapraklar farkli dilusyonda hazirlanmig Triton-X igeren 100ml lik
hacimdeki ilaglara ve suya (kontrol) 10 saniye siire ile daldirilmistir. Uygulama
yapildiktan 14 giin sonra pupa ve gelisim gostermis nimfler sayilarak toplam yumurta
sayisindan ¢ikarilmistir. Sayim zamaninda gelisim gostermeyip 1. donem nimf olarak
kalanlar etkilenmis olarak kabul edilmis ve Olii sayilmiglardir. Toplam yumurta
sayisindan canli kabul edilenler ¢ikarilarak 6l sayis1 belirlenmistir.
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3.3.6. Pyriproxyfen seleksiyon metodu

Seleksiyon uygulamalari belirlenen LCso diizeyi baz alinarak Boliim 3.3.3.1°deki
protokol takip edilmistir. Seleksiyona tabi tutulan yumurtalardan canli kalan bireyler
bir sonraki seleksiyon uygulamasi i¢in farkli popiilasyon olmak iizere ¢ogaltilmistir.
Pyriproxyfen ile her iki biyotip yedi kez seleksiyona tabi tutulmustur ve seleksiyon
dozlar ¢izelge 3.7°de belirtilmistir.

3.3.7. Spiromesifen LCso degerlerinin belirlenmesi

Spiromesifen B. tabaci B ve Q biyotiplerinin 1. donem nimflerine uygulanmigtir
(Kontsedalov vd 2008). LCso diizeylerinin belirlenmesinde asagida belirtilen yaprak
daldirma metodu kullanmilmistir. En az 5 birey olacak sekilde popiilasyondan karisik
olarak beyazsinek erginleri alinarak “Clip Cage” olarak adlandirilan kiigiik kafeslere
konulmustur. Kafesler pamuk yapraklarina toka yardimi ile tutturularak beyazsineklerin
24 saat boyunca yumurtlamalari saglanmistir (Sekil 3.2). Erginler 24 saat sonunda
uzaklastirilarak beyazsinek yumurtasi bulunan bu yapraklar 16:8 (A:K) ve 26 'C’ de
bekletilmistir. Yapraklarda bulunan beyazsinek yumurtalari 6. giinde acilmislar ve 1.
dénem nimf bulunan yapraklar farkli dilusyonda hazirlanmis Triton-X igeren 100 ml
lik hacimdeki ilaglara ve suya (Kontrol) 10 saniye siire ile daldirilmistir. Uygulama
yapildiktan 8 giin sonra pupa ve gelisim gostermis nimfler canli olarak sayilmuis,
kurumus haldeki nimfler ve gelisim gostermeyip 1. donem nimf olarak kalanlar
etkilenmis olarak kabul edilmis ve 6lii sayilmislardir.

3.3.8. Spiromesifen seleksiyon metodu

Seleksiyon uygulamalari belirlenen LCsg diizeyi baz alinarak Boliim 3.3.4.1°deki
protokol takip edilmistir. Seleksiyona tabi tutulan nimflerden canli kalan bireyler bir
sonraki seleksiyon uygulamasi igin farkli popiilasyon olmak iizere g¢ogaltilmistir.
Spiromesifen ile her iki biyotip bes kez seleksiyona tabi tutulmustur ve seleksiyon
dozlar1 Cizelge 3.7°de belirtilmistir.

Sekil 3.2. Clip-cage kafes ve yumurta birakan ergin beyazsinekler
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Cizelge 3.7. Insektisit seleksiyon dozlar

Insektisit Tavsiy 1.Seleks 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.
e Dozu iyon SD SD SD SD SD SD SD
(EM)  dozu
mg/lt  (EM)mg
/1t (SD)
Cypermethrin (B) 7.5 75 150 225 225 300 - - -
Cypermethrin (Q) 7.5 7.5 375 75 150 225 - - -
Imidaclorpid (B) 35 175 52.5
Imidaclorpid (Q) 35 7 35
Pyriproxyfen (B) 10 0.1 0.5 1 1 2 2 2 -
Pyriproxyfen (Q) 10 0.03 0.03 0.03 003 01 0.2 0.2 -

Spiromesifen (B) 14.4 0.144 029 029 072 072 144 288 288
Spiromesifen (Q) 14.4 0.144 029 029 072 072 144 288 288

3.4. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Seleksiyon yapilan herbir popiilasyondan alinan disi beyazsinek erginleri enzim
aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilmistir. Popiilasyonlardan alinan beyazsinek
erginleri enzim aktivitelerinde kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza edilmislerdir.
Aktiviteler pQuant™ Microplate Spectrophotometer BIOTEK MQX200 mikro plaka
okuyucu kullanilarak belirlenmistir. Tim enzim aktivitesi hazirhiklart +4°C’de
yapilmistir. Enzim aktivitesi belirlemede kullanilacak olan substratlar 6l¢timler
yapilmadan hemen 6nce hazirlanmis ve 2-3 saat ig¢erisinde kullanilmigtir.

3.4.1. Enzim kaynaginin hazirlanmasi

Esteraz (EST), Glutathion-S-Transferaz (GST), Asetilkolinesteraz (AChE),
Sitokrom P450 monooksigenaz (P450) aktivitelerinin ve protein miktarlarinin
belirlenmesinde 30 disi beyazsinek ergini +4°C bekletilmis 300ul % 0.1 (w/v) Triton
X- 100 igeren 0.1 M Ph:7.6 NaPHO, (fosfat bufferda) ezilmistir. 10000g +4°C’de 5
dakika santrifiij yapilarak kati kisim ¢oktiiriilmiistiir ve iiste kalan sivi kisim enzim
kaynag1 olarak kullanilmistir.

3.4.2. Protein miktarinin belirlenmesi

Protein miktar1 Bradford (1976)’e gore belirlenmistir. 5 pl enzim kaynagi
kullanilmigtir. Standart olarak Bovine serum albumin (BSA) kullanilmistir. BSA
standart1 stok soliisyon olarak 10mg/ml hazirlanmis ve farkli konsantrasyonlarda
seyreltilmistir. Seyreltilmis herbir standarttan 5 pl kullanilmigtir. Enzim kaynag {izerine
ve BSA standartlar1 iizerine 245 pl Bradford solusyonu yiiklenmis ve 595 nm dalga
boyunda &lgiim yapilmistir. Olgiim sonuglarma gore standart egri olusturulmus ve
standart egrilerden elde edilen Y= A x + B verilerine gore enzim kaynaklarinin protein
miktarlar1 hesaplanmistir.
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3.4.3. Esteraz aktivitesinin belirlenmesi

EST enzim aktivitesi 1-naftil asetat (a-NA) substrati kullanilarak Stumph ve
Nauen (2002)’in belirttigi protokole gore bazi degisiklikler yapilarak belirlenmistir. 5 pl
enzim kaynagi (0.5 beyazsinek esiti) 96 well plate’in kuyucuguna yiiklenmis iizerine 20
ul Triton X- 100 iceren 0.1 M Ph:7.6 fosfat buffer eklenmistir. Enzim kaynaginin
tizerine tekrar 25 ul 0.2 M Ph: 6.0 fosfat buffer eklenmistir. Herbir kuyucukta bulunan
enzim kaynagi tizerine 25 ml fosfat bufferda (0.2 M Ph:6.0) ¢ozdiiriilmiis 15 mg Fast
Blue RR tuzu ve 250 pl 100mM a-NA substrat karisimindan 200 ul eklenmistir. Buffer
ve substrat karigimi enzim olmadan blank olarak kuyucuklara ayni hacimde
yiiklenmistir. Son hacim 250ul olacak sekilde 450nm dalga boyunda 10 dksiiresince
absorbans degerlerinin 6lglimii yapilmistir. Sonuglar nmol naphtol/ dk / mg protein
olarak verilmistir. Linear naphtol standartt 0.5 ila 10 nmol arasindaki 1-Naphtol
konsantrasyonlari yiiklenerek olusturulmustur.

3.4.4. Asetilkolinesteraz aktivitesinin belirlenmesi

AChE aktivitesi Alon vd (2008) e gore belirlenmistir. 40 ul enzim kaynagi
tizerine 40 ul Triton X- 100 iceren 0.1 M Ph:7.6 fosfat buffer eklenmistir. Enzim
kaynagi iizerine 100 ul 1.5 mM DTNB eklendikten sonra 100 ul 5 mM ATchl
eklenerek 20 dakika boyunca 405 nm dalga boyunda absorbans degerlerinin 6lgtimii
yapilmistir. DTNB ve Atchl enzim kaynagi olmadan kuyucuklara blank olarak
yiiklenmis ve Sonuglar AD/ dk/ mg protein olarak verilmistir.

3.4.5. Glutathion S-Transferaz enzim aktivitesinin 6l¢iilmesi

GST enzim aktivitesi Hemingway’e gore CDNB ve reduced glutathione (GSH)
substrat olarak kullanilarak belirlenmistir. 10 pl enzim kaynagi iizerine 200ul substrat
solusyonu (10mM 2.5 ml 0.1 M Ph:6.5 fosfat buffer da hazirlanmis GSH i¢inde 125 pl
60mM CDNB) eklenerek 340 nm dalga boyunda 5 dakika siiresince absorbans degerleri
Olctilmiistir. CDNB ve GSH enzim kaynagi olmadan kuyucuklara blank olarak son
hacim ayni olacak sekilde yiiklenmistir. Herbir dakikadaki absorbans degisimi 2,4-
dinitrophenyl glutathione’nun €340 = 9.6 MM * cm™ degeri kullamlarak nmol konjuge
CDNB / dk/mg proteine ¢evrilmistir (Habig vd 1974).

3.4.6. Sitokrom P450 monooksigenaz enzim aktivitesinin dl¢iilmesi

P450 aktivitesi P-nitroanisole (PNOD) substrat olarak kullanilmasi ile Hansen ve
Hodgson (1971) e gore enzim kaynagi miktarinda degisiklik yapilarak belirlenmistir.
100 pl 2mM PNOD soliisyonu (0.1M NaPHOQO4 pH: 7.6) {izerine 30 pl enzim kaynagi
yiiklenmistir. 2 dakika 27°C’de inkiibasyondan sonra 10 ul 0.1 M Ph:7.6’da hazirlanmig
NADPH eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Absorbans degerleri 405 nm dalga boyunda
10 dakika siiresince oOlgiilmiistiir. Blank olarak enzim kaynagi olmadan PNOD ve
NADPH kuyucuklara yiiklenmistir. Sonuglar AD/ dk/ mg protein olarak verilmistir.
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3.4.7. Verilerin istatistiksel analizi

Insektisit biyoassaylerinde elde edilen verilerin analizi POLO-PC programi
kullanilarak yapilmistir ve probit analizine tabi tutularak lethal konsantrasyon degerleri
belirlenmistir (Leora Software 2008)

Biyotiplerin enzim aktvitelerinin karsilastirilmasinda SPSS 17. paket programi
kullanilmistir (Anonim 2008). Veriler normal dagilis gostermedigi ve 6rnek sayilarinin
onun altinda oldugu i¢in aktivitelerin  karsilastirilmasinda  non-parametrik
testlerden “Mann-Whitney U  testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Biyotiplerin Belirlenmesi
Antalya popiilasyonlarinin  DNA izolasyonu sonucunda thermal-cyclerda

spesifik primerlerle mtCOI bolgesi cogaltilmistir. Reaksiyon sonucunda yaklasik
800bp’ lik PCR fiirtinleri elde edilmistir (Sekil 4.1).

-

-

-
-

L R Bl B

Sekil 4.1. Serik popiilasyonuna ait PCR iirtinleri (M: 1kb marker)

Forward ve revers primerlerle sekans analizi yapilmis her bir popiilasyona ait
birer 6rnegin dizilemeleri referans 6rnek olarak clustal analizine tabi tutulmus ve Ek 1
de gosterilmistir. Elde edilen 800bp lik PCR iriintiniin 770bp’lik dizileme kismi
filogenetik analizde kullanilmistir. Biyotiplerin belirlenmesinde referans olarak Gé¢men
vd (yaymlanmamis proje) verileri kullamilmistir. Sekil 4.2°da B. tabaci Antalya
popiilasyonlari ile Kogarli popiilasyonunun UPGMA filogenetik agaci olugturulmustur.
Analiz sonucunda 729 niikleotit sabit 42 adet niikleotit varyasyon gostermistir. Analizde
kullanilan 770 bp’lik kismin 760 niikleotitlik kismi bilgi verici, 9 niikleotit kismi
degisken veri olarak bulunmustur.
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Payallar

0.000

0.000 Le——— Kumluca
0.000

0.000

Demre

0.000 0.000

Serik

0.000 0.000

Kampus
0.000 0.000

Gazipasa

0.030 0.000

— Yurtpinar
0.000

Kocarl
0.030

Sekil 4.2. Antalya (B biyotipi) ve Kocgarli (Q biyotipi) popiilasyonlarinin UPGMA
filogenetik analizi

Antalya ilinden toplanan beyazsinek popiilasyonlarinin her biri B biyotipi olarak
belirlenmistir (Sekil 4.3). Kogarli’dan toplanan beyazsinek popiilasyonu Q biyotipi
olarak belirlenmistir (Ek 1).

Sekil 4.3. Antalya popiilasyonlarinin biyotip dagilimi

37



4.2. Insektisit biyoassayleri
4.2.1. Cypermethrin insektisit biyoassayleri

Cypermethrine kars1 B. tabaci B ve Q biyotiplerinin LCso diizeyleri yaprak
daldirma biyoassayleri ile belirlenmistir (Cizelge 4.1). B biyotipinin stok kiiltiir
popiilasyonu cypermethrine kars1 Q biyotipinin stok kiiltiir poptilasyonuna gore yaklasik
154 kat daha fazla LCso diizeyine sahiptir. Yapilan bes seleksiyon sonunda B
biyotipinin LCso degerinde stok kiiltiire gére 1.35 kat ile sinirli bir artis gézlemlenmistir.
Seleksiyon sonunda Q biyotipinin hesaplanan LCso degerinde stok kiiltiire gore
yaklasik 213 kat artis gdzlemlenmistir. Insektisit uygulamasi olmadan devam ettirilen Q
biyotipinin stok kiiltiiriin popiilasyonunda direng kayb1 gézlemlenmezken, B biyotipinin
stok kiiltiir popiilasyonunda 0.93 kat direng kayb1 gdzlemlenmistir.

Cizelge 4.1. Bemisia tabaci B ve Q biyotiplerinin cypermethrin ile biyoassay sonuglari
(DK: direng gelisim orani, N: biyoassaylerde kullanilan beyazsinek sayisi)

Popiilasyon  LCso (EM) Probit fit line Egim N DK
(Biyotip) mg/It (%95 X? df P
Giliven
aralig)
Bbiyotipi  567.2 (334.7- 12.8 13 09  211+0.75 569 1
stok kiiltiir 8696.4)
B biyotipi 769.87 61.2 34 1.8 1.80+0.25 1131 1.35
seleksiyon (559.7-
1484.8)
B stok 530.8 67.8 26 2.6 1.09+0.18 967 0.93
kiiltiir son (285.8 -
3447.8)
Q biyotipi 3.66 (1.0- 675 13 51 0504004 632 1
stok kiiltiir 15.1)

Q biyotipi 782.2 (561.6 - 128.4 41 3.1 2.39+0.28 1545 213
seleksiyon 1708.7)

Q stok 8.6 22.2 13 1.7 1.02+0.09 422 2.34
kiiltiir son (3.1-18.2)
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4.2.2. Imidacloprid insektisit biyoassayleri

Imidaclopride kars1 B. tabaci B ve Q biyotiplerinin LCso diizeyleri yaprak
daldirma biyoassayleri ile belirlenmistir. Seleksiyona tabi tutulan B ve Q biyotiplerinde
direng gelisimi gozlemlenmemistir. Insektisit uygulamasi olmadan devam ettirilen Q
biyotipinin stok kiiltir popiilasyonunda 0.16 kat, B biyotipinin stok kiiltiir
popiilasyonunda 0.06 kat direng kayb1 gozlemlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Bemisia tabaci B ve Q biyotiplerinin imidacloprid ile biyoassay
sonuclart (DK: direng gelisim orani, N: biyoassaylerde kullanilan
beyazsinek sayisi)

Popiilasyon  LCso (EM) Probit fit line Egim N DK
(Biyotip) mg/It (%95 X? df P

Giiven

aralign)
B biyotipi 195 (11.5- 105.1 24 4.3 1.19+0.06 1054 1
stok kiiltiir 32.2)
B stok 1.1(0.7-1.6) 25.3 14 1.8 2.22+0.28 329  0.06
kiiltiir son

Q biyotipi 0.6 (0.3-1.1) 47.1 21 2.2 0.68+£0.04 1216 1
stok kultir

Q stok 0.1 (0.06- 35.9 16 2.2 1.34+0.1 613  0.16
kiiltiir son 0.16)
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4.2.3. Pyriproxyfen insektisit biyoassayleri

Pyriproxyfen B. tabaci B ve Q biyotiplerinin yumurtalarina uygulanmistir. B
biyotipi stok kiiltlir popiilasyonunun LCsp degeri 0.167 (e.m. mg/It), Q biyotipi ana
popiilasyonunun LCso degeri ise 0.032 (e.m. mg/It) olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).
Pyriproxyfen ile yedi seleksiyon sonunda B biyotipinin direng diizeyinde LCso degerine
gore yaklasik 4 kat artis gozlenirken bu oran Q biyotipinin direng diizeyinde yaklasik
15.3 kat artis olarak gdzlemlenmistir. Insektisit uygulamasi olmadan devam ettirilen Q
biyotipinin stok kiiltiir popiilasyonunda 0.04 kat, B biyotipinde 0.43 kat diren¢ kaybi1
gozlemlenmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Bemisia tabaci B ve Q biyotiplerinin pyriproxyfen ile biyoassay
sonuglart (DK: diren¢ gelisim orani, N: biyoassaylerde kullanilan
beyazsinek sayisi)

Popiilasyon  LCso (EM) Probit fit line Egim N DK
(Biyotip) mg/It (%95 X? df P

Giiven aralig1)
Bhiyotipi  0.16 (0.1-0.3) 46.6 11 42  1.24+0.08 1864 1
stok kiiltiir
B biyotipi  0.65(0.5-0.8) 563.8 53  10.6 1.29+0.04 5768 4
seleksiyon
B stok 0.07 (0.02 - 291.0 16 18.2 1.03+0.05 1908 0.43
kiiltiir son 0.14)
Q biyotipi  0.03 (0.02- 338 6 56 2.01+0.15 784 1
stok kiltir ~ 0.05)
Q biyotipi  0.46 (0.38- 6239 48 129 1.45+0.04 8901 153
seleksiyon  0.57)
Q stok 0.02(0.09- 416.7 13 32.0 1.20+0.06 2634 0.04
kiiltiir son 0.050)
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4.2.4. Spiromesifen insektisit biyoassayleri

Spiromesifen yaprak daldirma yontemi ile beyazsinek 1. nimf donemine
uygulanmistir. Spiromesifen ile B ve Q biyotipleri 8 kez seleksiyona tabi tutulmuslardir.
Sekiz seleksiyon sonucunda B biyotipinin LCso degerine gore ana popiilasyon ile
kiyaslandiginda 3. 5 kat direng gelisimi gézlemlenmistir. Q biyotipinde LCso degerine
gOre ana popiilasyona ile kiyaslandiginda direng gelisimi 2 kat olarak gozlemlenmistir
Insektisit uygulamasi olmadan devam ettirilen Q biyotipinin stok  kiiltiir
popiilasyonunda 0.5 kat, B biyotipinde 0.2 kat diren¢ kayb1 gézlemlenmistir . (Cizelge
4.4).

Cizelge 4.4. Bemisia tabaci B ve Q biyotiplerinin spiromesifen ile biyoassay sonuglari
(DK: direng gelisim orani, N: biyoassaylerde kullanilan beyazsinek sayisi)

Popiilasyon LCso(EM) Probit fit line Egim N DK
(Biyotip) mg/It (%95 X? df P

Giiven arali81)
B stok 0.4(0.1-0.8) 20.06 7 2.8 2.11+0.28 476 1
kiiltiir

B biyotipi 1.4 (1.1-1.8) 250.7 27 9.2 1.89+0.10 3651 3.5
seleksiyon

B stok 0.08 (0.04 — 642.7 35 18.3  0.91+0.03 3973 0.2
kiiltir son  0.13)

Q stok 0.4(0.3-0.54) 112 8 14 2.47+0.22 712 1
kiiltiir

Q biyotipi 0.8(0.7-1.0) 4885 71 68 1.38+0.04 7171 2
seleksiyon

Q stok 0.2 (0.16 — 80.5 20 4.0 1.40+£0.06 3040 0.5
kiltir son  0.26)
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4.3. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

4.3.1. Protein miktarlarinin belirlenmesi

Herbir popiilasyonun protein miktarlar1 Sekil 4.4 te BSA standart proteinden
elde edilen standart egri verilerine gore hesaplanmastir.

protein

0.5
0.7 1
061

0.5

Ahsorbance

0.4
0.31
0.21

011

Standards
Suppressed Stds
Standard Curve

0.1

Sekil 4.4. Protein standart egrisi (Suppressed stds: Yok sayilan standart)

02 03 04 035 06 0OF 03 08

Concentration

Linear [y = &x + B)

10

A=0.5707 B=0.0452, R-Square = 0.9925

11

Protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in enzim kaynaklar1 ve BSA standartlar
tizerine eklenen Bradford soliisyonu ile reaksiyon sonucunda meydana gelen maviye
dogru renk degisimi goriilmektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Protein miktar1 belirlenirken bradford solusyonu ile reaksiyon
sonucu olusan mavi renk

4.3.2. Esteraz enzim aktivitelerinin Belirlenmesi

Cypermethrin, spiromesifen, imidacloprid ve pyriproxyfen ile seleksiyon
sonucunda EST aktivitesi a-NA substrati reaksiyonu sonucundaki absorbans degerleri
olgtilerek 1-Naphtol standart egrisine gore belirlenmistir (Sekil 4.6).

Maphthyl| acetate

y

0.4
2 .
E 03 *
£
= * Standards
e » Suppressed Stds

Standard Curve
02
>
>
01
1 2 3 4 5 5 7 g ] 10
Concentration

Linear [y = Ax + BH)
4=00423 B=00583, R-Squsre = 0.9304

Sekil 4.6. Esteraz aktivitesi i¢in 1-Naphtol standart egrisi
(Suppressed stds: yok sayilan standart)
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EST aktivitesi reaksiyonunda aktivite arttikga makro plakada saridan koyu sari
renge dogru degisim gbzlemlenmistir. Aktivitenin az oldugu makro plaka
kuyucuklarinda renk sar1 olarak kalirken aktivite ile orantili olarak renk degisimi gorsel
olarakta gozlemlenebilmektedir (Sekil 4.7)

Sekil 4.7. Esteraz Aktivitesi sonucunda olusan renk degisimi

Cypermethrin ile bes seleksiyon sonunda EST aktivitesi 611. 74 nmole/dk/ mg
protein olarak belirlenmistir. Q biyotipinin stok kiiltiir popiilasyonu 4.76 nmole/dk/ mg
protein olarak belirlenirken stok kiiltiir popiilasyonun son hali ise 14. 59 nmole/dk/ mg
protein olarak belirlenmistir. Q biyotipinde seleksiyon sonunda yaklasik 128 kat fazla
EST enzim aktivitesi gozlemlenmistir. Stok kiiltiir popiilasyonunun kendi igindeki
degisim yaklasik 3 katlhik artis olarak gozlemlenmistir. B biyotipinin stok kiiltiir
popiilasyonunda 88.63 nmole/dk/ mg protein EST aktivitesi gozlemlenirken bes
seleksiyon sonundaki aktivite 119.96 nmole/dk/ mg protein olarak gézlemlenmistir. B
biyotipinin stok kiiltiir popiilasyonunun son EST aktivitesi ise 85.17 olarak
gozlemlenerek azda olsa bir diisiis gergeklesmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Bemisia tabaci Q ve B biyotipi cypermethrin ile seleksiyonundaki
esteraz enzim aktivitesi degisimi

Cypermethrin seleksiyonu sonundaki EST aktivitesindeki degisim Q biyotipinde
istatistiki olarak 6nemli iken B biyotipindeki EST aktivitesi degisimi istatistiki olarak
onemsizdir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Bemisia tabaci Q ve B biyotiplerinin cypermethrin ile seleksiyonundaki
esteraz aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

Q B
Stok kiiltiir 4.76 £ 2.23" Stok kiiltiir 88.63 +£31.12°
Seleksiyon 611. 74+131.04% | Seleksiyon 119.96+17.842

“Aymi siitundaki farkli harf ile gsterilen ortalamalar nemli bulunmustur (P<0.05).
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Spiromesifen ile sekiz seleksiyon sonunda EST aktivitesi Q biyotipinde 102.58
olarak belirlenmistir. B biyotipinde ise 143.59 olarak belirlenmistir (Sekil 4.9). Q
biyotipi EST aktivitesinde yaklasik olarak 21.5 katlik, B biyotipi EST aktivitesinde
yaklasik 1.61 kat artis gézlemlenmistir.

700 1 = Q Biyotipi
M B Biyotipi
600 -
500 -
= 400 -
()
S
o
(@)
£ 300 -
=
<
g
£ 200 -
N .' J ‘ ' ‘ l ‘ '
0 T T .l T T T T T T
Stok 1S 25 3s 45 55 65 7S 8

kulttr

Sekil 4.9. Bemisia tabaci Q ve B biyotipi spiromesifen ile seleksiyonundaki
esteraz enzim aktivitesi degisimi

Spiromesifen seleksiyonu sonundaki EST aktivitesindeki degisim Q biyotipinde
istatistiki olarak onemli iken B biyotipinde EST aktivitesi degisimi istatistiki olarak
onemsizdir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Bemisia tabaci Q ve B biyotiplerinin spiromesifen ile seleksiyonundaki
esteraz aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

Q B
Stok kiiltir ~ 4.76 +2.23" Stok kiiltiir 88.63 £31.12°
Seleksiyon 102.58 + 22.05* | Seleksiyon 143.59+34.322

“Aym siitundaki farkli harf ile gdsterilen ortalamalar dnemli bulunmustur (P<0.05).
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Pyriproxyfen ile yedi seleksiyon sonunda EST aktivitesi Q biyotipinde 106.87, B
biyotipinde ise 142.3 olarak belirlenmistir. Q biyotipindeki artig yaklasik 22 kat olurken

B biyotipindeki artis 1.60 kat olmustur (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Bemisia tabaci Q ve B biyotipi pyriproxyfen ile seleksiyonundaki
esteraz enzim aktivitesi degisimi

Pyriproxyfen seleksiyonu sonundaki EST aktivitesindeki degisim Q biyotipinde
istatistiki olarak 6nemli, B biyotipindeki EST aktivitesi degisimi istatistiki olarak

onemsizdir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Bemisia tabaci Q ve B biyotiplerinin pyriproxyfen ile seleksiyonundaki

esteraz aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

B
Stok kiiltiir 4.76 +2.23" Stok kiiltiir 88.63 £31.122
Seleksiyon 106.87 =30.06% | Seleksiyon 142.36 + 30.512

“Aymi siitundaki farkli harf ile gdsterilen ortalamalar énemli bulunmustur (P<0.05).
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4.3.3. Asetilkolinesteraz aktivitesinin belirlenmesi

Cypermethrin, spiromesifen, imidacloprid ve pyriproxyfen ile seleksiyon yapilan
popiilasyonlarin AChE aktivitesi belirlenmistir. Q biyotipinin anastok popiilasyonunun
AChE aktivitesi 9.79 olarak belirlenmistir. B biyotipinin anastok popiilasyonunun
AChE aktivitesi 11.77 AD/ dk/ mg protein olarak belirlenmistir. Cypermethrin ile bes
seleksiyon sonundaki AChE aktivitesi Q biyotipinde 16.61 AD/dk/ mg protein olarak
belirlenirken 1.69 kat artis gozlemenmistir. B biyotipinde 20.24 olarak AD/ dk/ mg
protein olarak belirlenmistir, AChE aktivitesindeki artis ise 1.71 kat olmustur (Sekil
4.11).
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Sekil 4.11. Bemisia tabaci Q ve B biyotipi cypermethrin ile seleksiyonundaki
asetilkolinesteraz enzim aktivitesi degisimi

Cypermethrin seleksiyonu sonundaki AChE enzim aktivitesindeki degisim Q ve
B biyotiplerinde istatistiki olarak dnemli bulunmustur (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Bemisia tabaci Q ve B biyotiplerinin cypermethrin ile
seleksiyonundaki asetilkolinesteraz aktivitesi (AD/dk/mg protein)

Q B
Stok Kiiltiir 9.79 + 0.44"" Stok kiiltiir 11.77 +0.52°
Seleksiyon 16.61 +0.83% Seleksiyon 20.24 +0.682

“Aynu siitundaki farkli harf ile gésterilen ortalamalar &nemli bulunmustur (P<0.01).
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Spiromesifen ile seleksiyon sonucunda AChE aktivitesi sekiz seleksiyon
sonunda Q biyotipinde 22.19,. B biyotipinde ise 29.51 olarak belirlenmistir. Q
biyotipindeki artis yaklasik 2.26 kat, B biyotipindeki artis yaklasik 2.50 kat olmustur
(Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Bemisia tabaci Q ve B biyotipi spiromesifen ile seleksiyonundaki
asetilkolinesteraz enzim aktivitesi degisimi

Spiromesifen seleksiyonu sonundaki AChE enzim aktivitesindeki degisim Q ve
B biyotiplerinde istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Bemisia tabaci Q ve B biyotiplerinin spiromesifen ile seleksiyonundaki
asetilkolinesteraz aktivitesi (AD/dk/mg protein)

Q B
Stok kiiltiir 9.79 + 0.44"" Stok kiiltiir 11.77 +0.52°
Seleksiyon 22.19 + 0.66% Seleksiyon 29.51 +1.832

“Ayni siitundaki farkli harf ile gosterilen ortalamalar dnemli bulunmustur (P<0.01).
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Pyriproxyfen ile yedi seleksiyon sonunda AChE aktivitesi Q biyotipinde 18.97,B
biyotipinde ise 21.61 olarak belirlenmistir. B biyotipindeki artis 1.83 kat olurken Q
biyotipindeki artig 1.93 kat olarak gozlemlenmistir (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. Bemisia tabaci Q ve B biyotipinin pyriproxyfen ile seleksiyonundaki
asetilkolinesteraz enzim aktivitesi degigimi

Pyriproxyfen seleksiyonu sonundaki AChE enzim aktivitesindeki degisim Q ve
B biyotiplerinde istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Bemisia tabaci Q ve B biyotiplerinin pyriproxyfen ile seleksiyonundaki
asetilkolinesteraz aktivitesi (AD/dk/mg protein)

Q B
Stok kiiltiir 9.79 + 0.44" Stok Kiiltiir 11.77 £0.52°
Seleksiyon 18.97 + 0.762 Seleksiyon 21.61 £0.962

“Aym siitundaki farkli harf ile gdsterilen ortalamalar dnemli bulunmustur (P<0.01).
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4.3.4. Glutathion S-Transferaz enzim aktivitesinin ol¢iilmesi

Cypermethrin, spiromesifen, imidacloprid ve pyriproxyfen ile seleksiyon yapilan
popiilasyonlarin GST aktivitesi de belirlenmistir. Q biyotipinin anastok popiilasyonunun
GST aktivitesi 2.14 nmol/dk/mg protein olarak belirlenmistir. B biyotipinin anastok
popiilasyonunun GST aktivitesi 0.94 nmol/dk/mg proteine olarak belirlenmistir.
Cypermethrin ile bes seleksiyon sonundaki GST aktivitesi Q biyotipinde 1.24 nmol/ dk/
mg protein olarak belirlenirken 1.72 kat degisim gozlemlenmistir. B biyotipinde 0.74
olarak nmol/dk/mg protein olarak belirlenmistir. GST aktivitesindeki degisim ise 1.27
kat olmustur (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Bemisia tabaci Q ve B biyotipi cypermethrin ile seleksiyonundaki
Glutathion S-Transferaz enzim aktivitesi degisimi

Cypermethrin seleksiyonu sonundaki GST enzim aktivitesindeki degisim Q
biyotipinde ve B biyotipindeki istatistiki olarak 6nemlidir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Bemisia tabaci Q ve B biyotiplerinin cypermethrin ile seleksiyonundaki
Glutathion S-Transferaz enzim aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

Q B
Stok kiiltir ~ 2.14 +0.13% Stok kiiltiir 0.94 +0.05°"
Seleksiyon 1.24+0.16° Seleksiyon 0.74 +0.04°

*Ayn1 siitundaki farkli harf ile gosterilen ortalamalar Onemli bulunmustur
(*P<0.01,**P< 0.05).
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Spiromesifen ile seleksiyon sonucunda GST aktivitesi sekiz seleksiyon sonunda
Q biyotipinde 0.99 nmol/dk/mg protein, B biyotipinde ise 0.80 nmol/dk/mg protein
olarak belirlenmistir. Q biyotipinde yaklasik 2.16 kat degisim gozlemlenmistir, B
biyotipindeki degisim yaklagik 1.17 kat olmustur (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Bemisia tabaci Q ve B biyotipi spiromesifen ile seleksiyonundaki
Glutathion S-Transferaz enzim aktivitesi degisimi

Spiromesifen seleksiyonu sonundaki GST enzim aktivitesindeki degisim Q
biyotipinde istatistiki olarak 6nemli iken B biyotipindeki GST enzim aktivitesi degisimi
istatistiki olarak onemsizdir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Bemisia tabaci Q ve B biyotiplerinin spiromesifen ile seleksiyonundaki
Glutathion S-Transferaz enzim aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

Q B
Stok kiiltiir 2.14 +0.13" Stok kiiltiir 0.94 +0.052
Seleksiyon 0.99 +0.02° Seleksiyon 0.80 +0.012

*Ayni stitundaki farkli harf ile gosterilen ortalamalar 6nemli bulunmustur (P<0.01).
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Pyriproxyfen ile seleksiyon sonunda GST aktivitesi Q biyotipinde 1.02
nmol/dk/mg protein, B biyotipinde ise 0.82 nmol/dk/mg protein olarak belirlenmistir. Q
biyotipinde seleksiyon sonunda enzim aktivitesinde 2.09 kat degisim g6zlemlenirken, B
biyotipindeki degisim 1.14 kat olarak gozlemlenmistir. (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. Bemisia tabaci Q ve B biyotipi pyriproxyfen ile seleksiyonundaki
Glutathion S-Transferaz enzim aktivitesi degisimi

Pyriproxyfen seleksiyonu sonundaki GST enzim aktivitesindeki degisim Q
biyotipinde istatistiki olarak 6nemli iken B biyotipindeki GST enzim aktivitesi degisimi
istatistiki olarak onemsizdir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Bemisia tabaci Q ve B biyotiplerinin pyriproxyfen ile seleksiyonundaki
Glutathion S-Transferaz enzim aktivitesi

Q B
Stok kiiltir ~ 2.14 +0.13" Stok kiiltiir 0.94 £0.05%
Seleksiyon 1.02 +0.11° Seleksiyon 0.82 +0.012

*Ayni siitundaki farkli harf ile gosterilen ortalamalar 6nemli bulunmustur (P<0.01).
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4.3.5. Sitokrom P450 monooksigenaz enzim aktivitesinin olciilmesi

Cypermethrin, spiromesifen, imidacloprid ve pyriproxyfen ile seleksiyon yapilan
popiilasyonlarin monooksigenaz P450 PNOD aktivitesi belirlenmistir. Q biyotipinin
anastok popiilasyonunun PNOD aktivitesi 2.59 AD/dk/mg protein olarak belirlenmistir.
B biyotipinin anastok popiilasyonunun PNOD aktivitesi 3.83 AD/dk/mg protein olarak
belirlenmistir. Cypermethrin ile seleksiyon sonucunda Q biyotipinin PNOD aktivitesi
4.97 AD/dk/mg protein olarak belirlenmistir. B biyotipinin PNOD aktivitesi 4.94
AD/dk/mg protein olarak belirlenmistir. Q biyotipinde 1.91 kat artis gézlemlenirken B
biyotipinde 1.28 kat artis gozlemlenmistir.

(Sekil 4.17) .
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Sekil 4.17. Bemisia tabaci Q ve B biyotipi pyriproxyfen ile seleksiyonundaki
monooksigenaz enzim aktivitesi degisimi

Cypermethrin seleksiyonu sonundaki P450 enzim aktivitesindeki degisim Q
biyotipinde istatiski olarak 6nemli iken, B biyotipindeki P450 enzim aktivitesi degisimi
istatistiki olarak 6nemli degildir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14 Bemisia tabaci Q ve B biyotiplerinin cypermethrin ile seleksiyonundaki
monooksigenaz enzim aktivitesi (AD/dk/mg protein)

Q B
Stok kiiltiir 2.59 £0.07° Stok kiltiir 3.83+0.142
Seleksiyon 4,97 £0.11° Seleksiyon 4,94+0.512

“Aynu siitundaki farkli harf ile gésterilen ortalamalar &nemli bulunmustur (P<0.01).
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Spiromesifen ile seleksiyon sonucunda PNOD aktivitesi sekiz seleksiyon
sonunda Q biyotipinde 4.26 AD/dk/mg protein olarak belirlenmistir. B biyotipinde
ise 4.15 AD/dk/mg protein olarak belirlenmistir. Q biyotipindeki artis yaklasik 1.77
kat, B biyotipindeki artig yaklagik 1.08 kat olmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Bemisia tabaci Q ve B biyotipi spiromesifen etkili maddesi ile
seleksiyonundaki monooksigenaz enzim aktivitesi degisimi

Spiromesifen seleksiyonu sonundaki P450 enzim aktivitesindeki degisim Q
biyotipinde istatistiki olarak onemli iken, B biyotipindeki P450 enzim aktivitesi
degisimi istatistiki olarak 6nemli degildir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Bemisia tabaci Q ve B biyotiplerinin spiromesifen ile seleksiyonundaki
monooksigenaz enzim aktivitesi (AD/dk/mg protein)

Q B
Stok kiiltir ~ 2.59 + 0.07° Stok Kiiltiir 3.83+0.14
Seleksiyon 4.26 + 0.142 Seleksiyon 4.15+0.082

“Ayn siitundaki farkli harf ile gdsterilen ortalamalar 6nemli bulunmustur (P<0.01).
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Pyriproxyfen ile seleksiyon sonunda PNOD aktivitesi Q biyotipinde 4.48
AD/dk/mg protein olarak belirlenmistir. B biyotipinde ise 5.11 AD/dk/mg protein
olarak belirlenmistir B biyotpindeki artis 1.33 kat olurken Q biyotipindeki ise artig
yaklasik 1.72 kat olmustur (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Bemisia tabaci Q ve B biyotipi pyriproxyfen ile  seleksiyonundaki
monooksigenaz enzim aktivitesi degisimi

Pyriproxyfen seleksiyonu sonundaki P450 enzim aktivitesindeki degisim B ve Q
biyotiplerinde istatistiki olarak 6nemlidir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Bemisia tabaci Q ve B biyotiplerinin pyriproxyfen ile seleksiyonundaki
monooksigenaz enzim aktivitesi (AD/dk/mg protein)

Q B
Stok kiiltir ~ 2.59 + 0.07° Stok kiiltiir 3.83+0.14°
Seleksiyon 4.48 +0.03? Seleksiyon 5.11+0.032

“Aym siitundaki farkli harf ile gdsterilen ortalamalar énemli bulunmustur (P<0.01).
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5. TARTISMA

Biyotip kavrami B. tabaci’de 1950’lerde morfolojik olarak ayrilamayan
poptilasyonlarin farkli biyolojik 6zellik gostermesinden sonra ileri siiriilmiistiir (Brown
vd 1995, Perring 2001). Bu farklilik cografi olarak izole popiilasyonlarda farkli
konukgularda beslenme veya iireme kabiliyetleri ile virlis tasima ozellikleri olarak
ortaya ¢ikmaktadir (De La Rua vd 2006). Ayn1 zamanda insektisitlere farkli seviyede
hassasiyet ve direncin biyotiplerin biyolojik farkliliklarindan kaynaklandigr ileri
stiriilmektedir (Horowitz vd 2005). Bu popiilasyonlar genellikle spesifik fitotoksik
reaksiyonlarin varligi, esteraz marker karakterleri ve birgok DNA parmak izi teknigi ile
tanimlanmaktadir ve farkli biyotip olarak isimlendirilmektedir (De La Rua vd 2006).
Bu genetik farkliligin seviyesi 33 farkli biyotipin tanimlanmasi ilede goriilmektedir (Xu
vd 2010). B biyotipi en ¢ok bilinen biyotip durumuna gelmistir. Q biyotipinin iber
yarimadasi ile smirli oldugu diisiiniilirken son zamanlarda Akdeniz havzasinda genis
yayilim gosterdigi bildirilmektedir (Hsieh vd 2007). Dinsdale vd (2010) analizleri
sonucunda B. tabaci popiilasyonlarini1 24 genetik grup altinda gruplandirmiglardir. Q
biyotipinin “Akdeniz” grubunda yer aldigini, B biyotipinin “Orta Dogu-Asya mindr 1
grubunda yer aldigini belirtmislerdir.

Antalya popiilasyonlar1 ve Aydin Kogarli popiilasyonunun mtCOIl bélgesinin
sekans analizi sonucunda Antalya popiilasyonlart B biyotipi, Aydin Kogarli
popiilasyonu Q biyotipi olarak bulunmustur. Ikten vd (2007) ¢alismalarinda Antalya
Kumluca ve Demre popiilasyonlarini Q biyotipi olarak tespit etmislerdir. Ancak
bulgularimiza gore B biyotipi bu iki bélgede zamanla Q biyotipinin yerini alarak hakim
biyotip olmustur. Benzer sekilde Kumluca’da B biyotipi Erdogan vd (2011) tarafindan
tespit edilmistir. Khasdan vd (2005) Israil’de B ve Q biyotip yayilisinin muhtemelen
konukguya bagli olmadigin1 aksine yayilimi biiylik O6l¢lide cografik konuma
baglamaktadirlar. Ornegin Ayalon Vadisi popiilasyonlarmin ¢ogunlugu Q biyotipi
olarak isimlendirilirken bati Negev’den Ornekler B biyotipi olarak tanimlanmistir.
Carmel Coast bolgesinde 2000-2002 seneleri boyunca pamuk tarlalarindan alinan
orneklerin Q biyotipi olarak tespit edildigini ancak 2003 senesinin pamuk sezonunun
ortalarinda (Temmuz) B biyotipini hakim biyotip olarak tespit etmislerdir. Benzer
trendin 2004 yilindada gergeklestigini bildirmislerdir. Q biyotipinin yerini B biyotipinin
almasi bizim bulgularimiza benzer sekildedir. B biyotipinin goriinmesinin sebebinin
acik olmadigini, muhtemelen B. tabaci popiilasyonlarin sezonsal gociiyle iligkili
olabilecegini belirtmislerdir. Insektisitlere karst B ve Q biyotiplerinde farkli direng
seviyelerinin olmas: Israil’de veya herhangi bir yerde B ve Q biyotiplerinin yayilimimni
ve dinamiklerini etkiledigini belirtmislerdir. Sonug¢larmin  pamukta insektisit
uygulamasinin olmadigi alanlarda Q biyotipinin yerini B biyotipinin aldigini, insektisit
uygulamas1 olmayan yetistiricilikte B biyotipinin Q biyotipine kiyasla daha rekabetci
oldugunu belirtmislerdir. Organik yetistiricilik yapilan alanlardan ve g¢evresinden
toplanan Orneklerin B biyotipi ¢ikmasit Q biyotipinin insektisitlere B biyotipinden
yiiksek toleransa sahip oldugu ve B biyotipinin uygulama yapilmayan alanlarda
rekabet¢i oldugu varsayimlarini destekledigini belirtmislerdir. Horowitz ve Ishaaya
(2014) pamuk yetistiriciligi yapilan dort farkli bolgede 2003-2012 yillar arasinda erken
ve gec sezon olarak B ve Q biyotiplerinin degisimini izlemislerdir. Genel olarak 2008
yilina kadar Q biyotipinin ge¢ sezonda tiim bolgelerde hakim oldugunu belirtmislerdir.
Ayalon Vadisinde 2007 yilina kadar Q biyotipinin hakim oldugunu, 2005-2007 yillar
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arasinda erken sezonda %20 oraninda B biyotipi orneklenirken ge¢ sezonda bu oranin
%S35’lerin altina diistiiglinii belirtmislerdir. 2009 yilindan itibaren ise B biyotipinin tim
pamuk alanlarinda erken ve gec¢ sezonda hakim tiir oldugunu bildirmislerdir. Bunun
sebebinin insektisit uygulamasinin azalmasi ile B biyotipinin insektisit uygulamasi
olmayan alanlardaki rekabetgiligi oldugu, ya da B biyotipininde bazi insektisitlere karsi
direncinde artis olmasindan kaynaklandig1 ve biyotip degisiminin bir diger nedeninin de
simbiyontlar1  tarafindan enfeksiyonundan kaynaklanabilecegini  belirtmislerdir.
Kontsedalov vd (2012) israil’de biyotip degisim durumunu 2008-2010 yillar1 arasinda
gbzlemlemistir. B biyotipinin agik alanda yetistirilen tiriinlerde, Q biyotipinin ise sera
sartlarinda yetistirilen iriinlerde hakim biyotip oldugunu belirtmislerdir. 2010 yilina
kadar Q biyotipinin Israil’de bir ¢ok bolgede hakim biyotip oldugunu ancak B
biyotipinin Q biyotipinin yerini alarak hakim biyotip oldugunu bildirmislerdir.

Genel olarak B biyotipinin Q biyotipinin yerine hakim biyotip olmasi
calismamizdaki bulgular ile benzerlik gdstermektedir. Arastiricilarin belirttigi sekilde B
biyotipinin yetistiricilik sezonunun erken donemlerinde goriilmesi Kumluca ve Demre
poplilasyonlarinin  Cizelge 3.1’de belirtilen Ornekleme tarihi iki bolge icinde
yetistiricilikte erken donem olmasi ve erken yetistiricilik sezonunda B biyotipinin
bulunmasi ile paralellik gostermektedir. Pascual ve Callejas (2004) tek veya karigik
kiiltiirlerde B biyotipi ile kiyaslandiginda Q biyotipi disilerinin ve ergin Oncesi
donemlerinin yiiksek O6lim oram1 ve diisiik yumurtlama giicline sahip oldugunu
belirtmiglerdir. Ayn1 zamanda laboratuvar sartlarinda domates bitkisi tizerinde Q
biyotipi ile kiyaslandiginda B biyotipinin yiiksek {ireme kapasitesi ve diisiik gelisim
stiresine sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu iki bolgedeki degisimde Pascual ve Callejas
(2004)’in  bulgularida dikkate alindiginda bir oOnceki sezon sonunda seralarin
sokiilmesinden sonra Q biyotipinin popiilasyonunun azaldigi (hatta benzer dongiilerde
yok olabilecegi) aksine B biyotipinin popiilasyon yogunlugunu sera disinda da kisa
stirede arttirabilme kabiliyeti sayesinde B biyotipinin hakim biyotip olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayn1 sekilde erken sezonda B biyotipi Q biyotipine gore hizh
cogalma kabiliyeti ile sera icindede hakim tiir durumuna gectigi diisiiniilmektedir. ikten
vd (2007)’nin bu iki bolgedeki drnekleme tarihleri yetistiricilik sezonunun sonu olan
temmuz aymna denk gelmistir. Bu veride goz Oniine alindiginda eger Q biyotipi iki
bolgede gecen zaman icerisinde tamamen yok olmadi ise Khasdan vd (2005),
Kontsedalov vd (2012), Horowitz ve Ishaaya (2014)’tin bildirdigi sekilde insektisit
direncine bagli olarak yetistiricilik sezonu sonunda tekrar ortaya c¢ikmasi ve hakim
biyotip olmas1 muhtemeldir. Bu ilgelerde ve Antalya’nin diger ilgelerinde iiretim sezonu
basinda ve iiretim sezonu sonunda ayr1 ayri1 ornekleme yapilarak biyotip degisiminin
izlenmesi bu konu hakkinda daha fazla bilgi sahibi olunmasina katki saglayacaktir.

Biyotiplerin  cypermethrin ile seleksiyonlart sonunda LCso seviyeleri
karsilastinlldiginda Q biyotipinde cypermethrine karst 213 kat direng gelisimi
gbzlemlenirken, B biyotipinde bu oran yaklasik 1.35 kat ile smirli kalmistir. Q
biyotipinde ¢ok diisiik LCso Seviyesinden bes seleksiyon gibi kisa siirede B biyotipinin
seleksiyon sonunda sahip oldugu LCso seviyesinin iistiinde LCso seviyesine sahip
oldugu gozlemlenmistir. Insektisit uygulamasi olmadan devam ettirilen Q biyotipinin
stok kiiltiir popiilasyonunda direng kaybi1 gozlemlenmez iken, B biyotipinde 0.93 kat
direng kayb1 gézlemlenmistir. Direng seviyeleri ve EST aktiviteleri karsilastirildiginda
insektisit biyoassay sonuglari ile EST aktivite sonuglar1 ortiismektedir. B biyotipinde
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EST aktivitesindeki artis diisiik oranda gergeklesirken, aksine Q biyotipinde EST
aktivitesi artis1 128 kat olmustur. Q biyotipinin seleksiyon 6ncesi sahip oldugu diisiik
EST aktivitesine benzer bulgulari, Go¢gmen vd (Yaymlanmamis proje) ¢alismalarinda Q
biyotipinin B biyotipine gore ¢ok diisiik EST aktivitesine sahip oldugunu belirtilmistir.
P450 monooksigenaz PNOD aktivitesinde Q biyotipinde 1.91 kat artis B biyotipinde
1.28 kat olmustur. Her iki biyotiptede P450 aktivitesinde artis olurken bu artis Q
biyotipinde istatistiki olarak onemli iken, B biyotipinde istatistiki olarak Onemsiz
cikmistir. AChE aktivitesi Q biyotipinde 1.76 kat artarken, B biyotipindeki artis ise 1.71
kat olmustur. Her iki biyotipteki artis istatistiki olarak onemlidir. GST aktivitesinde ise
her iki biyotipte seleksiyon sonunda azalis olmustur. Roditakis vd (2006) ¢alismlarinda
pyretroid direngli popiilasyonda sitoktrom P450 aktivitesinin ve EST aktivitesinin
hassas popiilasyonla kiyaslandiginda oldukga yiiksek oldugunu ancak GST aktivitesinin
farkli olmadigin1 belirtmislerdir. a-NA substrati ile EST aktivitesindeki artis 2.5 kat,
P450 aktivitesinde 8.5 kat artis tespit etmislerdir. Caligmalarindaki GST wverileri
incelendiginde direngli popiilasyonda azalma olmasi bizim bulgularimizla paralellik
gostermektedir. Cypermethrin ile seleksiyon sonunda her iki biyotiptede EST, AChE ve
PNOD aktivitelerinde artis olmustur. Bu veriler 1s18inda pyretroid direncinde ana direng
mekanizmasinin EST aktivitesi oldugu, AChE ve P450 aktivitelerininde verilerimize
gore diistik oranda etkili oldugu diistiniilmektedir. Calismamiz sonucunda B biyotipinin
cypermethrine belirli bir seviyeye kadar direng gelistirebilme kabiliyetine sahip oldugu,
Q biyotipinin cypermethrine B biyotipine gére daha kisa siirede ve daha fazla direng
gelistirebilme kabiliyetine sahip oldugu belirlenmistir.

Spiromesifen ile sekiz seleksiyon sonunda LCso degerleri kiyaslandiginda B
biyotipinde 3.65 kat, Q biyotipinde 2.13 kat artis gdzlemlenmistir. insektisit uygulamasi
olmadan devam ettirilen Q biyotipinin stok kiiltiir popiilasyonunda 0.5 kat, B
biyotipinde 0.2 kat direng kaybi gozlemlenmistir. Kontsedalov vd (2008)
spiromesifenin ergin beyazsineklerde %40 6liim orani gosterirken 1. nimf dénemlerine
daha fazla etkili oldugu bildirilmis ve Israil’de arazide bir yil kullanim1 sonunda direng
gelisimi gozlemlenmedigini belirtmislerdir. Calismamizda seleksiyonlar sonucunda her
iki biyotipin de LCso seviyelerinde artis olmustur fakat bu seviyeler spiromesifenin
tavsiye dozunun altinda kalmistir. Ilias vd (2012) calismalarinda, B. tabaci’yi
spiromesifen etkili maddesi ile dort kez seleksiyona tabi tutmuslar ve herhangi bir
direng artis1 olmadigini bildirmislerdir. Enzim denemeleri sonucunda her iki biyotipte
EST, AChE ve P450 aktivitesinde artis gézlemlenmistir. GST aktivitesinde azalis
olmustur. Q biyotipinde EST aktivitesi yaklagik 21 kat, AChE aktivitesi yaklagik 2.26
kat, P450 aktivitesi yaklasik 1.77 kat artmustir. Artiglar Q biyotipinde istatistiki olarak
onemli bulunmustur. B biyotipinde EST aktivitesi yaklasik 1.61 kat, AChE aktivitesi
yaklasik 2.50 kat, P450 aktivitesi yaklasik 1.08 kat artmistir. B biyotipinde AChE
aktivitesinin artig1 istatistiki olarak onemli iken, EST ve P450 aktivitesindeki artislar
istatistiki olarak dnemsiz ¢ikmistir. B biyotipinde biyoassayler sonucunda Q biyotipine
gore daha fazla direng gelistirirken enzim aktivitelerinde ki artisin 6nemsiz ¢ikmasi B
biyotipinin sahip oldugu direng sevisiyesinden kaynaklandigii diistinmekteyiz. B
biyotipindeki seleksiyon Oncesi ve sonrasinda belirlenen EST aktivitesi seviyesi bu
sonucu desteklemektedir. Her iki biyotipteki enzim aktivitelerinin artist gdz Oniine
alindiginda spiromesifen direncinde EST aktivitesinin ana diren¢ mekanizmasi
oldugunu, AChE ve P450 aktivitelerininde verilerimize gore diisik oranda direng
mekanizmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir.
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Pyriproxyfen ile yedi seleksiyon sonunda B biyotipinin direng¢ diizeyinde LCsg
degerine gore yaklagik 3.9 kat artig gézlenirken bu oran Q biyotipinin direng diizeyinde
yaklasik 14.65 kat artis olarak gozlemlenmistir. Horowitz vd (2005) g¢alismalarinda
pyriproxyfen direnci goriilen alanlarda Q biyotipini tespit ettiklerini, Pyriproxyfen
direncinin Q biyotipi ile iliskili oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada insektisit
uygulamasi olmadan devam ettirilen Q biyotipinin Stok kiiltiir popiilasyonunda 0.04 Kat,
B biyotipinde 0.43 kat diren¢ kaybi gozlemlenmistir. EST aktivitesindeki artis Q
biyotipinde 22 kat, B biyotipinde 1.60 kat olarak belirlenmistir. AChE Aktivitesi Q
biotipinde 1.93 kat, B biyotipinde 1.92 kat olarak belirlenmistir ve artislar her iki
biyotiptede istatistiki olarak onemli ¢ikmustir. P450 aktivitesi Q biyotipinde 1.72 kat
olarak belirlenirken aktivitedeki artis istatistiki olarak 6nemlidir. B biyotipinde P450
aktivitesi 1.33 kat artig gosterirken bu artig istatistiki olarak onemli ¢ikmistir. GST
aktivitesi azalig olarak gozlemlenmistir. Ma vd (2010) calismalarinda pyriproxyfen
diren¢ mekanizmasinda P450 ve GST aktivitelerinin yiiksek ¢ikarak rol aldigimi ancak
EST aktivitesinin yiiksek ¢ikmadigini belirtmislerdir. Calismamizdan elde edilen
verilere gore P450 aktiviteinde her iki biyotipte artis gozlemlenmistir ancak Ma vd
(2010) farkli olarak EST sonuglarimizda ve AChE aktivitesinde artis olmustur. Her iki
biyotipteki enzim aktivitelerinin seviyeleri ve artig1 géz oniine alindiginda pyriproxyfen
direncinde EST aktivitesinin ana direng¢ mekanizmasi oldugunu, AChE ve P450
aktivitelerininde verilerimize gore diisiik oranda direng mekanizmasinda etkili oldugu
diistiniilmektedir. Caligmamiz sonucunda B biyotipinin pyriproxyfen belirli bir seviyeye
kadar direng gelistirebilme kabiliyetine sahip oldugu, Q biyotipinin pyriproxyfene B
biyotipine gore daha kisa siirede ve daha fazla direng gelistirebilme kabiliyetine sahip
oldugu belirlenmistir.

Calismada cypermethrin ile seleksiyon sonunda direngli popiilasyonda GST
aktivitesinde diisiis gozlemlenmistir. Benzer sekilde Pyriproxyfen ve spiromesifen ile
seleksiyon sonunda direngli popiilasyonlarda GST aktivitesinde diisiis tespit edilmistir.
Benzer sekilde Roditakis vd (2006), Feng vd (2010), Rauch ve Nauen (2004), direngli
popiilasyonlarin  GST  aktivitesinin  hassas popiilasyona gore disik ¢iktigini
belirtmislerdir. Rauch ve Nauen (2003) GST aktivitesinin iki hassas popiilasyonda en
yiiksek oldugunu diger imidacloprid direngli popiilasyonlarin bunlara gére daha diisiik
aktivite gosterdigini belirtmislerdir. GST aktivitesinin direngli popiilasyonda hassas
poplilasyona gore diisiik ¢cikmasinin nedeni direng ile GST aktivitesi arasinda ters oranti
olabilecegi ya da aktivite belirleme yonteminde direngli popiilasyonun enzim
kaynaginin substratlardan birini inhibe etmesiyle absorbans degerinin diisiik ¢gitkmasida
olabilir. GST aktivitesi farkli substratlar kullanilarak kiyaslanabilir.

Imidacloprid karsi c¢alismada her iki biyotipe laboratuvar sartlarinda direng
gelistirilememigtir. Seleksiyon uygulamasi sonucunda canli kalan bireyler bir sonraki
seleksiyon uygulamasinda kullanilmak iizere popiilasyon olusturmalari i¢in beklenen
stirede diren¢ kaybina ugradigi gozlemlenmistir. Bu popiilasyonlar bir sonraki
seleksiyon i¢in insektisit uygulandiginda her defasinda %100 6liim gerceklesmistir.
Rauch ve Nauen (2003) araziden topladiklari beyazsinek popiilasyonlarinin
imidaclopride direng seviyelerini belirlemislerdir ve Israil B biyotipi popiilasyonunda 6
ay sonra tekrar direng seviyesini tekrar belirlediklerinde azalma oldugunu
gozlemlemislerdir. Nauen vd (2002) calismalarinda Ispanya’dan topladiklart ve ESP 98
olarak isimlendirdikleri popiilasyonun 10 ay sonunda neonicotinoidlere direncini
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kaybettigini ve Q biyotipi olarak topladiklart ESP 98 popiilasyonunun 10 ay sonunda
tamamen B biyotipi olarak degistigini  belirtmislerdir. Muhtemelen  bizim
calismamizdada popiilasyon olusturmalari i¢in beklenen siirede benzer sekilde direng
kaybina ugramaktadirlar.
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6. SONUC

Calismada Antalya’nin farkli il¢elerinden ve Aydin-Kogarl: ilgesinden toplanan
B. tabaci popiilasyonlart kullanilmistir. Molekiiler ¢alismalar sonucunda mtCOI gen
bolgesinin sekans verilerine gore Antalya ilgelerinin B biyotipi, Aydin-Kogarli ilgesinin
Q biyotipi oldugu belirlenmistir. Popiilasyonlarin biyotipleri belirlendikten sonra,
cypermethrin, imidacloprid, Pyriproxyfen ve Spiromesifene karsi direng potansiyelleri
ve EST, AChE, P450 ve GST enzim aktiviteleri belirlenmistir.

Insektisit biyoassaylerinde yaprak daldirma yontemi kullanilarak biyotiplerin
farkli insektisitlere karst LCso diizeyleri belirlenmistir ve biyotipler ayn1 yontemlerle
seleksiyona tabi tutulmustur. Biyoassayler sonucunda cypermethrin, pyriproxyfen ve
imidaclopride kars1 B biyotipinin LCso diizeylerinin, Q biyotipine gore ciddi oranda
yiiksek oldugu belirlenmistir. Seleksiyonlar sonucunda B biyotipinde imidacloprid harig¢
tiim etkili maddelere kars1 diisiik oranda direng artis1 gézlemlenmistir. Q biyotipinde ise
ozellikle Cypermethrin etkili maddesine karsi ciddi oranda artis gozlemlenmistir.
Pyriproxyfene karst Q biyotipinde seleksiyon sonunda B biyotipi ile kiyaslandiginda
artis orani yiiksek olarak gozlemlenmistir. Spiromesifene karst artis B biyotipine gore
diisiik olmustur. imidaclopride kars1 B ve Q popiilasyonunda ise diren¢ kazanimi yerine
diren¢ kaybi gozlemlenmistir. Bu da imidaclopridin hasat siiresine uyularak belirli
araliklarla beyazsineklerin miicadelesinde diren¢ yoOnetimi acisindan kullanilabilecegi
fikrini uyandirmigtir.

Enzim aktiviteleri sonucunda cypermethin ile seleksiyonunda Q biyotipinde EST
aktivitesinin artis1 en fazla olurken AChE ve P450 aktivitelerinin artis1 belirli oranda
olmustur ve artiglar istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. B biyotipinde ise her {i¢
enzim aktivitesinde artis olurken AChE aktivitesi disindaki artiglar istatistiki olarak
onemsiz bulunmustur. Pyretroid direncinde ana diren¢ mekanizmasinin EST aktivitesi
oldugu, AChE ve P450 aktivitelerininde verilerimize gore diisiik oranda etkili oldugu
diistiniilmektedir. Spiromesifen ile seleksiyonda EST, AChE ve P450 aktivitelerinde
artts gozlemlenmistir. EST aktivitesindeki artis Q biyotipinde B biyotipi ile
kiyaslandiginda daha fazla olmustur. Q biyotipindeki enzim aktiviteleri artislari
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. B biyotipinde AChE aktivitesi artig1 istatistiki
olarak onemli bulunurken diger enzim aktivitelerinin artiglar: istatistiki olarak onemsiz
bulunmustur. Spiromesifen direncinde EST aktivitesinin ana diren¢ mekanizmasi
oldugunu, AChE ve P450 aktivitelerininde verilerimize gore diisiik oranda direng
mekanizmasinda etkili oldugu diistiniilmektedir. Pyriproxyfen ile seleksiyon sonunda
her iki biyotipte EST, AChE ve P450 aktivitelerinde artis gozlemlenmistir. Q
biyotipinde en fazla artis EST aktivitesinde olmustur. B biyotipinde sadece AChE
enzim aktivitesindeki artig istatistiki olarak O6nemli bulunmustur. Pyriproxyfen
direncinde ana diren¢ mekanizmasinin EST aktivitesi oldugu, AChE ve P450
aktivitelerininde verilerimize gore diisiik oranda etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Her iki biyotipte de cypermethrin, spiromesifen ve pyriproxyfen etkili
maddelerine kars1 EST, AChE ve P450 aktivitelerinde artis gézlemlenmistir. B
biyotipinin baslangic ve seleksiyon sonundaki EST aktivite degerleri ile Q biyotipinin
tic insektisit ile selekiyon sonundaki EST aktivite verilerine gore bu ii¢ etkili maddeye
direngte EST aktivitesinin daha ¢ok etkili oldugu, AChE ve P450 aktivitelerinin
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etkilerinin kisith oldugu, ayn1 zamanda verilerimize gore EST aktivitesinin Q biyotipi
ile iligkili oldugu diisiintilmektedir. Sonuclar incelendiginde B biyotipi simirli direng
gelistirme kabiliyetine sahip iken Q Dbiyotipinin kisa siirede daha fazla direng
gelistirebildigini bunun sebebinin de Q biyotipindeki yiliksek EST aktivitesi oldugu
kanaatine ulagsmaktayiz.

Diren¢ problemi zararliyla miicadelede sorun olusturmakta ve ciddi {iriin
kayiplarina neden olmasimnin yaninda, kalinti sorunu ortaya ¢ikmaktadir. Zararliyla
miicadelede integre miicadeleye onem verilmesi, bu zararliya karsi direng yonetim
programlarinin uygulamaya konulmasi kaginilmaz olmaktadir. Spiromesifen ve
pyriproxyfen etkili maddelerinin kombinasyon i¢inde ve hedef biyolojik doneme uygun
dozda ve uygun araliklarla kullanilarak zararliyla etkili miicadele yapilabilir.

Ornek alinan yerlerde iiretim sezonu basinda ve iiretim sezonu sonunda ayr1 ayr1
ornekleme yapilarak biyotip degisiminin izlenmesi ve popiilasyonlarin direng
diizeylerinin takip edilmesi direng-biyotip degisimi hakkinda daha fazla bilgi sahibi
olunmasina katki saglayacaktir. Ayn1 zamanda biyotiplerin sera sartlarindaki sicaklik ve
nem gibi parametrelerde biyolojik 6zelliklerinin belirlenmeside biyotip degisimindeki
faktorlerin belirlenmesine katki saglayacagimi diigiiniilmektedir. B. tabaci B ve Q
direngli popiilasyonlarinin insektisitlere ¢apraz direngleri ve direngte rol oynayan genler
ile bu genlerin biyotipler arasindaki farki bu g¢alismanin sonraki basamagi olarak
distiniilebilir.
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TTAAAATTTT

*x

240
GTCTAATAAA
GTCTAATAAA
GTCTAATAAA
GTCTAATAAA
GTCTAATAAA
GTCTAATAAA
GTCTAATAAA
GTCCAATAAA

*Kxx

250
TTAAGGCCTC
TTAAGGCCTC
TTAAGGCCTC
TTAAGGCCTC
TTAAGGCCTC
TTAAGGCCTC
TTAAGGCCTC
TTCAGGCCCC

*x
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260
TTGGCCTTTG
TTGGCCTTTG
TTGGCCTTTG
TTGGCCTTTG
TTGGCCTTTG
TTGGCCTTTG
TTGGCCTTTG
TTGGCCTTTG
* ok kK ok kK ok kK

310
ACTGGAATTA
ACTGGAATTA
ACTGGAATTA
ACTGGAATTA
ACTGGAATTA
ACTGGAATTA
ACTGGAATTA
ACTGGAATTA
* ok kK ok kK ok kK

360
TTATTTTGTT
TTATTTTGTT
TTATTTTGTT
TTATTTTGTT
TTATTTTGTT
TTATTTTGTT
TTATTTTGTT
TTATTTTGTT
Kok kK ok ok Kok kK

410
TTGCTATTGT
TTGCTATTGT
TTGCTATTGT
TTGCTATTGT
TTGCTATTGT
TTGCTATTGT
TTGCTATTGT
TTGCTATTGT
* ok kK ok kK ok kK

460
ACCTTAAATA
ACCTTAAATA
ACCTTAAATA
ACCTTAAATA
ACCTTAAATA
ACCTTAAATA
ACCTTAAATA
ACCTTAAATA

Ak Kk kK Kk kK kK

270

ATTTACAGGA
ATTTACAGGA
ATTTACAGGA
ATTTACAGGA
ATTTACAGGA
ATTTACAGGA
ATTTACAGGA
ATTTACAGGA

Ak KkKhkKkKkKkKk kK

320

TTCTTGGTAA
TTCTTGGTAA
TTCTTGGTAA
TTCTTGGTAA
TTCTTGGTAA
TTCTTGGTAA
TTCTTGGTAA
TTCTTGGTAA

Ak kkKkkKkKk kK

370

GTTGCACATT
GTTGCACATT
GTTGCACATT
GTTGCACATT
GTTGCACATT
GTTGCACATT
GTTGCACATT
GTTGCGCATT

kkkkhkk kKKK

420

AGGAGGAGTT
AGGAGGAGTT
AGGAGGAGTT
AGGAGGAGTT
AGGAGGAGTT
AGGAGGAGTT
AGGAGGAGTT
AGGAGGAGTT
* ok kK ok kK ok kK

470
ATTATAGATT
ATTATAGATT
ATTATAGATT
ATTATAGATT
ATTATAGATT
ATTATAGATT
ATTATAGATT
ATTATAGCTT

Ak kkkkk k%

TTTTTATTTT
TTTTTATTTT
TTTTTATTTT
TTTTTATTTT
TTTTTATTTT
TTTTTATTTT
TTTTTATTTT
TTTTTATTTT

Ak KkKhkKkKkKkKk kK

TTCTTCTGTA
TTCTTCTGTA
TTCTTCTGTA
TTCTTCTGTA
TTCTTCTGTA
TTCTTCTGTA
TTCTTCTGTA
CTCTTCTGTA

*kk kK Kk kK Kk

TTCATTATGT
TTCATTATGT
TTCATTATGT
TTCATTATGT
TTCATTATGT
TTCATTATGT
TTCATTATGT
TTCATTATGT

Ak kkhkKkkKkKk kK

ATCTATTGAT
ATCTATTGAT
ATCTATTGAT
ATCTATTGAT
ATCTATTGAT
ATCTATTGAT
ATCTATTGAT
ATTTATTGAT
Kok Kok ok ok ok ok ok

480
GGTGTCTCAA
GGTGTCTCAA
GGTGTCTCAA
GGTGTCTCAA
GGTGTCTCAA
GGTGTCTCAA
GGTGTCTCAA
GGTGTCTCAA

Ak Kk kK Kk kK kK

75

280

330

380

430

290
TATTTACTAT
TATTTACTAT
TATTTACTAT
TATTTACTAT
TATTTACTAT
TATTTACTAT
TATTTACTAT
TATTTACTAT
* ok kK ok kK ok kK

340
GATGTGTGTC
GATGTGTGTC
GATGTGTGTC
GATGTGTGTC
GATGTGTGTC
GATGTGTGTC
GATGTGTGTC
GATGTGTGTT
Kok kK ok kK ok ok

390
TTTATCAATA
TTTATCAATA
TTTATCAATA
TTTATCAATA
TTTATCAATA
TTTATCAATA
TTTATCAATA
CTTATCAATA

Kok kK ok kK ok ok

440
TTCCACTAAT
TTCCACTAAT
TTCCACTAAT
TTCCACTAAT
TTCCACTAAT
TTCCACTAAT
TTCCACTAAT
TTCCATTAAT
kokkkKk Kok koK

490
TTTTATATCA
TTTTATATCA
TTTTATATCA
TTTTATATCA
TTTTATATCA
TTTTATATCA
TTTTATATCA
TTTTATATCA

Ak kkkkkKk kK

300
AGGTGGGTTA
AGGTGGGTTA
AGGTGGGTTA
AGGTGGGTTA
AGGTGGGTTA
AGGTGGGTTA
AGGTGGGTTA
AGGTGGATTA
KEXKKKK KKK

350
TGCATGACAC
TGCATGACAC
TGCATGACAC
TGCATGACAC
TGCATGACAC
TGCATGACAC
TGCATGACAC
TGCATGACAC
* ok kK ok kK ok kK

400
GGAATTATTT
GGAATTATTT
GGAATTATTT
GGAATTATTT
GGAATTATTT
GGAATTATTT
GGAATTATTT
GGAATTATTT
* ok kK ok kK ok kK

450
CTTAGGTTTA
CTTAGGTTTA
CTTAGGTTTA
CTTAGGTTTA
CTTAGGTTTA
CTTAGGTTTA
CTTAGGTTTA
CTTGGGCTTA
KKK KK KKK

500
TGTTTATTGG
TGTTTATTGG
TGTTTATTGG
TGTTTATTGG
TGTTTATTGG
TGTTTATTGG
TGTTTATTGG
TGTTCATTGG

*kkkk Kkkkk*k
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510
AGTAAATTTA
AGTAAATTTA
AGTAAATTTA
AGTAAATTTA
AGTAAATTTA
AGTAAATTTA
AGTAAATTTA
AGTAAATTTA
Kok ok ok kK ok ok kK

560
CTCGTCGATA
CTCGTCGATA
CTCGTCGATA
CTCGTCGATA
CTCGTCGATA
CTCGTCGATA
CTCGTCGATA
CTCGCCGATA
kokk kK okok koK

610
TCTTCTGCGG
TCTTCTGCGG
TCTTCTGCGG
TCTTCTGCGG
TCTTCTGCGG
TCTTCTGCGG
TCTTCTGCGG
TCTTCTGCGG

Kk kkkkhk Kk kKK

660

TATTGTTTTA
TATTGTTTTA
TATTGTTTTA
TATTGTTTTA
TATTGTTTTA
TATTGTTTTA
TATTGTTTTA
TATTGTTTTA
kkhkkhkhkhkhkkkkk
710
GTGTAAGTAG
GTGTAAGTAG
GTGTAAGTAG
GTGTAAGTAG
GTGTAAGTAG
GTGTAAGTAG
GTGTAAGTAG
GTGTAAGCAG

*hkkhkkkkk kK

520

ACTTTTTTTC
ACTTTTTTTC
ACTTTTTTTC
ACTTTTTTTC
ACTTTTTTTC
ACTTTTTTTC
ACTTTTTTTC
ACTTTTTTTC

Xk Kk kK Kk kKKK

570

TTCAGATTAT
TTCAGATTAT
TTCAGATTAT
TTCAGATTAT
TTCAGATTAT
TTCAGATTAT
TTCAGATTAT
TTCAGATTAT

*kkkkk Kk kKKK

620

GAAGGATTCT
GAAGGATTCT
GAAGGATTCT
GAAGGATTCT
GAAGGATTCT
GAAGGATTCT
GAAGGATTCT
GAAGGATTTT

Kk kkkkhkkk K

670

GAATCCTTTC
GAATCCTTTC
GAATCCTTTC
GAATCCTTTC
GAATCCTTTC
GAATCCTTTC
GAATCCTTTC
GAATCTTTTC

*kkhkkk kkkk

720

GCATCTAGAA
GCATCTAGAA
GCATCTAGAA
GCATCTAGAA
GCATCTAGAA
GCATCTAGAA
GCATCTAGAA
ACATCTAGAA

* Kk k ok ok ok ok ok k

CTCACCATTT
CTCACCATTT
CTCACCATTT
CTCACCATTT
CTCACCATTT
CTCACCATTT
CTCACCATTT
CTCAGCATTT

*kkk khkkkk

GCTGATTGCT
GCTGATTGCT
GCTGATTGCT
GCTGATTGCT
GCTGATTGCT
GCTGATTGCT
GCTGATTGCT
GCTGATTGTT

Kk kkkkhkkk Kk

GAGTATTATT
GAGTATTATT
GAGTATTATT
GAGTATTATT
GAGTATTATT
GAGTATTATT
GAGTATTATT
GAGTATTATT

Kk khkkkkhkkk kK

TTCTTCTGCG
TTCTTCTGCG
TTCTTCTGCG
TTCTTCTGCG
TTCTTCTGCG
TTCTTCTGCG
TTCTTCTGCG
TTCTTTTGCG

*kkhkkk kkkk

TGAAAGATTA
TGAAAGATTA
TGAAAGATTA
TGAAAGATTA
TGAAAGATTA
TGAAAGATTA
TGAAAGATTA
TGGAAAATTA

*k  kk  kk kK

76

530

580

630

680

730

540
TCTTGGTTTA
TCTTGGTTTA
TCTTGGTTTA
TCTTGGTTTA
TCTTGGTTTA
TCTTGGTTTA
TCTTGGTTTA
TCTTGGTTTG
KKK KKKR

590
ATCTAGTATG
ATCTAGTATG
ATCTAGTATG
ATCTAGTATG
ATCTAGTATG
ATCTAGTATG
ATCTAGTATG
ATCTAGTATG
Kok ok ok kK k kK K

640
TCTGTTATTT
TCTGTTATTT
TCTGTTATTT
TCTGTTATTT
TCTGTTATTT
TCTGTTATTT
TCTGTTATTT
TCTGTTATTT

Kk khkkkkhkkkkk

690

GTTAGTAAGA
GTTAGTAAGA
GTTAGTAAGA
GTTAGTAAGA
GTTAGTAAGA
GTTAGTAAGA
GTTAGTAAGA
TTTAGTAAGA

Kk khkkhkhkhkkkk*k

740

ATAAACCAGC
ATAAACCAGC
ATAAACCAGC
ATAAACCAGC
ATAAACCAGC
ATAAACCAGC
ATAAACCAGC
ATAAACCAGC

* ok ok ok ok ok ok k kK

550
GGGGGAATGC
GGGGGAATGC
GGGGGAATGC
GGGGGAATGC
GGGGGAATGC
GGGGGAATGC
GGGGGAATGC
GGGGGAATGC
Kok ok ok kK ok ok kK

600
AAATAAAATT
AAATAAAATT
AAATAAAATT
AAATAAAATT
AAATAAAATT
AAATAAAATT
AAATAAAATT
GAACAAAATT
Lkk kokok ok ok ok

650
ATTTTTTATT
ATTTTTTATT
ATTTTTTATT
ATTTTTTATT
ATTTTTTATT
ATTTTTTATT
ATTTTTTATT
ATTTTTTATT

Kk khkkkkhkkkkk

700

TTTAAGCTTG
TTTAAGCTTG
TTTAAGCTTG
TTTAAGCTTG
TTTAAGCTTG
TTTAAGCTTG
TTTAAGCTTG
TTTAAGCTTG
kkhkkhkhkhkhkkkkk
750
TCTTAATCAC
TCTTAATCAC
TCTTAATCAC
TCTTAATCAC
TCTTAATCAC
TCTTAATCAC
TCTTAATCAC
CCTTAATCAC

* Kk k ok ok ok ok ok k
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760

AGTTTTAAAG
AGTTTTAAAG
AGTTTTAAAG
AGTTTTAAAG
AGTTTTAAAG
AGTTTTAAAG
AGTTTTAAAG
AGTTTTAAAG

kkkKhkKk Kk kKKK

AGTTGTGTTT
AGTTGTGTTT
AGTTGTGTTT
AGTTGTGTTT
AGTTGTGTTT
AGTTGTGTTT
AGTTGTGTTT
AGTTGTGTTT

Ak KkKhkKkKkKkKk kK

770

1 3 HAaH333+3

77
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