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OZET

AKDENIZ VE EGE BOLGELERINDE
Anopheles maculipennis KOMPLEKSINDE KDR MUTASYONUNA
DAYALI INSEKTIiSIT DIRENCININ BELIRLENMESI

Fatma BURSALI

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Fatih M. SIMSEK
2013, 83 Sayfa

Bu arastirmada, Akdeniz ve Ege Bolgelerinde Anopheles maculipennis kompleksi
populasyonlarinda DDT, Deltametrin ve Permetrin insektisitlerine karsi insektisit
direng diizeyinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amag igin, An. maculipennis
kompleksinin Aydin, Burdur, Mugla, Isparta ve Izmir populasyonlarindan ergin
disi ornekleri toplanmistir. Populasyonlardan elde edilen o6rnekler kullanilarak
laboratuvarda Diinya Saghk Orgiiti’'niin standart insektisit duyarlilik testleri
yapilmustir. insektisit duyarlilik testlerinden sonra hem hayatta kalan hem de 6len
bireyler kullanilarak 145 6rnekten genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Doksan
yedi ornegin genomik DNA’s1 kullanilarak kdr direncini saglayan Vsscl gen
bolgesi dizileri elde edilmis ve proteindeki polimorfizmler saptanmistir. Vsscl gen
bolgesi igin 1014. pozisyonda, 97 érnekten 59’unda TTG (16sin), 2’sinde TCG
(serin) ve 36’sinda T(T/C)G (I16sin/serin) saptanmistir. Ayrica, 107 6rnek igin
Asetilkolinesteraz 1 geninde, Alul restriksiyon endoniikleaz kullanilarak RFLP
analizi yapilmistir. Analiz sonucunda, Ace-1 geninde insektisit direnciyle ilgili bir
mutasyon bulunmamuistir. Bu sonuglarm tiir diizeyinde gegerliligini saglayabilmek
icin molekiiler tiir teshisi ¢aligmalar1 yapilmistir. Genomik DNA’lar kullanilarak
75 ornek igin ITS 2 bolgesi dizileri elde edilmis ve bu dizilerin GenBankas1’ndaki
dizilerle karsilastirilmasiyla An. maculipennis s.s., An. melanoon ve An. sacharovi

olmak tizere tig tiir belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Anopheles maculipennis kompleksi, insektisit direnci, kdr,
Ace-1, Akdeniz, Ege.






ABSTRACT

DETERMINATION OF INSECTICIDE RESISTANCE BASED ON
THE KDR MUTATION IN Anopheles maculipennis COMPLEX
FROM MEDITERRANEAN AND AEGEAN REGIONS

Fatma BURSALI

M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatih Mehmet SIMSEK
2013, 83 Pages

In this study, it is aimed to determine the level of insecticide resistance against
DDT, Deltamethrin and Permethrin insecticides within the populations of
Anopheles maculipennis complex in the region of Aegean and Mediterranean. For
this purpose, adult female samples of An. maculipennis complex were collected
from Aydin, Burdur, Mugla, Isparta and izmir populations. By using the samples
obtained from the populations, World Health Organization’s standard insecticide
susceptibility tests were carried out in the laboratory. After the insecticide
susceptibility tests, genomic DNA isolation were done for 145 samples by both the
dead and the surviving individuals. By using genomic DNA of 97 samples, Vsscl
gene region sequences which provides kdr resistance were obtained and
polimorfisms in proteins were determined. For Vsscl gene region, TTG (leucine)
in 59, TCG (serine) in 2 and T(T/C)G (leucine/serine) in 36 of 97 samples was
determined at 1014™ position. Moreover, RFLP analysis was carried out on
Asetilcolin esterase 1 gene by using Alul restriction endonuclease for 107
samples. As a result of analyses, no mutation correlated with insecticide resistance
was found in Ace-1 gene. In order to confirm the validity of these results at species
level, molecular species identification studies were done. By using genomic
DNAs, ITS 2 region sequences were obtained for 75 samples and based on
comparisons of the ITS 2 sequences with those in GenBank, three species as An.
maculipennis s.s., An. melanoon ve An. sacharovi were determined.

Key words: Anopheles maculipennis complex, insecticide resistance, kdr, Ace-1,
Mediterranean, Aegean.
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1. GIRiS

Sivrisinekler, Insecta sinifinin Diptera takiminda yer alir ve Diptera’nin 130
familyasindan biri olan Culicidae familyasini olustururlar. Tir sayisi agisindan
biiytik ve gesitliligi yiiksek olan Culicidae familyasi, Anophelinae ve Culicinae alt
familyalar1 altinda diinya genelinde 113 cinse bagh 3523 tiirii kapsayan bir gruptur
(Harbach ve Kitching, 2005; Harbach, 2007, 2011). Bu biiyiik bocek grubunun
giiniimiizde gecerli kabul edilen mevcut cinslerinden Anopheles, Aedes,
Coquillettidia, Culex, Culiseta, Ochlerotatus, Orthopodomyia ve Uranotaenia
olmak iizere sekiz cins lilkemizde bulunmaktadir. Bu cinsler kapsaminda, son
yillarda {ilkemizde yapilan morfolojik ve molekiiler sistematik c¢aligmalarla
belirlenen sekiz tiir ile birlikte, Tiirkiye sivrisinek faunasi Anopheles (10 tiir),
Aedes (3 tiir), Culex (13 tiir) Culiseta (6 tiir), Ochlerotatus (20 tiir), Coquillettidia
(1 tiir), Orthopodomyia (1 tiir), Uranotaenia (1 tiir) cinslerinde yer alan 55 tiirden
olusmaktadir (Parrish, 1959; Merdivenci, 1984; Kasap vd., 1997; Ramsdale vd.,
2001; Aldemir vd., 2010; Simsek vd., 2011). Bu tiirlerden, An. maculipennis s.s.,
An. melanoon ve An. sacharovi tiirleri, Palearktik Bolge’de 11 tiirii kapsayan An.
maculipennis kompleksinin tilkemizdeki iiyeleridir (Simsek vd., 2011, Sevgili ve
Simgek, 2012). Anopheles maculipennis kompleksi, Palearktik Bolge’de
glinimiizde ve ge¢miste sitmanin yayiliminda oldukga etkili olan An. atroparvus,
An. labranchiae ve An. sacharovi gibi 6nemli vektorleri iceren bir tiir kompleksi
olmasi nedeniyle halk saghigi agisindan ¢ok onemlidir. Ayrica, kompleksin An.
maculipennis s.s. ve An. messeae tiirlerinin de sitmanin taginmasinda zaman
zaman Dbelirli bolgelerde etkili olduklarindan siiphelenilmektedir. Anopheles
atroparvus, Kiy1 Avrupa, An. labranchiae, Bati Akdeniz ve An. sacharovi, Dogu
Akdeniz’de sitmanin baglica vektorleridir. Anopheles maculipennis s.s., An.
becklemishievi, An. messae ve An. melanoon tiirleri ise sitma tasiniminda
digerlerine gore daha diisiik oneme sahiptir. Fakat An. maculipennis s.s. ve An.
messae Avrupa’da hayvanciligin az oldugu bdlgelerde populasyon yogunluklarina
bagli olarak sitma taginimindan sorumludurlar (Becker, 2003).

Anopheles tiirlerinin sitma vektorliigiinii her zaman 6n planda olmakla birlikte
diger sivrisinek tiirleri, sarthumma, dengeu hummasi, lemfatik filariasis ve ¢esitli
ensefalitisler gibi olduk¢a tehlikeli hastaliklara sebep olan bazi arboviriisler,
bakteriler, protozoonlar ya da nematodlarin vektorliigiinii yapabilirler (Becker,
2003). Bu ozellikleri nedeniyle, insanlara ¢ok sayida hastalik etkeni
bulastirabildiklerinden etkili bir biyolojik vektor olarak kabul edilen sivrisinekler,



insan saglh@ acgisindan olduk¢a Onemlidirler. Insanlarda goriilen vektdrel
hastaliklar agisindan bir degerlendirme yapildiginda, gegmiste ve giliniimiizde
mortalite ve morbitideye sebep olan ¢esitli patojenlerden en Onemlileri
sivrisinekler tarafindan bulastirilmaktadir. Ayrica, olumsuz ¢evre kosullarinda bile
uzun siire canli kalabilmeleri, diinyanin tim zoocografik bolgelerinden
bulunabilmeleri, hizli {ireme yetenekleri, iyi ugucu olmalari, pek ¢ok canli
grubundan kan emebilmeleri, hemen hemen tiim sucul habitatlarda iireyebilmeleri,
insektisitlere karst hizla direng kazanabilmeleri gibi bircok 06zellikleriyle
miicadeleleri olduk¢a zordur. Bu nedenle de kan emici diger boceklere gore hem
halk sagligi hem de ekonomik ve g¢evresel agidan ¢ok daha Onemli bir yere
sahiptirler. Diinya niifusunun yarisindan fazlasi sivrisineklerin vektorliik yaptig
hastaliklarla enfekte olma riskiyle karsi karsiyadir. Ornegin, sivrisineklerin
biyolojik vektorliigiinii yaptig1 en tehlikeli hastalik olan sitmanin, diinyada her y1l
500 milyon yeni olgusu ortaya ¢ikmakta ve ¢ogunlugu ¢ocuk yaklasik 2,5 milyon
insanin 6liimiine neden olmaktadir. Diinya niifusunun yaklasik % 20’si Anopheles
tiri sivrisineklerinin vektorliigiiyle yayilan Plasmodium’larin endemik oldugu
bolgelerde yagamaktadir. Sitma, halk saglig1 acisindan 6nemli bir endemik hastalik
olarak iilkemizde de yillarca etkisini siirdiirmiistiir. 1957 yilinda uygulanmaya
baglanan ulusal sitma miicadele programiyla sitma vakalarinda azalma
goriilmesine ragmen, 1990 ve 2000’li yillarda 6zellikle Giineydogu Anadolu
Projesi kapsamindaki Sanliurfa, Diyarbakir, Mardin ve Siirt illerinde sitma
vakalarinda tekrar artiglar olmustur (WHO, 2000a, b). 2005 yilindan baglayarak
sitma eradikasyon ¢alismalar1 daha kapsamli olarak uygulanmaya baglanmis ve bu
bolgelerimizden 2008 yilinda 166’s1 yerli, 49°u yurtdigi kaynakli toplam 215 sitma
vakas1 bildirilmistir (WHO, 2009). Ancak, yerli vaka sayilarinda son yillarda
onemli oranda azalma olsa da, yillardir hem resmi hem de 6zel kuruluslar
tarafindan sitma miicadele ¢aligmalar1 yapilmasina ragmen, sitma eradikasyonu
saglanamamistir. Ayrica, Glineydogu Anadolu bdlgesinden her yil binlerce tarim
is¢isinin yaptigi mevsimsel gog¢ hareketleriyle o6zellikle de, Akdeniz ve Ege
bolgelerimizde olasi bir sitma epidemisi riski de devam etmektedir.

Gerek insanlar agisindan 6nemli gerekse de tarimsal ya da hayvancilik agisindan
onemli olan vektorlerin kontroliindeki genel amag, vektoriin insan ve hayvan
barinaklarma girmesini Onlemek, vektoriin konakeilar: ile iligkisini kesmek ve
vektor populasyonlarmin kiigiilmesini saglamaktir. Son yillarda ozellikle de
sivrisinekler gibi vektor tirlerinin miicadelesinde gen teknolojilerinden



yararlanilarak yeni kusak miicadele yontemleri gelistirme g¢aligmalar1 yapiliyor
olsa da, giiniimiizde vektdr ya da zararli kontroliinde yaygin olarak fiziksel,
kimyasal, biyolojik ve kiiltirel miicadele olmak iizere dort temel yontem
kullanilmaktadir. ~ Sivrisineklerin ve vektorligiinii  yaptiklart  hastaliklarin
kontroliinde en iyi strateji ise zamansal ve mekansal olarak uygun olan tim
kontrol yontemlerini birlikte kullanabilmektir. Sitma gibi vektorel hastaliklarin
miicadelesinde elde edilecek olan basari oraninda ise sosyolojik, kiiltiirel ve
gevresel faktorler gibi bir¢ok faktor etkili olmakla birlikte, basar1 oranin1 dogrudan
etkileyen iki faktor vardir: ilki, miicadelesi yapilacak olan vektor tiirlerin tespitinin
dogru yapilmasidir. Ciinkii, ikiz tiirler olsalar bile, bircok vektor tiir biyolojik,
ekolojik ve davramigsal farkliliklar sergilemekte ve bu farkliliklar da belirli bir
bolgedeki vektdr miicadelesini etkilemektedir. Ikincisi ise tespiti yapilan tiir ya da
tiirlere kars1 yiiriitiilecek olan miicadelenin stratejisi ve miicadele de uygulanacak
olan yontemlerdir. Ulkemizde yapilmis olan sitma eradikasyon calismalar1 genel
olarak degerlendirildiginde, vektor kontroliine yonelik farkli diizeyde etki ve
mekanizmalara sahip birgok yontem uygulanmistir. Ancak, uygulama kolayligi,
etki hizinin yiiksekligi, sorunu kisa siirede ¢ozebilmesi, her ihtiya¢ duyuldugunda
kolay elde edilebilmesi ve yerel ¢oziimler saglamasi nedeniyle kimyasal insektisit
ya da pestisitler kullanmaya dayali vektor kontrolii daha yaygin bir yontem olarak
tercih edilmistir. Bu durumda, sitmanin kontroliinde vektor tiir tespitinin dogru
yapilmast ve miicadelede kullanilacak olan insektisitlere karst vektor tiirlin
duyarlilik ya da direng 6zelliklerinin bilinmesi 6nemli olmaktadir.

Vektér ya da zararlilarin kontrol ¢alismalarinda kimyasal ajanlarin kullanimi
milattan dncesine dayanmakla birlikte, modern organik sentetik pestisitlerin vektor
kontroliinde kullanilmalari, ilk kez iretildikleri 1940’1 yillardan baslayarak
1960’11 ve 1970’11 yillara kadar hizla artmistir. 1980°1i yillara gelindiginde en
yiiksek noktasina ulasan pestisit kullanimi, 1990°larin ikinci yarisindan itibaren ise
azalmaya baslamistir (Pedigo, 1996). Buna ragmen, son yillarda kullanilan pestisit
aktif madde sayist 1342 olup, bunlardan 1000°e yakini insektisit 6zelligi
tasimaktadir ve bu aktif maddelerden binlerce onaylanmis ticari formulasyon
retilmistir (Tomlin, 1997). Diger taraftan, kimyasal pestisitlerin yaygin ve
oldukea yiiksek oranda kullanimi, hedef organizmalarda yiiksek se¢ilim baskisi
olusturmaktadir. Buna bagli evrimsel siireglerin bir sonucu olarak da, zararl
populasyonlarinda  kullanilan kimyasallara karsi direng gelisimi ortaya
cikabilmektedir. Insektisit direncinde goriilen bu mikro-evrim her gecen yil birim



alanda daha fazla kimyasal kullanimma neden olmakta ve bu da hedef olmayan
tirler tizerinde olumsuz etkiye ve g¢evresel kirlenme gibi ciddi ekolojik
problemlere sebep olmaktadir (Cluck vd., 1990). Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
insektisit direncini “bir populasyondaki bireylerin ¢ogunu 6ldiirdiigii tespit edilen
zehirli bir maddenin belirli bir dozuna karsi, ayni tiiriin diger populasyonundaki
bireylerin tolerans kazanma yeteneginin gelismesi” seklinde tanimlamaktadir
(Brown, 1958). Bir zararli bocek populasyonuna karsi bir insektisit veya insektisit
grubunun uzun siire devamli olarak kullanilmasi halinde segilim veya mutasyon
yoluyla hedef boécek populasyonunda kullanilan insektisite karsi direng
gelisebilmektedir (Giray, 1977). Giiniimiizde 500’den fazla arthropod tiiriiniin bir
veya daha fazla insektisite kars1 direng gelistirdigi belirlenmistir (Plapp, 1984). Bu
tiirlerden yarisinin birden fazla insektiside karst direng gelistirdigi, bazilarinin ise
tim insektisit gruplarina kars1 direng gelistirdigi saptanmistir (Georghiou, 1986;
Floate, 2001). Boceklerin insektisitlere karsi gelistirdikleri direng mekanizmasi
cevresel degisimlere ve oOzellikle dikkate deger hizli segilime karsi gelisen
evrimsel adaptasyonlarm en iyi gostergesidir (Karunaratne, 1998). Bazi zararh
tiirleri i¢cin bilimsel olarak gecerli ve ekonomik olarak kabul edilebilen direng
yonetim programlarinin tasarlanmasi, karmagik ve zor bir is gibi goriinmektedir.
Direncin devam eden bir sorun oldugu ¢ogu zararl tiiriinde, ¢esitli direng yonetim
senaryolari ile direncin gelisim siirecini dogru bir sekilde 6nceden tespit etmemizi
saglayacak populasyon genetigi ve populasyon ekolojisi ile iligkili goreceli olarak
az bilgi vardir. Cogu durumda, diren¢ bazi alanlarda iyi ve yaygin bir sekilde
gelismedikge direng genetiginin spesifik detaylari ¢ok iyi anlagilamamaktadir.
Buna ek olarak hem gé¢ hem de populasyon biiylime &zellikleri direncin evrim
hizini etkilemektedir (Roush, 1989).

Insektisitlerin yaygin ve bilingsiz kullamimi sonucunda hedef organizmalarda
cesitli tiplerde diren¢ mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar: 6zel direng ya da yapisal
direng, davranigsal direng, fizyolojik direng ve capraz direngtir (Yu, 2008).
Piretroid grubu insektisitlere (Deltametrin, Permetrin gibi) karsi olusan direncin
onemli bir tipi bdcegin sinir sisteminin hassasiyetinde belirgin bir bigimde azalma
ile karakterize edilmektedir ve sadece piretroidlere degil ayrica benzer etki
mekanizmasia sahip organoklorlu insektisit grubuna (DDT gibi) da direng
gelistirmektedir. Bu mekanizma g¢apraz direng adini almaktadir ve ilk olarak DDT-
direngli karasineklerde (Musca domestica) tanimlanmistir ve “knock—down
resistance” ya da kdr adin1 almistir (Milani, 1954). Kdr direncine dayali insektisit



direnci bocek populasyonlarinda o&zellikle de sivrisineklerde oldukc¢a yaygin
olmasina ve bircok vektor tiriin Kontroliinde sorun olusturmasma karsilik
iilkemizde bu kapsaminda sivrisinekler i¢in sadece tek bir molekiiler ¢aligma
yapilmistir. Adana bolgesinden Orneklenen ve WHO’nun standart insektisit
testleriyle piretroid direngli olduklari tespit edilen, kdr direnci ile ilgili gen bolgesi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemiyle cogaltilan 12 An. sacharovi
Orneginin 4 tanesinin, Afrika sitma vektorii Anopheles gambiae tiiriindeki kdr
alleline analog bant olusturdugu tespit edilmistir (Liileyap vd., 2002). Ulkemizde
sivrisineklerin insektisit diren¢ durumunun tespitine ve direncin biyokimyasal
mekanizmalarimin belirlenmesine yonelik yapilan diger bir caligmada da, Trakya
Bolgesi Anopheles maculipennis kompleksi populasyonlarinda direng olusumunun
genel esterazlardan ve glutatyon S-transferaz (GST)’lardan kaynaklandigi
gosterilmistir (Caglar ve Skavdis, 2008; Akiner vd., 2011). Gilinlimiizde, insektisit
direncinin vektor boceklerin kontroliinii etkileyen 6nemli bir faktdr oldugu iyi
bilinmektedir. Bu nedenle, zararli bocek populasyonlarinda insektisitlere karsi
olugsan direncin genetik oOzelliklerinin aragtirilarak, diren¢ mekanizmalarinin
belirlenmesi ve bu bilgilere dayanarak da populasyonlarin direng durumlarinin
aciklanabilmesi Onemlidir. Bu dogrultuda planlanan Yiiksek Lisans Tez
caligmasinda, iilkemizin Akdeniz ve Ege bolgelerinin Burdur, Isparta, Mugla,
Aydin ve Izmir illeri kapsaminda belirlenen bes lokalitede Anopheles
maculipennis kompleksi tiirlerine ait populasyonlardan o6rnekleme c¢alismalari
yaptlmigtir.  Orneklenen populasyonlarm  DDT, Deltametrin ve Permetrin
insektisitlerine karsi insektisit diren¢ diizeyleri WHO’nun standart test
yontemlerine gore belirlenmistir. Direng diizeyi belirlenen her bir populasyonda,
kdr ve Ace-1 mutasyonlarina dayali olarak, insektisit direngli bireylerin olup
olmadiginin tespiti i¢cin molekiiler yontemlerle analizler yapilmistir. Boylece,
arastirma  bolgelerindeki ~ Anopheles  maculipennis  kompleksi tiirlerinin
populasyonlarinda hem DDT, Deltametrin ve Permetrin insektisitlerine karsi
insektisit direncinin mevcut durumunu hakkinda hem de insektisit direncini
saglayabilen kdr ve Ace-1 mutasyonlarina dayali mekanizmalar kapsaminda
yararli olabilecek veriler elde edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. insektisit Direnci

Insektisitler, 5nemli hastaliklara vektorliik yapan sivrisinek, tatarcik, pire, bit, cece
sinegi gibi boceklerin kontroliinde 6nemli bir rol oynarlar (Hemingway ve Ranson,
2000). Giiniimiize kadar gelen siirecte organoklorlu, organofosforlu, karbamath ve
piretroid olmak iizere dort ana smifa déhil pek cok sentetik insektisit tiretimi
devam etmis ve kullanimi siiregelmistir (Floate, 2001). 1940’larda baslayan
modern sentetik zehirlerin iiretimiyle, pestisit kullanimi 1960 ve 1970’li yillarda
hizla artmigtir. Ozellikle de, zamansal, mekansal ve miktar agisindan uygun
olmayan sekillerde insektisitlerin yillarca yaygin ve yogun kullanimi, giiniimiizde
zararli boceklerin miicadelesinde en ciddi sorunlardan biri olarak kabul edilen
boceklerde insektisitlere karsi direng gelisimine neden olmustur. Insektisit direnci,
bocek populasyonlarinda olusan rastgele mutasyonlara bagli olarak kazandiklar
ozelliklerle az sayidaki bireyin 6ldiiriicii insektisit dozlarina ragmen, sag kalmasini
saglayan oncii bir adaptasyon olarak tanimlanmaktadir (Kuyucu, 2007). insektisit
direnci, temel evrimsel siirecler sonucu meydana gelmektedir ve genetik kdkenli
olmas1 sebebiyle sonraki kusaklara da aktarilmaktadir. (Georghiou, 1986). Direng
hizlandirilmis evrim olarak da tanimlanabilmektedir. Dogal habitatlarinda canli
populasyonlar1 cesitli ¢evresel kosullarin olusturdugu secilim baskist altinda
varliklarint siirdiiriirler. Sonugta ortamdaki yeni yapay secilim kaynagia gore
zararli populasyonlarinin allel frekansanlar1 degisim gosterecek ve pestisitlere
kars1 daha direngli fenotipik yapiy1 olusturan genotiplerin (allelerin) populasyon
ici frekanslar artacaktir (Kuyucu, 2007).

Boceklerde insektisit direnci ilk olarak 1946 yilinda, Musca domestica’da
bildirilmis ve bu canlinin giiniimiize kadar gelen siirecte tiim sentetik insektisitere
kars1 direng gelistirdigi tespit edilmistir (Keiding, 1999). II. Diinya Savasi’ndan
sonra sentetik kimyasallarin hizla {iretilmesine paralel olarak insektisit ya da diger
pestisitlere karsi direng gelisimi artmis ve yayginlasmistir (Kence, 1988). Bu
durumun sonucunda da vektor canlilar disinda diger birgok organizmada sentetik
insektisitlere kars1 direng gelisimi ortaya ¢ikmistir. Georghiou ve Lagunes—Tejeda,
(1991)’a gore, 504 bocek ve kene tiirlinde (% 69 tarim zararlisi, % 38 halk saghgi
ve hayvan zararlisi, % 3 faydali tiir), 100 bitki patojeninde, 28 zararli ot tiiriinde, 2

nematod ve 5 memeli tiiriinde uygulanan insektisitlere karsi direng gelismistir.



Onemli halk saghigi sorunlarina neden olan vektdr bdcek populasyonlarindaki
insektisit direncinin miicadele ¢aligmalarinin insektisitlerin uygulanma sikliklaria
ve miktarma bagl olarak degistigi bilinmektedir. Ancak, insektisit direncinin
beklenildigi sekilde hizla gelismedigi vektor bocek tiirleri de vardir. Ornegin;
Glossina palpalis (Cege sinegi) ile miicadelede DDT ile spreyleme genis ¢apli
kullanilmasina ragmen bu tiirde DDT direnci hi¢gbir zaman gelismemistir. Bagka
bir 6rnek olarak Rhodnius (Hemiptera: Reduviidae) cinsinin pek c¢ok tiiriinde de
insektisitlere karsi gelisen direng ya ¢ok azdir ya da hig¢ yoktur. Her iki durumda
da insektisit direng gelisimini etkileyen ana faktor, boceklerin yasam dongiisii
Ozellikleridir. Triatomidler (Rhodnius)’in uzun yagam dongiisiiniin olmasi, ¢ege
sinekleri’nin de oldukca az sayida yumurta ile az sayida larva olusturabilmeleri
insektisit direncinin gelismemesinde Onemli etkenlerdir. Bunun tam aksine
sivrisinekler kisa yasam dongiileri ve oldukca fazla sayida kusak olusturmalari
sebebiyle direnc gelisimi i¢in tiim karakteristik 6zelliklere sahiptirler (Hemingway
ve Ranson, 2000). Bu nedenle, 100’den fazla sivrisinek tiiriinde bir ya da daha
fazla insektisite kars1 direng gelisimi belirlenmistir (WHO, 1992).

2.2. Insektisit Direncinin Cesitleri

Boceklerde ya da vektor boceklerde genel olarak dort farkli insektisit direnci
siklikla tespit edilmektedir: (1) Vigor toleransi, (2) Davranis direnci, (3) Fizyolojik
(metabolik) direng ve (4) Capraz direnctir (Yu, 2008).

2.2.1. Vigor Toleransi

Ozel bir direng genine sahip olmaksizin, kullanmlan insektisidin populasyon
iizerindeki baskisinin artmasina bagli olarak direncin artmasidir. Bu durum, kalin
kutikula, biiyiik viicutluluk, artan yag orani gibi mevsimsel varyasyonlar sonucu
olabilmektedir ve bu mekanizmanin canliya daha fazla oranda diren¢ saglama
islevi oldugu distiniilmektedir.

2.2.2. Davrams Direnci

Genellikle hedef organizmanin davranig  Ozellikleriyle —insektisitlerden
kaginmalaridir. Bu direng tipinde 6nemli olan, irritantlara, kullanilan kimyasallara
kars1 gosterilen tepkiyle uzak kalma, temas siiresini azaltma gibi davranigsal
ozelliklerin ortaya ¢ikmasidir (Georghiou, 1986; Caglar ve Skavdis, 2008).



2.2.3. Fizyolojik Direng

Insektisitlerin  toksik etkilerinin bdcegin enzimleriyle azaltilarak ortadan
kaldirmasiyla, hedef bolgesinin diizenlenmesi veya insektisitin yag dokuda
depolanmasiyla ortaya ¢ikan direng seklidir (Caglar ve Skavdis, 2008). En 6nemli
diren¢ mekanizmalarindan biri olup, biiylik oranda sentetik insektisitlerin ya da
pestisitlerin yaygin kullanimi ile ortaya ¢ikmaktadir (Cakir ve Yamanel, 2005).

2.2.4. Capraz Direnc¢

Bir grup insektiside karsi secilime ugramis bdcek populasyonlarmin direngli
soylarinin sahip oldugu diren¢ mekanizmalariyla, bu gruptan diger insektisitlere ve
hatta farkli gruptan insektisitlere karsi da direngli olma ya da direng

gelistirmeleridir.
2.3. insektisit Diren¢ Mekanizmalari

Bocek populasyonlariin, dzellikle de devamli olarak insektisit secilim baskisi
altinda bulunan vektor ya da tarim zararlis1 bocek populasyonlarinin pek cogunda
insektisitlere karsi direng gelisimi olmasina karsin, insektisit direng mekanizmalari
oldukga azdir. Farkli mekanizmalarin mevcut olmasinda, bocek populasyonunun
insektisite maruz kalma sekli ve etkilesim bi¢imi belirleyici olsa da, temel olarak
insektisitlere karsi direng gelisimini saglayan {i¢ mekanizma yaygin olarak
bilinmektedir: 1) Insektisitin viicut icerisine girisinin azaltilmas: (kutikiiler direng),
2) Esteraz, karisik oksidazlar, glutatyon S-transferaz (GST) gibi enzimler ile
insektisit metabolizasyonunun hizlandirilarak detoksifikasyonun saglanmasi, 3)
Insektisit ~ hedef  bolgesinin  duyarliigmin  degistirilmesini  saglayan
mekanizmalardir (Mutero vd., 1994). Insektisit direncinde siklikla karsilagilan bu
i temel mekanizma da genetik-biyokimyasal temelde islemektedir ve pek ¢ok
diren¢ durumunda birbirleriyle baglantili olarak bir mekanizmanin diger
mekanizmay1 indiikledigi ana bir mekanizmasinin paralelinde ¢oklu direng olarak
bilinen durumun olustugu gortilmektedir (Gressel, 1986; Cygler vd., 1993; Caglar
ve Skavdis, 2008). Genetik-biyokimyasal temelde isleyen insektisit direng
mekanizmalarindan hedef  bolge mekanizmalariyla, detoksifikasyon
mekanizmalari ¢ok Onemlidir. Pek ¢ok boécek populasyonunda belirlenen bu
insektisit direng mekanizmalarindan hangilerinin bocek populasyonunda insektisit

direncini sagladiginin bilinmesi, alternatif insektisitlerin se¢imini kolaylastirir,



diren¢li populasyon bolgelerinin detayli haritalanmasina imkén saglar ve capraz

diren¢ spektrumunu belirlemeye yardim eder (Cygler vd., 1993).
2.3.1. Hedef Bolge Diren¢ Mekanizmalari

Hedef bolge diren¢ mekanizmalarinda, sinir sistemindeki gesitli diizenlemelerle
insektisitlerin organizmadaki hedef bolgelerine baglanmasi engellenmektedir.
Yapisal genlerindeki degisimsiz mutasyonlar hedef bolge direng mekanizmasiyla
insektisit direncinin olugsmasini saglayan en 6nemli etkendir. Bu degisikliklerin
oldukca spesifik olmasi gereklidir, bu sebeple biiyiik cogunlugu hedef bdlgenin
protein dizisindeki tek bir amino asit yer degisimi ile gergeklesmektedir. Meydana
gelen amino asit degisimi hedef bolgenin temel fonksiyonunda herhangi bir kayba
sebep olmadan insektisidin baglanmasini azaltmaktadir. Bu nedenle meydana
gelebilecek amino asit yer degisimleri ¢ok sinirli oldugundan direngle iligkili
benzer mutasyonlar genellikle olduk¢a farkli taksonlarda bulunmaktadir
(Hemingway ve Ranson, 2000).

Bu kapsamda insektisit direncini saglayan {i¢ hedef bolge mekanizmasi 6nemlidir:
1. Asetilkolinesteraz degisimi (Asetilkolinesterazlar)

2. DDT ve piretroidlere karsi ndron duyarliligininda azalma (Sodyum kanallari)

3. Klorlanmig siklodienlere karsi néron duyarliligininda azalma (Gama Amino
Butirik Asit reseptorleri)

Boceklerdeki sodyum kanali ve Gama Amino Butirik Asit (GABA) kanal
genlerinin dizileri kopyalanmus, direngli ve hassas boceklerde karsilagtirilmigtir.
Asetilkolinesteraz enzimi (AChE) temelli direng Drosophila’da agiklanmistir fakat
bu mekanizmanin sivrisineklerde molekiiler diizeyde kanitlanmasi daha zorlu bir

stirectir (Fournier vd., 1993).
2.3.1.1. Asetilkolinesterazin degistirilmesi

Asetilkolinesteraz enzimi, merkezi ve periferal, kolinerjik ve adrenerjik sinir ve
kas dokusunda, eritrositlerde ve plasental dokuda yaygin olarak bulunmaktadir.
AChE, post-sinaptik sinir membranindaki uyarici bir ndrotransmitter olan
asetilkolini  hidrolizleyen oOzellesmemis bir enzimdir. Asetilkolin sinir
impulslarinin  sinapslardan gecisini kolaylastiran, organofosforlu ve karbamat
grubu insektisitlerin  sinir  sinapsislerindeki hedef bolgesini olusturan
norotransmitter bir maddedir (Yorulmaz ve Ay, 2010). Bu mekanizmanin
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metabolik dirence eslik ettigi ve diger mekanizmalarla birlikte yliksek direng

olusumuna katk1 sagladigi disiiniilmektedir.

Karbamat ve organofosfat grubu insektisitlere karsi gelisen insektisit direnci
olduk¢a yaygin bir diren¢ mekanizmasi olan duyarsiz AChE ile saglanmaktadir
(Fournier ve Mutero, 1994). Insektisitler, kolinerjik sinapslarda AChE’nin geri
doniisiimsiiz olarak inhibisyonuyla sinir impuslarinimn iletimini engellemekte, bu da
bdcegin Oliimiine neden olmaktadir (Ahoua Alou vd., 2010). Sivrisineklerdeki
Ace—1 geni sinir sistemindeki AChEL (Asetilkolinesteraz enzimi)’i kodlamaktadir
(Weill vd., 2002). Ace-1 genindeki Ace—1R ya da Ace—1" mutasyonu olarak
adlandirilan tek bir nokta mutasyonu bu diren¢ mekanizmasmi meydana
getirmektedir. Bu mutasyon ile AChE’nin 119. amino asit pozisyonda Glisin’in
Serin’e doniigimi (G119S, GGT— AGC) gerceklesmekte ve karbamat ve
organofosfat grubu insektisitlere capraz diren¢ olusumuna sebep olmaktadir (Alout
vd., 2008, Ahoua Alou vd., 2010). G119S mutasyonu ¢esitli Sivrisinek tiirlerinde
AChE’nin duyarsizhigindan sorumludur (Weill vd., 2004a) ve Giiney Fransa’daki
Culex pipiens’in dogal populasyonlarinda olduk¢a kapsamli sekilde ¢alisilmistir
(Raymond vd., 2001; Labbe vd., 2007). Ayrica, G119S mutasyonu Afrika’daki
ana sitma vektorii olan An. gambiae s.s.’un da dahil oldugu ¢ok sayida sivrisinek
tiiriinde birbirlerinden bagimsiz olarak tanimlanmistir (Weill vd., 2003, Bourquet
vd., 2004 Weill vd., 2004b, Djogbenou vd., 2008). Anopheles cinsi i¢inde de An.
albimanus (Ayad ve Georghiou, 1975), An. atroparvus ve An. sacharovi
tiirlerinde belirlenmistir (N’guessan vd., 2003). Cesitli direncli tiirlerin gosterdigi
AChE’deki duyarsizlik olduk¢a degiskendir; ¢ilinkii bir ¢ok farklt mutasyon direng
gelisimini  saglayabilmekte ve farkli genler AChE’nin hedef bdlgesini
kodlayabilmektedir (Weill vd., 2003). Drosophila’da bu durum oldukc¢a basittir
¢linkli genomunda sadece tek bir Ace geni (Ace—2) bulunmaktadir. Diger bocek
tirlerinde (Aphis gossypii, Nephotettix cincticeps, Helicoverpa armigera), bazi
Diptera tiirlerinde (Cx. tritaeniorynchus, Cx. pipiens), Drosophila’daki Ace—2
genine es olan gen, direng ile iligkili degildir (Malcolm vd., 1998; Menozzi, 2000;
Tomita vd., 2000; Mori vd., 2001; Ren vd., 2002). Baska bir Ace geni (Ace-1)’nin
An. gambiae ve Cx. pipiens 'in direngli soylarinda AChE duyarsizligindan sorumlu
oldugu gosterilmistir (Weill vd., 2002, 2003). Bu iki Ace geninin varliginin,
Artropodlarin ortaya ¢ikmasindan daha 6nce meydana gelen bir duplikasyondan
kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ancak, Ace—1 geni olan tiirlerde neden Ace—2’nin
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var oldugu ve bu genin fonksiyonunun ne oldugu bilinmemektedir (Weill vd.,
2004b).

Lileyap ve Kasap (2000), yaptiklar1 iki basamakli c¢alismada insektisit
uygulamasinin yogun oldugu Tabaklar ve Herekli koyleri ile nispeten daha az
insektisit kullanilan Menekse koylerinden toplanan An. sacharovi disileriyle ve
An. sacharovi’nin laboratuvar kolonisi disileriyle hem insektisit duyarlilik testleri
hem de AChE ve GST enzimleri ile ilgili ¢alismalar yapmuslardir. Caligilan
enzimlerde saptanan aktivite degerlerinin, direngli orneklerde duyarlilara gore
daha ytiksek oldugu, gonoaktif donemdeki Ornekler de, yaglanmis sezondaki
orneklere gore daha yiiksek oldugu ve yogun insektisit kullanilan lokalitelerdeki
enzim aktivitesinin insektisitlerin az ya da hi¢ kullanilmadigi lokalitelere gore
daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Hassasiyet test sonuglari ve enzim
aktiviteleri arasinda yiiksek uyumluluk bulunmustur.

Ahoua Alou vd. (2010) Fildisi Sahili'ndeki Anopheles gambiae
populasyonlarindaki duyarsiz AChE mekanizmasinin cografik yayilimmi ve buna
bagl karbamat ve organofosfat grubu insektisitlere karst gelisen direng diizeyini
aragtirmiglardir. Yaptiklar1 denemelerle An. gambiae s.s.’nun test edilen tiim
populasyonlarinin karbamat grubu insektisitlere direng gelistirdigini, ek olarak 2’si
hari¢ (Toumadi ve Tiassale) test ettikleri 6 populasyonda organofosfatlara karsi
direng gelistigini gostermislerdir. An. gambiae tiiriiniin molekiller M ve S
formlariyla yapilan ¢caligmalarda, hem M hem de S formlarinda siklig1 % 30.9-35.2
arasinda degisen oranlarda GI119S mutasyonu ve buna bagl duyarsiz
asetilkolinesteraz (AChE1) fenotipleri tespit edilmistir. Benzer sekilde, Djogbénou
ve arkadaglar1 (2010), laboratuvar kosularinda Anopheles gambiae’nin 2 farkli
soyunun Ace—1 gen lokusu ve G119S mutasyonunun var olup olmamasi agisindan
homozigotluk durumunda degisiklik gosterdigini bulmuslardir.

Bagkurt vd. (2010) Ege ve Orta Anadolu’da 16 farkli lokaliteden topladiklari
karasinek orneklerinden elde ettikleri Ace-1 geninde, 3 amino asit pozisyonunda
13 farkli kombinasyon meydana geldigini gostermislerdir. Ancak, arastirmacilarin
elde ettikleri veriler degisken olup, molekiiler analizleri yapilan karasineklerin
direng fenotipleri ile molekiiler genetik gecmisleri arasinda kesin bir iligki
bulunmamustir. Molekiiler ve biyokimyasal seviyede bu ¢alisma kapsaminda elde
edilen veriler sahada / arazide direng gelisimi ve yonetimi ile ilgili ciddi kontrol
problemleri oldugunu gostermektedir.
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2.3.1.2. DDT ve piretroidlere karsi noron duyarhhgnin azaltilmasi

Bocek sinir sisteminin para voltaj—duyarli sodyum kanali (Na,) ilk olarak
1980’lerin sonunda Drosophila melanogaster 'dan izole edilmis ve kanalin 2108
amino asit igerdigi Dbelirlenmistir. Bu nedenle, adim1 Drosophila’nin X
kromozomunun para lokusu igindeki yerlesiminden almistir (Loughney vd.,
1989). Drosophila’daki Na, kanalinin yapisal ve fonksiyonel olarak memeli Na,
kanalinin o—alt iinitesine homolog oldugu bulunmustur. o-alt initesini
bigimlendiren por, her biri 6 adet transmembran sarmal segmentinden (S1-S6)
meydana gelmistir (Catterall, 2000). Akson zari ile birlikte S5 ve S6 segmentleri
merkezi bir iyon iletici poru meydana getirirken, S1 ve S4 segmentleri kanalin
“voltaj—duyarli” kismin1 olusturmaktadirlar (Sekil 2.1). Voltaj duyarli sodyum
kanali proteinleri sinir hiicrelerinin zarlarinda bulunmakta ve sodyum iyonlarinin
iletiminden ve zar potansiyelindeki degisikliklere cevap olarak acilip
kapanmasindan sorumludurlar. Bu kanallarin diizgiin islevi sinir impulslarinin
normal iletimi igin gereklidir. Insektisitlerin baglanmasi sonucu bozulan bu isleyis
sonucu boceklerde paraliz ve 6lim meydana gelmektedir. Voltaj duyarli sodyum
kanal1 genlerindeki proteinlerin amino asit dizilimini degistiren ¢cok sayida kalitsal
nokta mutasyonunun bir ¢ok tarimsal zararlida ve hastalik vektorlerinde DDT ve
piretroid grubu insektisitlere karsi direng gelisimini sagladigi gosterilmistir
(Davies vd., 2007; Dong, 2007).

V410M MO16T L8251 Te28I L832F L1014F

Sekil 2.1. Voltaj duyarli sodyum kanali (kdr ve siiper kdr insektisit direnci ile

iliskili olan baz1 mutasyonlarin yeri ve adlar1 * ile gésterilmistir, Davies vd.,
2008).



13

DDT ve piretroid grubu insektisitlere karsi gelisen bu direncin temelinde, bu
insektisitlerin hedef bolgesi olan voltaj duyarli sodyum kanal geninin (Vsscl)
iriinii olan kanal proteininin amino asit dizisinde degisimlere neden olan
mutasyonlar bulunmaktadir (Cizelge 2.1). Kdr olarak bilinen bu tip direng pek ¢ok
bocek tiirtinde gosterilmistir. Kdr ile ilgili ¢alismalarin gogunda model organizma
olarak karasinek (Musca domestica) tercih edilmistir (Soderlund ve Knipple,
1999). Karasinekte kdr direnci ilk olarak 1951 yilinda tanimlanmis ve bunun
DDT’nin ilkin paralitik etkisine kars1 oldugu goriilmiistiir (Busvine, 1951, Milani
1954). Aksonal sodyum kanalinin insektisit baglanma bolgesinde tek bir amino
asit degisikligi kdr mutasyonuna bu da DDT ve piretroidlere g¢apraz direng
gelisimine yol agmaktadir (Soderlund ve Bloomquist, 1990; Miyazaki vd., 1996;
Willliamson vd., 1996; Soderlund, 1997, Cakir ve Yamanel, 2005). DDT ve
piretroidlerin etkilerini sinir sisteminin voltaj duyarli sodyum kanallarinin
fonksiyonunu degistirerek gosterdikleri bilinmektedir (Sattelle ve Yamamoto,
1988; Bloomquist, 1993; Soderlund, 1995; Narahashi, 1996). Bu insektisitler
kanalin kapilama kinetiklerini degistirerek inaktivasyonun yavaslamasina ve
dolayisi1 ile memran depolarizasyonu ile iliskili olan sodyum akisinin devam
ettirilmesine sebep olmaktadirlar. Bu da aksiyon potansiyelinin kontrol
edilememesine, kontrolsiiz patlamalara ve 6liime sebep olmaktadir. Bu yiizden,
kdr direncinin altinda yatan mekanizmayi anlama c¢alismalar1 oncelikle voltaj
duyarli sodyum kanallarinin farmakolojisi ya da ekspresyonlarinin degisikliklerine
dayali olarak yapilmistir (Soderlund ve Bloomquist, 1990; Bloomquist, 1993;
Soderlund, 1997, Soderlund ve Knipple, 1999).

Karasineklerle yapilan daha sonraki calismalarda, Vsccl genindeki iki nokta
mutasyonunun kdr direncine sebep oldugu belirlenmis ve bu genin kismi ve tam
dizilerinin karsilagtirillmas1 ile duyarh, kdr’li ve sitiper—kdr’li fenotipler
belirlenmistir (Famham vd., 1987; Ingles vd., 1996; Williamson vd., 1996). Kdr ve
stiper-kdr fenotiplerinde belirlenen iki nokta mutasyonundan ilki 1014. amino asit
pozisyonundaki Losin’in Fenilalanin’e degisimini saglayan mutasyondur ve bu
mutasyon hem kdr, hem de siiper—kdr fenotiplerinde bulunmaktadir. Ikincisi ise
918. amino asit pozisyonundaki Metionin’in Treonin’e doniismesine sebep olan
mutasyondur ve sadece siiper—kdr fenotipine sahip soylarda goriilmektedir (Ingles
vd., 1996). Karasineklerde Losin-Fenilalanin degisimi belirlenmisken, ayni
noktada Heliothis virescens’te Losin—Histidin degisimi, Cin’deki Culex pipiens
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soylart ile Kenya’daki Anopheles gambiae soylarinda Losin—Serin degisimi
belirlenmistir (Soderlund ve Knipple, 1999).

Cizelge 2.1. Boceklerde voltaj duyarli sodyum kanallarinda degisimlere neden
olan nokta mutasyonlari

L1014F+D59G+E435K+C785R
+P1999L°

Tiirler Tanmimlanmis mutasyonlar | Kaynaklar
L1014F Martinez—Torres vd.,
Anopheles gambiae L1014S (1998)
Ranson vd., (2000)
Bemisia tabaci M918V; L925I Morin vd. (2002)
Blattella germanica L1014F"; Miyazaki vd. (1996);

Dong, (1997);
Liu vd. (2000)

Boophilus microplus

F1538I

He vd., (1999)

Culex pipiens

L1014F; L1014S

Martinez—Torres vd.
(1999a)

D. melanogaster

1253N; A1410V; A1494V,
M1524I

Pittendrigh vd., (1997)

Helicoverpa armigera

D1549V + E1533G

Head vd. (1998)

Heliothis virescens L1014H Park ve Taylor, (1997)
V410M Park vd., (1997)
D1549V + E1533G Head vd., (1998)

L. decemlineata L1014F Lee vd., (1996)

Musca domestica

L1014F; L1014F+M918T

Ingles vd. (1996b);
Miyazaki vd., (1996)
Williamson vd. (1996)

Myzus persicae

L1014F

Martinez—Torres vd.,
(1999b)

Pediculus capitis

T9291 + L932F

Lee vd., (2000b)

Plutella xylostella

L1014F +T929I

Schuler vd., (1998)

Hematobia irritans

L1014F + M918T

Guerrero vd., (1997)

Kdr, DDT ve piretroid insektisitlerine karsi sinir duyarsizligi saglayan bir hedef —
bolge direng mekanizmasidir. Musca domestica’da para-tip sodyum kanal geninin
molekiiler olarak ¢ogaltilmasi sonucu kdr ve siiper-kdr direng fenotipleri ile iliskili
iki amino asit mutasyonu bulunmustur. Bu mutasyonlarin diger bocek tiirlerinde
de mevcut olup olmadigini belirlemek igin Martinez—Torres vd. (1997) sodyum
kanalinin Domain II bdlgesinden korunmus dizileri temel alarak dejenere
primerler dizayn etmisler ve elde ettikleri bu primerleri, 4 farkli bocek takimindan
8 bocek tiiriiniin insektisit—duyarli soylarinda Domain II bolgesinin PZR ile
cogaltilmasinda kullanmiglardir. Primerler her bir bocek tiiriiniin para—tip sodyum

kanali dizisi ile % 85 oraninda amino asit uyumu gostermistir. Direncin molekiiler
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temelini arastirmak i¢in, karasinegin para—tip sodyum kanal geninin 6.3 kb’lik
tim kodlama dizisini kopyalayarak duyarl, kdr’li, siper—kdr’li soylarin
karsilagtirmali dizileme c¢aligmalarini gergeklestirmislerdir. Karasinekle yapilan
caligmalardan elde edilen tiim dizilerin kdr ve siper—kdr direng fenotipleri ile
iliskili olan pozisyonlarda “duyarli” L&sin ve Metiyonin dizilerini igerdigini
gostermislerdir.

Martinez—Torres vd. (1998) Afrika’da sitmanin en 6nemli vektorii olan Anopheles
gambiae s.s’da piretroid direncini belirlemeye yonelik yaptiklart molekiiler
caligmalarla, piretroid direncinin olusmasiyla ilgili 6nemli bir mekanizma olan
voltaj duyarli sodyum kanal proteinlerindeki bir modifikasyon ile para-tip
sodyum kanal genleri arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmiglardir. An. gambiae s.s’nin
piretroid direngli olan Ornekleriyle yaptiklart caligmada sivrisineklerin
genomundan PZR-temelli diagnostik bir test yontemini kullanarak arastirma
bolgesinden elde edilen 7 An. gambiae s.s 0Orneginin 6 tanesinde direng
mutasyonunu bulmuslardir. Bu test ile dogal sivrisinek populasyonlarinda
heterozigot durumda bile, kdr—benzeri allellerin hizli bir sekilde tanimlanmasi
gergeklestirilmistir.

Williamson vd. (2003) Drosophila’nin para sodyum kanalinin ilgili bélimiiyle
%99 oraninda amino asit benzerligi gosteren Msc olarak adlandirilan karasinek
sodyum kanal geninin ilgili kismini igeren cDNA kopyalarmin gogaltmislardir.
Bocek DNA’sindan Sourthern Blot yontemini kullanarak, duyarli, kdr’li ve siiper-
k dr’li karasinek soylarinda Msc lokusundaki polimorfizmleri belirlemisler ve
direng ile polimorfizmler arasinda sik1 baglanti oldugunu, bunun da sodyum kanali
ile yakindan iliskili oldugunu géstermislerdir.

Kazanidou vd. (2009) voltaj duyarli sodyum kanali ve Ace—1 genindeki 5 niikleotit
polimorfizmini es zamanli belirleyebilmek i¢in yeni bir multipleks PIRA-PZR
methodu gelistirmiglerdir. Yontem kdr ve Ace-1 lokusunu es zamanlt
genotiplemek igin tek basamakli bir PZR reaksiyonunu, bunu takiben
gergeklestirilen 2 restriksiyon kesim reaksiyonunu ve agaroz jel elektroforeziyle
goriintiilemeyi kapsamaktadir. Iki primer seti multipleks PZR reaksiyonu igin
birlestirilmistir. Tk primer seti Ace-1 genini kismi olarak cogaltmakta ve Alu-1
enzimi ile kesim sonrasi elde edilen bant biiyiikliigii ve sayisina gore direngli ve
duyarl allellere sahip bireyler belirlenebilmektedir. Ikinci primer seti kdr lokusuna
ait kismu ¢ogaltmaktadir, ¢ogaltilan DNA’nin enzimlerle kesimi sonucu 3 tip kdr
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allelinin belirlenmesini saglamaktadir. Gelistirdikleri bu yontem 6nemli bir sitma
vektorii olan An. gambiae’de insektisit direnci ile iliskili olan iki lokusun es

zamanl belirlenmesini saglayan ilk yontemdir.

Syafruddin vd. (2010) Endonezya’nin ¢esitli bolgelerinden Yyakalanan 95
Anopheles 6rnegini kullanarak, voltaj duyarli sodyum kanali geninin mutasyonla
ilgili kismmna ait dizileri elde etmisler ve kdr allelinin varyasyonunu
belirlemiglerdir. Caligma alani iginde yer alan bolgelerden sadece, Giiney
Lampung bolgesindeki An. sundaicus, An. acanitus, An. subpictus ve An. vagus
tiirlerinde 1014F allelinin varlig1 gosterilmistir.

2.3.1.3. Klorlanmus siklodienlere karsi néron duyarhh@imin azaltilmasi

GABA reseptorleri, nikotinik asetilkolin  reseptorlerini  de  kapsayan
ndrotransmitter reseptorlerine ait siiper ailede yer alan reseptdrlerdir. GABA,
merkezi sinir sisteminde sinaptik kopriilerde birincil ndrotransmitter inhibitoriidiir
(Hemingway ve Ranson, 2000). Klorlanmis siklodienler GABA inhibitér etkisini
engelleyerek oliime sebep olmaktadir. Hedef bolgedeki degisiklikler sebebiyle
siklodienlere kars1 gelisen direng Drosophila’da (ffrench-Constant & Roush, 1991;
Steichen ve ffrench-Constant, 1994), Ae. aegypti’de (Thompson vd., 1993),
Blattella germanica’da (Kadous vd., 1983), Tribolium castaneum’da (Lin vd.,
1993; Andreev vd., 1994), Musca domestica’da (Anthony vd., 1991) ve Bemisia
tabaci’de (Anthony vd., 1995) gosterilmistir. GABA-reseptor kloriir iyon kanal
protein geni kopyalanmis ve insektisit duyarli D. melanogaster soylariyla yapilan
caligmalarla (ffrench-Constant vd., 1991) dizisi ¢ikartilmistir. Kanalda meydana
gelen bir mutasyon ile ortaya ¢ikan tek bir amino asit yer degisiminin (Alanin —
Serin) duyarli ve direngli soylar arasindaki tek belirgin fark oldugu gosterilmigtir
(ffrench-Constant vd., 1993b). Bocek GABA reseptorii avermektin ve siklodien
gibi piretroidlerin de etki yeri olarak gosterilmektedir (Hemingway ve Ranson,
2000).

2.3.2. Detoksifikasyon / Metabolik Diren¢ Mekanizmalari

Bu diren¢ mekanizmasi insektisitleri hedef bélgelerine ulasmadan metabolize eden
ya da ayiran enzimleri igcermektedir. Ana ksenobiyotik metabolizmasi enzimlerini
kodlayan genlerin asir1 ekspresyonu sivrisineklerdeki insektisit direncinin en

yaygin sebebidir. Insektisitlerin hedef bolgeye ulasmadan parcalanmasi esasina
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dayanan bu mekanizmada insektisitlerin ya metabolizasyon hizlarinin arttilmasi,
ya da daha az toksik olan &ncii bilesiklere doniistiiriilmesi gozlenir. Insektisit
metabolizasyonunun arttirilmasi da; ya farkli enzim formlarinin bulunusu ya da
duyarli bireylerde az bulunan enzim miktarimin attirilmas: seklinde olur
(Hemingway ve Ranson, 2000).

Organoklorlu, organofosfatli, karbamat ve piretroid grubu insektisitlere karsi
metabolik olarak direngten sorumlu 3 ana enzim grubu bulunmaktadir. Bunlar;
Esterazlar, GST’ler ve Monooksijenaz’lardir (Hemingway and Ranson 2000).
Esteraz enzimleri feromen ve hormon metabolizmasi, sindirim sistemi ve sinir
iletimi, insektisitlere diren¢ gibi bir¢ok mekanizmada rol oynamaktadir (Yorulmaz
ve Ay, 2010). Organofosfat grubu insektisitler fosforik asit esterleridir ve bu
mekanizma organofosfatlara karsi olan ana mekanizma olarak gosterilmektedir
(Karunaratne, 1998). Organofosfatli insektisitlerin esterazlarin inhibit6rii oldugu
bilinmektedir (Cakir ve Yamanel, 2005). Gen amplifikasyonu ile miktarlarini
arttirarak direng olusumuna yol agmaktadirlar (Akiner, 2009). Daha yaygin olarak
organofosfat ve karbamat grubu insektisitlere karsi olusan direng mekanizmasi
icinde yer alirken, nadir oranda da piretroid grubu insektisitlere karsi gelisen
direngte etkili olmaktadir. Esteraz geninin ¢oklu amplifikasyonu ile direng
olusumu, Cx. tarsalis, Cx. tritaeniorhyncus gibi 6nemli vektor sivrisinek tiirlerinde
tespit edilmistir ve yaygin olarak biyokimyasal ve molekiiler seviyede Culex’lerde
ve afid Myzus persiaca’da calisilmistir. Cesitli Anopheles ve Aedes tiirlerindeki
farkli esteraz direng¢ mekanizmalar1 ile ilgili c¢aligmalar siiregelmektedir
(Hemingway ve Ranson, 2000).

Oksidatif metabolizmanin arttirilmasi, klorlanmis siklodienler harig, insektisit
gruplart igin en biiyiik ve en genel diren¢ mekanizmalarindan biridir (Ranson vd.,
2000). Enzim diizenlenmesiyle oksidatif metabolizma artigi, CytPsso bagimli
mikrozomal monooksijenazlarla olur (Caglar ve Skavdis, 2008). Bu enzim grubu
boceklerdeki detoksifikasyon enzim sistemlerinin iizerinde en yogun olarak
caligilan grubudur ve boceklerde gelisme, biiylime, beslenme, bitki toksinlerine
tolerans ve insektisit direnci gibi pek ¢ok fonksiyona sahiptir (Scott, 1999).
Monooksijenazlar; piretroid metabolizmasinda, ksenobiyotik metabolizmasi,
endojen metabolizmasinda, organofosforlu insektisitlerin aktivasyon ya da de—
aktivasyonunda, daha nadir olarak da karbamat grubu insektisitlere direng

mekanizmasi i¢inde yer almaktadirlar.
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Glutatyon-S-transferazlar, oldukga genis oranda ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda rol oynayan dimerik ¢ok yonlii enzimlerdir. Bu enzimler,
lipofilik bilesiklerin elektrofilik merkezlerindeki indirgenmis Glutatyon’un
niikleofilik atagini katalizlemektedirler. Cok sayida bocekte yapilan ¢aligmalarla
direng ile artan GST aktivitesi gézlenmistir (Ranson vd., 2000; Che-Mendoza vd.,
2009) Aedes aegyptii ve An. gambiae’deki insektisit diren¢ mekanizmasinda
GST’lerin rol oynadig bildirilmistir (Hemingway ve Ranson, 2000).

2.4. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri DNA molekiillerinin hassas ve tekrar
edilebilir bir bicimde kesilmesini saglayan ve 1968 yilinda kesfedilmis bakteri
enzimleridir (Linn ve Arber, 1968; Meselson ve Yuan, 1968). Restriksiyon
endoniikleazlar DNA {izerindeki bazi 6zel dizileri tanir ve DNA’y1 bu dizilerden
keserler (Cizelge 2.2). Her bir enzim DNA molekiiliinii kestigi spesifik bir tanima
dizisine sahiptir. Farkli bakteri suslarindan, farkli sayida bazdan olusan ve farkli
tanima dizisine sahip, farkli enzimler elde edilebilmektedir. DNA iizerindeki
restriksiyon tanima dizilerinde olusan herhangi bir niikleotit degisimi restriksiyon
enziminin o bélgeyi taniyarak kesmesini ya da kesememesini saglar. Béylece, ayni
restriksiyon enzim kullanilarak kaynagi farkli DNA molekiilleri kesildiginde,
farkli uzunlukta DNA pargalar1 olugabilmektedir (Bardakei vd., 2009).

Cizelge 2.2. Arastirmalarda kullanilan bazi restriksiyon endoniikleaz enzimleri ve
tanima dizileri

Enzim Organizma Tamma Dizisi
EcoR1 Escherichia coli GAATTC
BamHI Bacillus amyloliquefaciens GGATCC
Bolll Bacillus globigii AGATCT
Pvul Proteus vulgaris CGATCG
Pvull Proteus vulgaris CAGCTG
Hindlll Haemophilus influenzae AAGCTT
Hinfl Haemophilus influenzae GANTC
Sau3A Staphylococcus aureus GATC
Alul Arthrobacter luteus AGTC
Taql Thermus aquaticus TCGA
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Restriksiyon uzunluk polimorfizmi metodu (RFLP), restriksiyon endoniikleazlar
kullanilarak DNA’nin kesimine dayanir. Restriksiyon sindirimi, orijinal molekiilde
endoniikleaz i¢in tanmima dizilerinin kesim pozisyonlarma bagli olarak cesitli
sayida DNA parcalariyla sonuglanmaktadir. RFLP Kkesim iiriinlerinin analizi
genellikle agaroz ya da poliakrilamid jel elektroforezi ile yapilmaktadir. Kesim
tirtinleri jel elektroforezinde yiriitildiigiinde bir kesim profili (goriintiisii) ortaya
cikmaktadir. Jel profilinde olusan farkliliklar, tanima bolgelerindeki niikleotit
polimorfizmlerinin varligimi belirtmektedir. Bu yontem, dolayli olarak niikleotid
degisiminin varligim gosterir ve PZR ile ¢ogaltilmis belirli bir gen bolgesi,
tamimlanmis  6zel mutasyonlara karsti uyumlu restriksiyon enzimi ile
taranabilmektedir. Analiz edilen gen bdlgesi, jel profilindeki bantlarin sayilarina,
biiyiikliiklerine bakilarak genotiplenebilmekte ve lokusa ait genotip/allel sikliklari
belirlenebilmektedir.

2.5. Insektisit Direncinin Genetigi

Insektisit direnc genetigi ile ilgili ¢ok sayida hipotez bulunmakla beraber
bunlardan iki tanesi 6n plana ¢ikmaktadir. Neo — Darwinian Hipotezi, ¢ok sayida
mutasyon olusumunu ve bunlarin birikmesi ile degisim meydana geldigini
ongormektedir (Moore, 1984). Fakat dogal populasyonlarda insektisit direnci, tek
bir ana genin degigmesiyle olusan bir mekanizma oldugu i¢in, direng gelisiminde

bu hipotezin gecerli olmadig1 goriilmektedir.

Diizenleyici gen hipotezi ise, yapisal genin ifadesi ile zamanini ve dogasini kontrol
ettigi cok sayida gen, diren¢ gelisiminde uyumsal cesitlilige genetik temel
saglamaktaymis gibi goriinmektedir (Levin, 1984). Diizenleyici genlerdeki
degisimler iizerine genetik ve biyokimyasal veriler insektisit direncinde énemli bir

noktadir.

Karasineklerle yapilan ¢aligmalarda dort ana gen grubu tanimlanmustir:

1. pen- insektisit alimimi azaltan gendir ve 3. kromozomda bulunur. Resesif olarak
kalitilmaktadir ve yliksek oranda direng olusturmaz. Bu genin diger direng
genlerini diizenleyici 6neme sahip oldugu diistiniilmektedir.

2. kdr- DDT ve piretroidlere karst direng saglamaktadir ve 3. kromozomda pen
lokusundan farkli olarak resesif olarak kalitilmaktadir.

3. dld-r- Dieldrin ve diger siklodien grubu insektisitlere direng saglamaktadir. 4.
kromozomda lokalize olmustur ve tamamen resesif olarak kalitilmaktadir.
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4. AChE-R- Asectilkolinesterazin degistirilmesinden sorumlu olan gendir.
Organofosfat ve karbamat grubu insektisitlere karsi direng saglamaktadir. 2.
kromozomda konumlanmistir ve kodominant olarak kalitilmaktadir. Cok sayida
alleli farkli seviyelerde diren¢ olusturmaktadir (Oppenorth, 1982).

2.6. Pestisitler: Insektisitler

Kimyasal miicadelede kullanilan maddeler genis anlamiyla pestisitler olarak
adlandirilmistir.  Pestisitler, 6zellikle de tarimsal tiretimde siklikla kullanilan
onemli kimyasal maddelerdir. Bu kapsamda kullanilan maddeler ¢ogu zaman
uygulama yapilacak olan hedef organizmaya gore de farkli sekillerde
siniflandirilabilmekte ve bu ana baslik altinda farkli sekillerde adlandirilmaktadir;
zararh bitkilerin miicadelesinde kullanilanlar herbisitler; mantarlara kars1 yapilan
uygulamalarda kullamlanlar fungusitler gibi. Insektisitler ise zararli boceklerle
miicadele kullanilan kimyasal maddelerdir (Giiler ve Cobanoglu, 1997). Bu
grubun i¢ine inhibitorler, aktivatdrler, sinerjistler, kemosterilantlar, hormonel
ajanlar, uzaklagtiricilar girmektedir. Bunlarin iginde en basarili sentetik insektisit
ise noro-inhibitorlerdir (Karunaratne, 1998). Kimyasal miicadele icerisindeki
paylart % 40 kadar olup o6zellikle de sanayilesme, tarimda makinelesme ve bu
kimyasallarin sentetik olarak iiretilmesiyle ¢ok yaygin bir bigimde kullanilmaya
baglanmiglardir. Bu yaygin kullanima paralel olarak, bilingsiz kullanimin da
etkisiyle, insektisitlerin ekosistemler iizerindeki etkileri her gecen giin artmus,
dogal dengenin bozulmasi, ¢evre kirliligi, yararli béceklerin olumsuz etkilenmesi
ve zararlilarin da diren¢ kazanmasi gibi pek c¢ok olumsuzlugu da ortaya
¢ikartmigtir.

Pestisitlerin kullanimi, 1940’11 yillardan itibaren modern sentetik kimyasallarin
iiretilmesinden bu yana, devamli artis gostererek 1980°li yillarda maksimum
kullanim seviyesine ulasmigtir. Bu dénemden itibaren yeni aktif madde {iretiminin
azalmasi ve entegre miicadele tekniklerinin daha yaygin bir sekilde kullanilmaya
baglamasindan dolay1 tiiketimi azalisa gecmis ve gelecekte de azalacagi yoniinde
isaretler ortaya ¢ikmigtir (Georghiou, 1986).

Insektisitler; etkilerinin hizli olmasi, mevcut problemi kisa siire icerisinde
¢Oozmesi, lokal c¢oziimler saglayabilmesi ve her ihtiya¢ duyuldugunda kolayca
ulasilip kullanilabilmesi nedeniyle c¢esitli avantajlara sahiptirler (Caglar, 1991).
Ayrica kisa siirede etki gostermesi, kimyasal miicadeleyi diger zararli miicadele
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tekniklerine gore daha ekonomik yapmaktadir. Fiyat/fayda ¢ergevesinde harcanan
her birime karsilik, daha fazla oranda fayda saglayarak bunu daha da
arttirabilmektedir. Kullaniminin kolay olusu ve uzun siire¢ alan spesifik bir egitim
icermemesi, pek ¢ok tarimsal aktivite yaninda diger zararlilara karsi da insektisit
kullanimin1 yayginlastirmaktadir (Dent, 2000). Ancak, insektisit kullaniminin
avantajlarinin  yaninda, 6nemli dezavantajlari da vardir. Insektisit direnci,
zararlilarin yeniden ortaya ¢ikisi ve tekrar zararli hale gelmeleri, bu bilesiklerin
daha fazla oranda kullanilmalari sonucunu dogurur. Bu nedenle insektisitlerin
kullanimiyla artan oranda bir etkisizlik durumu ortaya cikar. Asirt oranda ve
tekrarli olarak kullanim, hedef olmayan canlilar {izerinde negatif etki ve ¢evresel
sorunlar1 da beraberinde getirir. Diger 6nemli bir dezavantaji da, kullanicilar i¢in
risk olusturmasidir. Pek ¢ok insektisit yiiksek oranda toksik etkiye sahiptir ve
uygunsuz kullanim durumlarinda insan ve diger canlilarda zarar olusturabilmekte

veya 6liime neden olabilmektedir (Caglar, 1991; Pedigo, 1996).
2.6.1. insektisitlerin siiflandiriimasi

Insektisitler etki sekillerine veya kimyasal bilesenlerine gore birkag kategoride
siiflandirilmaktadirlar. Ornegin, etkilerine gére genel olarak mide zehirleri, temas
zehirleri ve fumigantlar olarak gruplara ayrilirlar (Pedigo, 1996). Insektisitler
ayrica dogalarina ve yapilarina gore de simiflandirilmaktadirlar. Giiniimiiz modern
insektisitlerin cogu organiktir ve kendi icinde dogal ve sentetik olarak
ayrilabilmektedirler. Dogal olanlar bitkilerden iiretilen bitkisel insektisitler ve
petrolden iretilen mineral yaglardir. Bitkisel kdkenli olanlar yogun olarak
kullanilmaktayken, petrol kdkenli olanlar ise bitki zararlis1 olmayan canlilar ve
sivrisinek larvalar1 iizerinde sinirh kullanim alanina sahiptirler (Akmer, 2003;
Emden ve Helmut, 2004). Giiniimiizde en yaygin ve yogun olarak basit bilesiklere
kimyasal eklemeler yapilarak iretilen sentetik insektisitler kullanilmaktadir ve
kimyasal yapilara gore siniflandirilmaktadir. Baz1 bilesik gruplar ise aktif igerik
yapisina gore isimlendirilmektedir. Bdceklerle miicadelede Organoklorlu,
Organofosforlu, Karbamat ve Piretroid olmak {izere 4 temel insektisit grubu
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak gelisim diizenleyiciler (juvenil
hormon analoglar1) ve biyolojik preparatlar da iki ayr1 grup insektisit olarak
siniflandirilmaktadir (Alten ve Caglar 1998; Cakir ve Yamanel, 2005).
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2.6.1.1. Organoklorlu insektisitler

Organoklorlu insektisitlerin birinci derecede etki yerleri boceklerin sinir sistemidir
(Yavuz ve Sanli, 1999). Bu insektisitler ATP’azlar1 da inhibe edebilmektedirler.
Bu gruptan, DDT en iyi bilinen ve yaygin olarak kullanilmig olan bir insektisittir.
[lk defa 1946 yilinda kullanilmistir ve 1947°de ilk DDT direnci Aedes
tritaeniorhynchus ve Aedes solicitans’da gorilmustir (Brown, 1986). DDT
kullanimindan sonra dieldrin, aldrin, lindan gibi ¢ok sayida klorlu insektisit tiirii
gelistirilmis ve satisa sunulmustur (Yavuz ve Sanli, 1999; Ayad vd., 1975).

1970°ten sonra DDT ve birgok klorlu hidrokarbon bilesiklerinin dogada kabul
edilemeyecek kadar uzun kalmalar1 ve biyolojik yiikseltgenmeleri nedeniyle

kullanimlar1 yasaklanmis ya da sinirlandirtlmistir (Davies vd., 2007).
2.6.1.2. Organofosforlu insektisitler

Bu gruptaki insektisitler hedef enzim niteligindeki kolinesteraz enzimi ile yapisal
biitlinlesme konumunda olmalariyla karakteristiktirler fakat aslinda kolinesteraz
enziminin dogal substrati konumundaki asetilkolini taklit etmektedirler (Yavuz ve
Sanli, 1999). Cogu, memeliler i¢in toksik etkiye sahip olmakla birlikte kaliciliklar
organoklorlulara gore daha az oldugu i¢in dogada daha az zararhidirlar (Edwards,
1987). Malation, paration, diklorvas, diazinon organoforlu insektisitlerden
bazilaridir (Yavuz ve Sanli, 1999).

2.6.1.3. Karbamat grubu insektisitler

Karbamik asitten iiretilen bu grup insektisitlerin kaliciligi organofosfatlara
yakindir. Organofosfatlar gibi asetilkolinesteraz {izerine etkili olup genellikle
temas ve mide yoluyla etkili olan bu grubun iiyelerinden birkagi ise sistemik
etkilidir (Caglar ve Skavdis, 2008). Organofosfat grubu insektisitlere kars1 direng
gelistiren tiirlerde karbamatlar etkin olarak kullanilabilmektedirler ancak onlardan
iki yoniiyle farklilik gostermektedirler (Matsumura, 1985; Pedigo, 1996). Birinci
fark, kolinesteraz enziminin anyonik yam ile kompleks olusturabilen kuaterner
veya bazik nitelikli bir azot grubuna sahip olmasidir. Organofosforlu insektisitler
hi¢bir zaman bazik pH’l1 olamazlar. Ciinkii bu durumda iyonize olabilecekleri i¢in
boceklerin kutikulasina ve sinirlerin kilifina gegis yetenekleri dnemli dlglide
azalmaktadir. Ikinci fark ise, karbamat grubu insektisitlerin kolinesteraz
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inhibisyonu esasina dayanan etkilerinin belirgin derecede doniisiimlii olmasidir.
Karbaril ve karbafuran bu gruba 6rnek insektisitlerdendir (Yavuz ve Sanli, 1999).

2.6.1.4. Piretroid insektisitler

Piretroidler norotoksik insektisitlerin ana smifidir. Bu insektisit gurubu
Chrysanthemum cinerariifolium’un ¢igeklerinde bulunan ve dogal olarak olusan
Krisantemik asit (piretrin I) ve Pteritik asit (piretrin II)’in sentetik analoglaridir
(Davies vd., 2007). Ilk olarak 1949 yilinda Cinerin 1 (Pirethrum olarak bilinen
bitkisel kokenli insektisit)’in insektisit 6zelliginin iki katina ¢ikarilmasi ile ilk
sentetik piretroid olan Allethrin iretilmistir. Bu insektisitlerin en Onemli
ozellikleri, az miktarda kullanildiklarinda bile, yiiksek toksik etkilerinin yam sira
hem kovucu etki gostermeleri hem de hizli 6ldiiriicti etkiye sahip olmalaridir
(Caglar ve Skavdis, 2008). Voltaj duyarli sodyum kanali iizerine etki gosteren bu
insektisitlerin kaliciliklar1 azdir ve pek c¢ogu memelilere karsi diisiik toksisite
gostermektedir (Elliott vd., 1978). Piretroid grubu insektisitler, Tip—I (permetrin,
tetrametrin, piretrinler vb.) ve Tip-II (spermetrin, deltametrin vb.) olmak {izere iki
gruba ayrilmaktadirlar. Tip I grubu piretroidler knock—down etkinligi 1siyla ters
iligkili olan sinirsel bosalimlara yol agmaktadirlar ve DDT’ye benzer insektisidal
etki gostermektedirler. Tip II grubu piretroidler 1s1 ile orantili olarak 6ldiriicii ve
sinirsel iletimi engelleyici yonde etki yapmaktadirlar. Tip I piretroidler Ca—Mg
ATP’az1 Tip II’ye gore daha etkin bir bicimde inhibe etmektedirler (Yavuz ve
Sanli, 1999). Sekil 2.2°de insektisit siniflar1 ve bunlar arasindaki direng iligkisi

durumu gosterilmistir.

KARBAMATLILAR
AChE
ORGANIK FOSFORLULAR
Esteraz
PIRETROIDLER
KDR Monooksijenaz
DDT
IGRs

Sekil 2.2. Yaygin olarak kullanilan insektisit siniflar1 arasindaki ¢apraz direng
iligkisi (Brodgon ve McAllister, 1998).
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2.7. Anopheles maculipennis Kompleksinin Sistematigi ve Onemi

Pek ¢ok hastalik etmeninin vektorii olmalart sebebiyle sivrisinekler tiim diinyada
entomolojik arastirmalarin merkezinde yer almaktadirlar. Cok sayida dldiiriicii ve
salgin hastalik etmenini tagimalar1 nedeniyle, kan emen bdcekler arasinda saglik
ve ekonomi ydniinden onemli bir yer isgal etmektedirler (Sahin, 1984). Her yil
milyonlarca insan sivrisineklerin vektorliik yaptigi hastaliklara yakalanmakta ve
cok sayida insan Olmektedir (WHO, 1995). Sivrisineklerin vektorliikleri insan
hastaliklar1 agisindan degerlendirildiginde diinyanin en yaygin ve 6nemli hastaligi,
Anopheles tiirii sivrisineklerin vektorliigiini yaptigi sitmadir. Sitma 100 kadar
tilkede endemiktir ve her yil ¢ok sayida insanin Oliimiine neden olmaktadir.
Ulkemizde de endemik bir hastalik olarak sitma yillarca etkisini siirdiirmiistiir.
2005 yilinda 2036’°s1 yerli Plasmodium vivax sitmasi, 48’1 dis kaynakli (16’s1 P.
vivax, 32’si P. falciparum) toplam 2084 sitma vakasi bildirilmistir. Giiniimiizde
vaka sayisi daha dnceki yillara gére oldukca azalmis ve 2008 yilinda 166°s1 yerli,
49’u yurtdigi kaynakli toplam 215, 2009 yilinda da 84 sitma vakasi bildirilmistir.
Bugiin, sitma vakalart O6nemli oranda azalmis, ancak tam kontrol
saglanamadigindan riskler ortadan kaldirilamamistir (WHO, 2009; Dogan vd.,
2010; Simsek vd., 2010, Ozbilgin vd., 2011).

Insecta sinifinin Diptera takimimin Culicidae familyasinin Anopheles cinsinde yer
alan Anopheles maculipennis kompleksi, 1927 yilinda van Thiel tarafindan
tanimlanmig olan ilk sivrisinek tiir kompleksidir. Bu tiir kompleksi, Palearktik
Bolge’de yayilis gosteren Anopheles artemievi, An. atroparvus, An. beklemishevi
An. daciae, An. labranchiae An. maculipennis s.s, An. martinius, An. melanoon,
An. messeae An. persiensis ve An. sacharovi tiirlerini kapsamaktadir (White, 1978;
Proft vd., 1999; Sedaghat vd., 2003; Nicolescu vd., 2004; Kampen, 2005; Linton
vd., 2007).

Ulkemizde Anopheles maculipennis kompleksi ile ilgili yumurta morfolojisi
kullanilarak yapilan ¢alismalarda, komplekse ait Anopheles maculipennis s.s., An.
sacharovi, An. subalpinus, An. melanoon ve An. messeae tiirlerinin varligi
bildirilmistir (Parris, 1959; Merdivenci, 1984). Tirkiye Anophelinae faunasi
tizerine Postiglione vd. (1973)’nin yaptiklar1 morfolojiye dayali taksonomik
caligmada, daha onceki caligmalarda Tiirkiye’den kaydi verilen An. messeae ve
An. melanoon tiirlerinin hatali teshise dayandigi belirtilmis ve daha 6nce An. elutus
olarak bildirilen An. sacharovi’nin varligi desteklenmistir. Ayrica arastirmacilar,



25

An. subalpinus’un da An. melanoon’un alt tiirii olarak Goller bolgesi, Marmara ve
Orta Karadeniz bolgesinde sinirli habitatlarda bulundugunu ifade etmislerdir.
Ramsdale vd. (2001) ise yine yumurta morfolojisine dayanarak, komplekse ait
yalmizca Anopheles maculipennis s.s., An. sacharovi, An. subalpinus (An.
melanoon'un sinonimi) tiirlerinin tilkemizde bulundugunu kabul etmektedir. Oysa
sitmanin tehlikeli bir sorun oldugu tilkemizde komplekse ait hangi tiirlerin hangi
bolgelerimizde bulundugunun bilinmesi (birgogu sitma vektoriidiir) oldukca
onemlidir. Clinkt ikiz tirler olsalar da, beslenme davraniglari, sitma parazitine
kars1 duyarliliklar1 ve buna bagli olarak da vektor kapasiteleri oldukga farklilik
gostermektedir (Jetten ve Takken, 1994). Bu nedenle, son yillarda hem diger
tilkelerde hem de tilkemizde Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinin net bir
sekilde tespit edilebilmesi igin kompleks tiirlerinde orta ve yiiksek degiskenligi
olan genom bdlgelerinin dizi analizlerinin yapildigit DNA ¢alismalar1 oldukca
artmistir. Bu ¢alismalarda, ¢ogunlukla, niikleer rDNA ITS 2 (second internal
transcribed spacer) ve Mitokondriyal sitokrom-c oksidaz geni (COIl) dizileri
kullanilmig ve Anopheles maculipennis kompleksi ile ilgili pek ¢ok taksonomik
sorun ¢6ziilmiistiir (Romi vd., 2000; Linton vd., 2001; Linton vd., 2002; Boccolini
vd., 2003; Nicolescu vd., 2004; Linton vd., 2007; Simsek vd., 2011; Sevgili ve
Simgek, 2012). Boylece Anopheles maculipennis kompleksi tiirleri arasindaki
farkhiliklarin ~ saptanabilmesi miimkiin olmustur ve bu ¢alismalarla tiir
komplekslerindeki taksonomik sorunlarin ¢6ziimiinde Onemli basarilar elde
edilmigtir. Diger iilkelerde yapilan bu c¢aligmalarin sonuglarina goére, tilkemizde
Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinin hangilerinin bulunabilecegine dair
onemli dngoriiler olusturulmus ve son olarak Simgek (2011) ve Sevgili ve Simsek
(2012)’in niikleer rDNA ITS 2 dizi analizlerine dayanarak yaptiklari ¢aligmalar
sonucunda, iilkemizde bu kompleksin Anopheles maculipennis s.s., An. melanoon
ve An. sacharovi olmak iizere {i¢ tiiriiniin bulundugu tespit edilmistir.

Bugiin Palearktik boélgede 11 tiirden olustugu kabul edilen Anopheles
maculipennis kompleksi 6nemli bir tiir grubu olarak genel bir kabul gérmiistiir.
Ciinkii, kompleks tiirlerinden An. atroparvus, An. labranchiae ve An.
sacharovi‘nin Palearktik bolgede giinimiizde ve gegmiste oldukga etkili sitma
vektorleri olduklari bilinmektedir. Ayrica, An. maculipennis ve An. messeae
tirlerinin de sitmanin taginmasinda zaman zaman belirli bolgelerde etkili
olduklarindan siiphelenilmektedir. Avrupa, Kuzey Afrika ve Orta Dogu
cografyasinda en 6nemli sitma vektorleri An. atroparvus, An. labranchiae, An.
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pharoensis, An. sacharovi, An. sergentii, An. stephensi ve An. superpictus olarak
bilinmektedir. Bu tiirlerden An. atroparvus, An. labranchiae, An. sacharovi An.
maculipennis kompleksi tiirleridir. Bu {i¢ tiirlin haricinde yine kompleks
tirlerinden An. messae ve An. maculipennis s.s’nun kiimes hayvanciligmin ve
ciftlik hayvanciliginin ¢ok az yapildig: alanlarda yiiksek yogunlukta bulunmalar
durumunda sitma taginimindan sorumlu olabilecekleri belirtilmektedir (Becker vd.,
2003). Ulkemizin de bulundugu Dogu Akdeniz havzasinda da en 6nemli sitma
vektorii tiir An. sacharovi olup, ikincil derecede 6nemli olduklari kabul edilen
tirler An. superpictus, An. maculipennis s.s. ve An. melanoon olarak
belirtilmektedir (Kasap, 1987; 1990; Alten vd., 2000).

2.8. Ulkemizde Sivrisineklerin Insektisit Direnci Uzerine Yapilan
Cahismalar

Ulkemizde sivrisineklerin insektisit direnciyle ilgili olarak yapilan ilkin
caligmalarin 6nemli bir kisminda WHO’ nun klasik test yontemleri kullanilmis ve
sitma vektori olmasi nedeniyle An. sacharovi tiirii bu c¢aligmalarin hedef tiirii
olmustur. An. sacharovi’de organoklorlu insektisitlere karsi ilk direng gelisimi
1959’da  belirlenmistir (Zulueta, 1959). Bu tespit ile zamanla malation
organoklorlu insektisitlerin yerini almistir (Curtis, 1962; Kasap, 1989). Malation’a
kars1 direng gelisimi ise ilk olarak 1974’te kaydedilmis (Ramsdale, 1975) daha
onceleri kapali alanlarda hi¢ kullanilmamis olmalarina ragmen organofosforlu ve
karbamat insektisidine karsi ¢apraz direng gelismi de belirlenmistir (Ramsdale vd.,
1980; Davidson, 1982). An. sacharovi ile yapilan diger ¢aligmalarda, tiiriin 1992
(Kasap vd., 1992) ve 1996 yillarinda (Liileyap, 1996) pirimifosmetil’e karsi
duyarlt oldugu tespit edilmistir.

Ramsdale vd. (1980) Orta Anadolu, Ege, Glineydogu Anadolu ve Karadeniz
bolgelerinden elde ettikleri Anopheles drneklerinde insektisit direncini belirlemek
icin  WHO’nun insektisit duyarlilik testlerini uygulamiglardir. Arastirmada
Ozellikle araziden toplanmis kan emmis disi sineklere ait Ornekler olsa da,
iilkemizin degisik yerlerinden toplanmis ve laboratuvar kolonileri olusturulmus
tirlerle de ¢alisgtlmistir. 1974 yilinda toplanmig An. sacharovi, An. hyrcanus ve
An. maculipennis kompleksi tiirlerinin hem laboratuvar hem de arazi 6rneklerinde
yapilan testler sonucunda organofosfat ve karbamat grubu insektisitlere karsi
direng gelistirdigi gorilmiistiir.



27

Hemingway (1985), sitma kontroliinde 13 y1l dnce DDT nin yerini malation almig
olmasina ragmen 1984 yilinda toplanan An. sacharovi populasyonunda DDT
direncinin hala goriildigiini bildirmistir. Ayrica Cukurova’da bu tlire ait
populasyonlarda organofosfat ve karbamat insektisitlerine karsi direng
gozlemlenmistir. 1989-1990 yillarinda toplanan An. sacharovi orneklerinde,
1984°de gozlemlenen degerlere gore daha diisiik frekansta olmasina ragmen yine
de DDT, organofosfat ve karbamatlara karsi diren¢ olusumu bildirilmistir
(Lileyap, 1996; Hemingway, 1992).

Kasap vd. (2000) Anopheles sacharovi’nin hem laboratuvar soylarini hem de
Adana, Adiyaman, Antalya, Aydin ve Mugla’nin sitmali bolgelerinden toplanan
arazi Orneklerini kullanarak 12 farkli insektisitte WHO’nun insektisit duyarlilik
testlerini yapmuglardir. Adana, Adiyaman ve Antalya’dan toplanan An. sacharovi
ornekleri malation ve pirimifosmetil’e duyarli ¢ikarken, Aydin’dan toplanan
orneklerin hem bu insektisitlere hem de dieldrin, A-cyhalothrin, etofenprox’a
duyarli oldugu, Mugla’dan toplanan 6rneklerin malation ve pirimifosmetil gibi,
dieldrin, fenitrothion, A-cyhalothrin, cyfluthrin ve etofenprox’a karst duyarh
oldugunu bildirilmislerdir.

Lilleyap vd. (2002) Adana bélgesinde toplamis olduklar1 yaklagitk 100 An.
sacharovi ornegini kullanarak WHO’niin duyarlilik testleri yapmuslar ve test
sonucunda canli kalan12 bireyin piretroid direngli oldugu sonucuna varmislardir.
Aragtirmacilar daha sonra, Anopheles gambiae nin voltaj duyarli sodyum kanali
geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan spesifik Agdl, Agd2, Agd3 ve Agd4
primerlerini kullanarak, piretroid direngli oldugunu diistindiikleri An. sacharovi
ornekleri i¢in de ayn1 genomik bolgeyi ¢ogaltilmiglardir. Elde edilen sonuglar, kdr
mutasyonu ile iligkili olan gen bolgesi cogaltilan 12 Ornekten 4’{inde, kdr
mutasyon noktasinda serin (TCG), 16sin (TTG) ve fenilalanin (TTT) olmak tizere
3 farkli amino asit bulundugunu ortaya koymustur. An. gambiae’de ise 16sin —

fenilalanin ve 16sin — serin tipinde 2 kdr mutasyonu bulunmustur.

Aldemir ve Ege (2005), temephos aktif maddeli iki insektisidin (Tambro 500 EC
ve Ekolarv 500 EC) laboratuvar ve dogal ortamlarda An. sacharovi ve Culex
pipiens larvalar iizerindeki etkinliklerini arastimiglar ve Ankara’nin Mogan Golii
populasyonlariyla ve laboratuvar kosullarinda yapilan denemelerde her iki tiiriin
de bu insektisitlere karst duyarli olduklarini belirlemislerdir.
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Akiner vd. (2009) Birecik, Cankiri, Antalya, Virangehir, Mersin, Ankara
populasyonlarindan 6rneklenen Cx. pipiens tiiriinde, Temephos, Fenthion, Bacillus
thuringiensis israilensis (Bti), Bacillus sphaericus (Bs) ve DDT, malathion,
deltametrin, permetrin insektisitlerinin etkinligini arastirmislardir. Calisma
sonucunda fenthion’a karsi Birecik, Cankir1 ve Antalya soylarinda direng
gozlenirken, temephos’a karsi Birecik, Virangehir, Mersin, Ankara, Antalya
soylarinda diren¢ gézlemlenmistir. Tiim soylarda DDT’nin 6ldiiriici dozuna kars1
diisiik 6liim orani1 gdzlendigini belirtmislerdir. Oldiiriicii doz deneylerinde ise
DDT 30 yildir Tiirkiye’de sivrisinek miicadelesinde kullanilmamasina ragmen,
tiim populasyonlarda DDT direnci gériilmiistiir. Sonuglar, Bti ve Bs larvisidlerinin
larva kontroliinde ¢ok etkili oldugunu, permetrin ve deltametrinin ise ergin
kontroliinde etkili oldugunu belirtmislerdir.

Akiner vd. (2008) ve (2011) yillarinda gergeklestirdikleri ¢aligmalarda Tiirkiye nin
O6nemli tarimsal alanlarim1 segerek, AChE, iAChE enzimlerinin metabolik
aktivitesini ve insektisit direnci ile iliskili olan Non-spesifik Esteraz (NSE),
Karigik Fonksiyonlu Oksidaz (MFO) ve GST enzimlerinin metabolik aktivitesini
belirlemeye yonelik arastirmalar ger¢eklestirmiglerdir. AChE ve iAChE enzimleri
ile yapilan galismada, An. maculipennis s.l., NSE, MFO ve GST ile yapilan
molekiiler ve biyokimyasal ¢aligmalarda An. maculipennis s.I ve An. sacharovi
tiirlerine ait populasyonlar1 kullanilmiglardir. Test edilen drneklerin hepsi caligilan
her enzim igin belirgin derecede farkli degerler sergilemistir. Elde edilen veriler
hem enzimler, hem de tiirler yoniinden ek caligmalar yapilmasi gerektigini

gostermistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Arastirma Alam

Bu calismada, Akdeniz ve Ege bolgelerinde Anopheles maculipennis kompleksi
tiirlerinin farkli populasyonlarinda DDT, Deltametrin ve Permetrin insektisitlerine
kars1 direng gelisiminin olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu nedenle,
sosyolojik, cografik ve kullanim faaliyetleri agisindan miimkiin oldugu kadar
birbirinden farkl1 olabilecegi ongériilen Aydin, Burdur, Mugla, Isparta ve izmir
illerinin herbirinde birer adet olmak {izere bes adet drnekleme lokalitesi secilmistir
(Sekil 3.1).

2"
39

- 38’

37

36’

Iaﬂii 2012 Dec 17 06:58:05 | Proj Mercator

Sekil 3.1. Ornekleme lokaliteleri (1. Tuzburgazi, 2. Belevi, 3. Kapikargin, 4.
Uylupinar, 5. Gelendost)

Bu lokalitelerden ilki, Aydin ili kapsaminda, Soke il¢esinin Tuzburgazi koytdiir.
Bu lokalite, Biiyiilk Menderes Nehri havzasinda, tarimsal faaliyetlerin fazla oldugu
dolayisiyla da pestisit ya da insektisitlerin yogun olarak kullanildigi bir bolgede
yer almaktadir. Ikinci lokalite, Izmir ilinin Selguk ilgesi kapsaminda yer alan
Belevi koytdiir. Bu lokalite, Kiigiilk Menderes havzasinda, tarimsal faaliyetlerin
yani sira turizm faaliyetlerinin de fazla oldugu ve bu nedenle de hem tarimsal hem
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de halk saglhgi alanminda farkli insektisitlerin kullanildig1 bir bolgedir. Ugiincii
lokalite, Mugla ilinin Dalaman ilgesinde, Kapikargin koytdiir. Bu lokalitede hem
tarim hem de turizm faaliyetleri vardir. Dordiincii lokalite, Burdur ili, Golhisar
ilcesinin Uylupiar koyudiir ve Golhisar Golii kenarinda yer almaktadir. Bu
lokalitede hayvancilik faaliyetleri 6n plana ¢ikmakta olup, daha 6nce belirtilen {i¢
lokaliteye (deniz seviyeleri) gore daha fazla bir yilikseklige (1000 m kadar)
sahiptir. Besinci lokalite de dordiincii lokaliteye benzer 6zelliklere sahip olup,
Isparta ili, Gelendost ilgesi kapsaminda yer almaktadir ve hayvancilik
faaliyetlerinin fazla oldugu yiiksek irtifali (1250m) bir bolgedir.

3.2.  Anopheles  maculipennis  Kompleksi  Populasyonlariin
Orneklenmesi

Akdeniz ve Ege Dbolgelerinde, Anopheles maculipennis  kompleksi
populasyonlarinin 6rneklemeleri 2011-2012 yillarimin Temmuz-Ekim aylarinda
yapilmistir. Ornekleme bolgeleri olarak belirlenmis olan 5 lokalitede ahir ya da
evlerden agiz aspiratorleri araciligiyla ergin disi Anopheles maculipennis
kompleksi oOrnekleri yakalanmistir (Sekil 3.2-3.4). Yakalanan ornekler kagit
bardaklara aktarildiktan sonra buzluklar icinde Adnan Menderes Universitesi
Vektor Bocekler Arastirma Laboratuvari’na tasmmustir. Ornekleme ¢alismalarinin
yapildigi lokalite bilgileri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinin 6rnekleme lokaliteleri

i Yiikseklik ..
Bilge | No | Lokalite O Ozellik
(Kuzey-Dogu) (metre)
Aydin |1 Tuzburgaz1 | 37°37° - 27" 13’ 10m Tarim alani
Izmir |2 Belevi 38°00° - 27° 26 120 m Turizm ve tarim
Mugla | 3 Dalaman 36742’ -28° 47 5m Turizm ve tarim
. i Daglik,
Burdur | 4 Uylupmar | 37°06° - 29" 37’ 985 m
hayvancilik
Daglik,

Isparta | 5 Gelendost | 38705 - 30° 58’ 1250 m
hayvancilik




Sekil 3.4. Uylupinar Kdyii’nde (no: 4) agiz aspiratorii ile drnekleme
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3.3. Laboratuvar Calismalari
3.3.1. Morfolojik Tiir Teshisleri

Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinin tamaminin birbirinden ayrimini
saglamasa da, tlkemizdeki An. maculipennis kompleksi tiirlerin ayriminda
kullanilabilen yumurta morfolojisine ait ylizgec yapisi, desen sekli, bantlanmanin
olup olmamasi gibi karakterler bu calismada da kullanilmigtir. Bu nedenle
aragtirma bolgeleri kapsaminda Orneklemeleri yapilarak laboratuvar ortamina
taginan disi bireylerin miimkiin oldugu siirece 6ncelikle yumurta birakmalar1 igin
caligmalar yapilmigtir. Bu caligmalarda lokalitelerden yakalanarak laboratuvara
getirilmis disi sivrisineklerden kan emmis ya da gravid disi bireyler, diger
disilerden ayrilarak her biri teker teker igerisinde 100 ml distile su bulunan, 200
ml'lik silindirik kagit yumurtlatma kaplarina alinarak yumurta birakmalar
saglanmistir (Sekil 3.5). Daha sonra, elde edilen yumurtalarin morfolojik
Ozellikleri Leica S8 marka mikroskop ile incelenerek yumurta birakan diginin tiir
teshisi yapilmis, tiir ayrimmi saglayan yumurta Ornekleri de fotograflanarak
bilgisayar ortamina aktarilmigtir. Ayrica, An. sacharovi tiiriiniin disi morfolojik
karakterleriyle kompleksin diger tiirlerinden ayrilabilmesi nedeniyle, laboratuvara
getirilen 6rnekler ayn1 zamanda morfolojik karakterleri agisindan da incelenmis ve
orneklerden An. sacharovi tiiriine ait olanlar diger Anopheles maculipennis
kompleksi tiirlerinden ayrilmustir.

il

Sekil 3.5. Ergin disilerin yumurtlatma kaplar1 ve birakilmig yumurtalar
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3.3.2. Diinya Saglik Orgiitii Insektisit Duyarlihk Testleri

Anopheles maculipennis kompleksi populasyonlarinin 6rneklendigi 5 lokaliteden
yakalanarak laboratuvar ortamina (% 70 + 5 nispi nem ve 26 = 2 °C) taginan ergin
disiler ile Diinya Saglhk Orgiitii tarafindan standardize edilmis (WHO, 1998) olan
insektisit duyarlilik testleri yapilmistir. Arastirmanin kdr {izerine olmasi nedeniyle
yapilan testlerde sadece kdr’nin gelistigi organoklorlu gruptan DDT (% 4),
piretroid gruptan da Deltametrin (% 0.025) ve Permetrin (% 0.75) insektisitleri i¢in
WHO tarafindan standart olarak hazirlanmis olan insektisit emdirilmis test
kagitlart kullanilmistir. Testlerin uygulanmasinda lokalitelerden elde edilen 6rnek
sayisina bagli olarak her insektisit ve kontrol tiipii i¢in test tiipiine 10 ya da 20
sivrisinek konulmustur (Sekil 3.6-3.9).

Sekil 3.6. Test tiiplerine drneklerin konulmasi

Sekil 3.7. DDT testi i¢in hazirlanmis test tiipleri
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Sekil 3.9. Test tiiplerinde insektisitli kagitlarda bekletilen (1 saat) drnekler

Her bir testin baslangic zamanindan sonraki 1. saat sonunda insektisit emdirilmis
kagitlarin bulundugu tiip boliimiine konulmus olan sivrisinekler dinlenme tiipiine
aktarilmiglar ve 1. saat sonundaki Oliim oranlar1 kaydedilmistir. Birinci saat
sonuglarinin  kaydedilmesinden sonra 24. saat sonunda dinlenme tiipiindeki
sivrisinekler yasayan ve dlen bireyler olarak iki gruba ayrilarak 24. saat sonundaki
% oliim oranlar1 hesaplanmistir. Benzer sekildeki kayitlar kontrol tiipleri igin de
tutulmus ve testler sonucunda 6len ya da canli kalan 6rnekler olacak sekilde iginde
% 95 etil alkol bulunan kiiciik kaplara aktarilarak etiketlenmis ve +4° C’de koruma
altina alinmustir.
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3.3.3. Anopheles maculipennis Kompleksi Orneklerinin Molekiiler Tiir Teshisi

Anopheles sacharovi tiirii gerek yumurta korionundaki o6zelliklerle gerekse de
ergin karakterleriyle Anopheles maculipennis kompleksinin diger tiirlerinden
ayrilabilse de arastirma bolgelerimizde varliklart bilinen An. maculipennis s.s ve
An. melanoon tiirleri (Simsek vd., 2011, Sevgili ve Simsek, 2012) morfolojik
ozellikleriyle tiir diizeyinde ayrilamamaktadir. Bu nedenle, 6zellikle de bu iki
tiriin dagilim yaptig1 bolgelerden yakalanarak insektisit testlerinde kullanilan
orneklerin molekiiler tiir teshislerinin de yapilmasi gerekmistir. Ayrica, diger
bolgelere gore daha az sayida Ornekle olsa da, sadece An. sacharovi
populasyonlarinin bulundugu belirlenmis olan bdlgelerden yakalanan 6rnekler igin
de molekiiler tiir teshisi yapilmistir. Boylece, hem klasik hem de molekiiler
yontemler kullanilarak yapilan tiir teshisleriyle insektisit direng testlerinden elde
edilecek sonuclarm giivenirligi saglanmistir. Molekiiler tiir teshislerinde
Palearktik’te dagilim gosteren Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinin
ayriminda kullanislt olan niikkleer rDNA ITS 2 boélgesine ait dizileri kullanilmigtir
(Marinucci vd., 1999; Linton vd., 2007). Bu amagla 6ncelikli olarak molekiiler tiir
teshisi yapilacak orneklerin DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Orneklerden genomik
DNA izolayonunda Invitrogen PureLink genomik DNA izolasyon kiti kullanilmis
ve izolasyonda asagida verilen protokol izlenmistir. + 4° C’de eppendorf tiiplerde
koruma altina alinmus olan 6rneklerden DNA’s1 izole edilecek olanlar kurutma
kagidi tizerinde alkoliiniin ugmast i¢in birka¢ dakika bekletilmigtir. Daha sonra
eppendorf tiiplere (1,5 ml’lik) alinarak {tizerine 180 pl PureLink genomik
parcalama tamponu eklenmis ve steril makas yardimiyla mekanik olarak
pargalanmistir. Elde edilen bu karigima 20 pl Proteinaz K (20 mg/ml) eklenmis ve
cok az vortekslenerek elde edilen karigim tiipii, 55°C’ye ayarlanmis sicak su
banyosuna yerlestirilerek par¢alanmanin saglanmasi i¢in 3 ile 5 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi tam olarak pargalanmamis biiyiikk doku
pargaciklarindan uzaklagtirmak i¢in ornekler maksimum hizda 3 dakika siireyle

santrifiijlenmistir ve slipernatant temiz bir eppendorf tiipe alinmustir.

Elde edilen iiriinlere, once 20 pl RNaz A (20 mg/ml) eklenmis, hafifce 2-3 saniye
vortekslenmis ve 2 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Daha sonra, 200 pl
genomik parcalama/baglama tamponu eklenerek elde edilen yeni iiriin
vortekslenmistir ve lizerine 200 pl % 96—100’luk etil alkol eklenerek tekrar hafifge
vortekslenmigtir.
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Parcalama ve homojenizasyon sonrasi elde edilen ve yaklasik olarak 640 pl olan
karigim, PureLink Genomik DNA kitinin toplama tiipii igerisindeki kolona
yiiklenmisgtir. Yiikleme yapilan kolon 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmis ve
DNA’nin kolona baglanmasi islemi gerceklestirilmistir. Kolonun altindaki
toplama tiipti yenisi ile degistirilmistir. Bu DNA bagli kolon, iizerine 6nce 500 pl
yikama tamponu 1 ekledikten sonra 10.000 g ‘de 1 dakika santrifiij edilmis, sonra
tekrar temiz bir tiipe almarak 500 pl yikama tamponu 2 eklenmis ve maksimum
hizda 3 dakika daha santrifiij edilmistir. Son asama olarak, kolona baglanan
DNA’y1 kolondan ayirmak igin kolona 50 pl yikama tamponu eklenerek oda
isisinda 1 dakika inkiibasyona birakilmig ve yeni bir tiip i¢ine alinarak maksimum
hizda 1 dakika santrifiij yapilmistir. DNA’y1 kolondan daha etkin bir sekilde
ayirmak icin bir kez daha 50 pl yikama tamponu eklenerek, oda 1sisinda tekrar 1
dakika inkiibasyona birakilmis ve ardindan maksimum hizda tekrar 1 dakika
santriflij yapilmis ve elde edilen DNA PZR reaksiyonunda kullanilmak tizere + 4
C’de saklanmastir.

Yukarida verilen protokol izlenerek elde edilen genomik DNA'lardan An.
maculipennis kompleksi tiirlerinin ayrilmasinda kullanilacak olan rDNA ITS 2
bolgesinin ¢ogaltilmasi yapilmigtir. Bu ¢aligmada, her bir 6rnege ait genomik
DNA'lar kullanilarak, ITS 2 bolgesi 28 SR 5'-ATGCTTAAATTTAGGGGGTA-3'
ve 58 SF 5-TGTGAACTGCAGGACACATG-3" primerleriyle (Collins ve
Paskewitz, 1996), Cizelge 3.2°de verilmis olan reaksiyon protokolii ve Cizelge
3.3’deki ¢alisma programi uygulanarak Eppendorf marka (Mastercycler) PZR
makinasinda ¢ogaltilmistir.

Cizelge 3.2. Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinin rDNA ITS 2 bolgesinin
PZR ile amplifikasyonunda kullanilan bilesenler

Kullanilan PZR reaksiyonu (25 pl) Kullanilan miktar (ul)

Buffer (10X) 25

MgCl; (25 mM) 13

2.5 mM dNTP Mix 2

Primer Forward (20 uM) 0.6

Primer Reverse (20 uM) 0.6

Taq Polimeraz (5 U/ pl) 0.13

Kalip DNA 1

Ddh20 (steril distile su) 16.87
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Cizelge 3.3. rDNA ITS 2 gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR

programi
Sicakhik Siire Reaksiyon Basamagi Dongii Sayis1
94° 5 dk Baslangig¢ denatiirasyonu
94° 45 sn Denatiirasyon
53¢ 45 sn Primer baglanma (Annealing) 30 DONGU
72° 45 sn Zincir uzama (Extension)
72° 10 dk Son uzama

3.3.4. Anopheles maculipennis Kompleksi Orneklerinin Vsscl Gen Bélgesinin

PZR Yontemiyle Cogaltilmasi

Anopheles maculipennis kompleksi orneklerinin Vsscl gen bolgelerinin PZR ile
amplifikasyonunda An. kdr R2 5> GAG GAT GAA CCG AAA TTG GAC 3’,
AgR—kdr 5> GCA AGG CTA AGA AAA GGT TAA GCA 3’ ve AgF—kdr 5 GAC
CAT GAT CTG CCA AGA TGG AAT 3’ primerleri kullanmilmistir (Syafruddin
vd., 2010). Orneklerinin Vsscl gen bolgeleri, Cizelge 3.4’de ve 3.5’de verilmis
olan reaksiyon protokolleri ve Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7°deki ¢aligma programlari
uygulanarak Eppendorf marka (Mastercycler) PZR makinasinda ¢ogaltilmustir.

Cizelge 3.4. Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinde kdr mutasyonunun

belirlenmesi i¢in yapilan 1. PZR reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenler

Kullanilan PCR reaksiyonu (25 pl) Kullanilan miktar (pl)

10X TagBuffer /Tampon 2,5
2.5 mM dNTP Mix 5

Primer Forward (AgF—kdr) (20 uM) 0.6
Primer Reverse (An. kdr R2) (20 uM) 0.6
Taq Polimeraz (5 U/ pl) 0.4
Kalip DNA 1

Ddh20 (steril distile su) 14.9
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Cizelge 3.5. Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinde kdr mutasyonunun
belirlenmesi igin yapilan 2. PZR reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenler

Kullanilan PCR reaksiyonu (25 pl) Kullanilan miktar (pl)

10X TaqgBuffer /Tampon 2,5
2.5 mM dNTP Mix 5

Primer Forward (AgF—kdr) (20 uM) 0.6
Primer Reverse (AgR—kdr) (20 uM) 0.6
Taq Polimeraz (5 U/ pl) 0.5
Kalip DNA 0.5
Ddh20 (steril distile su) 15.3

Cizelge 3.6. Vsscl gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan 1. PZR programi

Sicakhik Siire Reaksiyon Basamagi Dongii Sayisi
94° 5dk Baslangi¢ denatiirasyonu
94° 30 sn Denatiirasyon
47° 30 sn Primer Baglanma (Annealing) 1 DONGU
72° 1.5dk Zincir Uzama (Extension)
94° 30 sn Denatiirasyon
47° 30 sn Primer Baglanma (Annealing) | 29 DONGU
72° 1dk Zincir Uzama (Extension)
72° 1dk Son uzama

Cizelge 3.7. Vsscl gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan 2. PZR programi

Sicaklik Siire Reaksiyon Basamagi Dongii Sayisi
94° 5 dk Baslangi¢ denatiirasyonu
94° 30 sn Denatiirasyon
50° 30 sn Primer Baglanma (Annealing) 35 DONGU
72° 40 sn Zincir Uzama (Extension)
72° 5 dk Son uzama

Dizilerin analizlerinde, Gen Bankasi

AY533849 numarali Anopheles

maculipennis tiiriinin 160Me voltaj-duyarli sodyum kanalmin kismi olarak

cogaltilan dizisi, kdr mutasyonu i¢in elde ettigimiz dizilerle % 99 uyumlu
oldugundan referans dizi olarak kullanilmigtir (Djadid vd., 2005).
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3.3.5. Anopheles maculipennis Kompleksi Orneklerinden Ace-1 Gen
Bolgelerinin PZR Yontemiyle Cogaltilmasi

Anopheles maculipennis kompleksi orneklerinin Ace-1 gen bolgelerinin PZR ile
amplifikasyonunda, Ex3Ag F 5° GAT CGT GGA CAC CGT GTT CG 3’, Ex3Ag
R 57 AGG ATG GCC CGC TGG AAC AG 3’ primerleri kullanilmistir (Ahoua
Alou vd., 2010). Cizelge 3.8’de verilmis olan reaksiyon protokolii ve Cizelge
3.9°daki ¢alisma programi uygulanarak Eppendorf marka (Mastercycler) PZR
makinasinda ¢ogaltilmistir. Ace—1 gen bdlgesi i¢in elde edilen bant 555-560 bg
biiyiikliigiindedir.

Cizelge 3.8. Anopheles maculipennis kompleksi tiirlerinin Ace-1 gen bdlgesinin
PZR ile amplifikasyonunda kullanilan bilesenler

Kullanilan PCR reaksiyonu (25 pl) Kullamlan miktar (ul)
10X TagBuffer /Tampon 2,5

2.5 mM dNTP Mix 5

Primer Forward (20 pM) 0.5

Primer Reverse (20 uM) 0.5

Taqg Polimeraz (5 U/ ul) 0.2

Kalip DNA 2

Ddh20 (steril distile su) 14.3

Cizelge 3.9. Ace—1 gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR programi

Sicakhik Siire Reaksiyon Basamagi Dongii Sayis1
94° 5 dk Baslangi¢ denatiirasyonu
94° 30sn Denatiirasyon
62° 30sn Primer Baglanma (Annealing) 35 DONGU
72° 20 sn Zincir Uzama (Extension)
72° 5dk Son uzama

3.3.6. Ace—1 Gen Baélgesinin Alu 1 Restiriksiyon Enzimi ile Kesilmesi

Ace-1 gen bolgesindeki G119S mutasyonunun belirlenmesine yonelik yapilan
calismada, Alu 1 restiriksiyon enzimi (10 Unite/ul, BIORON, Cat No: 250101S)
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kullanilmigtir. Ace—1 gen bolgesinin ¢ogaltilmasi ile elde edilen PZR firiinleri Alu
1 enzimi igin iki kesim yerine (5 AG|CT 3’) sahiptir. Toplam 10 pl Ace-1 PZR
tirtinii i¢in Cizelge 3.10’da belirtilen reaksiyon karigimi uygulanmis, Ace—1 gen
bolgesi PZR iirtinleri Alu 1 restriksiyon enzimi ile kesim i¢in sirastyla 37°C’de 16
saat inkiibasyon, 65°C’de 20 dakika enzim aktivitesinin durdurulmasi
reaksiyonlarina tabi tutulmustur. Ace-1 gen bolgesi PZR iiriinlerinin Alu 1
restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucunda 236 bg, 89 bg ve 182 bg biiyiikliiglinde
kesim rtinleri olugmaktadir. PZR-RFLP drtinleri %1,5’luk agaroz jel
elektroforezi ile ayristirilmis ve elde edilen jel profilinde bantlarin sayisina

bakilarak bireylerin genotipleri saptanmustir.

Cizelge 3.10. Ace—1 geninin Alu 1 enzimi restriksiyon kesim reaksiyonu

Kullanilan PZR reaksiyonu (10 pl) Kullanilan miktar (pl)
10X Buffer /Tampon 1
BSA (10 mg/ml) 0.1
Alu 1 (10 units/ul) 0.25
dh20 (steril distile su) 1.65
PZR Uriinii 7

3.3.7. Ace-1 Geninin Kodladigi Amino asit Dizisinin Belirlenmesi I¢cin RNA
izolasyonu ve Elde edilen RNA’lardan cDNA Sentezi

Ace-1 gen bdlgesindeki G119S mutasyonunun belirlenmesine yonelik yapilan
caligmada, Alu 1 restiriksiyon enzimi kullanilarak kesim yapilmigtir. Enzim ile
kesim sonucunda bant profilinde mutasyon olmasi durumunda meydana gelecek
amino asit degisikliginin tespiti i¢in Ace—1 genine ait bolgenin kodladigi amino
asit dizisinin bilinmesi gerekmektedir. Bu amagla, DDT insektisiti kullanilarak
gergeklestirilmis WHO’nun insektisit duyarlilik testinin 24 saatlik siiresinin
sonunda yasayanlardan 3 ve dlenlerden 3 olmak iizere toplamda 6 sivrisinekten iki
grup olusturularak her gruptan ayri ayri RNA izolasyonlan gerceklestirilmistir.
RNA izolasyonlarinda Qiagen/RNeasy Mini kit kullanilmig ve bu kit i¢in izlenen

yontemin agamalari asagida verilmistir:

1. Sivrisinekler ig¢inde 350 pl RLT tampon eklenmis eppendorf tiiplere
aktarilmigtir. Bir pargalayict (pestle) yardimiyla miimkiin oldugu kadar
par¢alanmig ve bir siringa yardimiyla, 6 kez g¢ek-al yapilarak homojen hale

gelmeleri saglanmusgtir.
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2. Elde edilen karisim maksimum hizda 3 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant yeni

bir eppendorf tiipe alinmugtir.

3. Siipernatantin alindigi yeni eppendorf tiipiine 350 ul %70’lik ethanol eklenmis,
hizlica birkag kez pipetlenmistir.

4. Yaklagik 650 — 700 ul olan karisim, toplama kolonuna aktarilmig, 10.000
rpm’de 15 sn santrifiij edilmis ve altta kalan s1v1 kisim uzaklagtirilmistir.

5. Tiipe 700 pul RW1 tamponu eklenmis, 10.000 rpm’de 15 sn santrifiijlenmis ve

altta kalan s1v1 kisim uzaklastirilmistir.

6. Tiipe 500 pl RPE tamponu eklenmis, 10.000 rpm’de 15 sn santrifiijlenmis ve

altta kalan s1vi kisim uzaklastirilmistir.
7. Yine 500 pl RPE tamponu eklenmis ve 10.000 rpm’de 2 dk santrifiijlenmistir.

8. Kolon yeni bir eppendorf tiipiine alinmis ve herhangi bir sey eklenmeden alkolii

tamamen uzaklastirmak i¢in maksimum hizda 1 dk santrifiijlenmistir.

9. Kolon RNA izolasyon kitinde bulunan 1.5 ml’lik toplama tliptine alinmistir, 20
ul RNase icermeyen distile su kolonun tam ortasina aktarilarak 10.000 rpm’de 1
dk santrifiijlenmistir. Bu iglem bir kez daha tekrarlanmis ve eger izole edilen RNA
hemen kullanilmayacaksa — 20°C’de saklanmustir.

Elde edilen RNA’larin goriintiilenmesi i¢in RNA jeli hazirlanmigtir. 100 ml RNA
jeli hazirlanirken 72 ml distile su i¢inde 1 gr agaroz eklenerek mikrodalga firinda
¢Ozdiiriildiikten sonra 60°C’ye kadar sogutulmustur. Daha sonra i¢ine 10 ml 10X
MOPS vyiiritme tamponu ve 18 ml % 37’lik formaldehit ilave edilmistir ve
hazirlanan bu karisim igine uygun tarak yerlestirilerek, jel tablasina katilasmasi
icin dokilmiistir. Son olarak jel tank igerisine alinmig, iizerini birkag mm
kapatacak kadar 1X MOPS ilave edilerek, kuyucuga 3 pl 6X yiikleme tamponu ile
birlikte karistirilmis olan iiriin yiiklenmis ve 50 mV’da yiirtitiilmiistiir.

Total RNA’dan mRNA’nin secilmesi i¢in, elde edilen RNA kalip olarak
kullanilarak RT-PZR yontemiyle komplementer DNA (cDNA) elde edilmistir. Bu
reaksiyon i¢in kullanilan bilesenler Cizelge 3.11°de verilmistir. Hazirlanan
reaksiyon karigimi1 Eppendorf marka PZR cihazinda sirasiyla 25° 10 dk, 48° 30 dk
ve 95° 5 dk’lik ¢alisma programina tabi tutulmustur. Elde edilen ¢cDNA, Cizelge
3.9’da belirtilen Ace-1 gen bdlgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR
programi uygulanarak ¢ogaltilmistir.
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Cizelge 3.11. cDNA sentezi icin kullanilan master mix bilesenleri ve

konsantrasyonlari

Kullanilan PZR reaksiyonu (50 pl) | Kullanilan miktar (pl)
10X Buffer /Tampon 5

2.5 mM dNTP Mix 10

MgCl, (25 mM) 11

Random Hekzamer 1.25

Oligo d(T) 1.25

RNase inhibitor 1

Reverse Transkriptaz 14.3

RNase igermeyen distile su 19.25

3.3.8. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforeziyle Kalitesinin incelenmesi ve
Goriintiilenmesi

Elde edilen rDNA ITS 2 gen bolgesi, Vsscl gen bolgesi, Ace-1 gen bolgesine ait
PZR iirtinleri kalite ve biiyiikliiklerinin kontrolii amaciyla hazirlanmis agaroz jelde

elektroforez yapilmistir. Bu islem i¢in agsagidaki asamalar izlenmistir:

1. Kullanilan tanka gore, %1,5’luk (w/v) jel hazirlanirken 1,5 gr agaroz (Sigma)
100 ml 1X TBE tamponu ( 500 ml: 54 g Tris — base (Sigma ), 27,5 g Borik asit
(AppliChem), 1,7 g Na,EDTA, pH: 8.0 ) igerisinde mikrodalga firinda (Premier
marka) eritildikten sonra, 50°C’ye kadar sogutulmustur.

2. Hazirlanan homojen karigima 5 pl SafeView™ Classic (Applied Biological
Materials,Inc.) eklenerek iyice karigtirilmis ve i¢inde hava kabarcigi kalmayacak
sekilde uygun tarak yerlestirilmis olan jel kabina dokiilmiis ve polimerlesmesi
beklenmistir. Yaklagik yarim saat sonra tamamen polimerlesen jel igerisinde 1X
TBE bulunan elektroforez tankina (Thermo EC Midicell Primo TM EC330)
yerlestirilmistir.

3. Jelde yiiritiilecek olan 6rneklerden 5 pl alinarak 3 pl 6X yiikleme tamponu
(%50 gliserol, 0,1M EDTA, % 1 SDS, % 0,1 bromfenol mavisi, % 0,1 ksilen
siyanol) ile karistirtlmistir. Hazirlanmisg olan jelin ilk kuyucuguna 3 ul 6X
yiikleme tamponu ve BioLabs marka (Quick-Load 50 b¢ #NO473G) 2 ul DNA
biiyiikliik belirteci (sirastyla 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550,
600, 650, 700, 800, 900, 1000 b¢ pargalar icermektedir) yiiklenmis, daha sonra
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sirayla her bir kuyucuga yine 3 pl 6X yiikleme tamponu ile birlikte karigtirilmis
olan PZR {irlinii yliklenmistir.

4. Elektroforez, 50 mA’de 1 saat ¢aligtirilmig ve ayirim sonucundaki jel goriintiisii

Vilbert Lourmat goriintiileme sistemi ile goriintiilenmis ve fotograflanmistir.

Gorlintiileme sonucunda ITS 2, Vsscl, Ace-1 gen bolgesi {iriinlerinde
konsantrasyon, kontaminasyon (RNA, protein) ve degredasyon ile ilgili fikir
edinilmis ve herhangi bir 6zgiil olmayan bant gozlemlenmemesi sonucunda PZR
iriinii dogrudan Gen Elute PZR saflastirma kiti (SIGMA) kullanilarak

temizlenmistir.
3.3.9. PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi islemi

Agaroz jelde ylriitiilerek goriintiilenen iiriinlerden tek ve dogru biiyiikliikte bant
veren PZR iriinleri SIGMA GenElute PCR Clean—Up kit (#NA120) kullanilarak
saflagtirllmigtir.  Bu islem sirasinda dretici tarafindan verilen protokol

uygulanmustir.

1. PZR fiirlinlerini dizi analizi dncesi temizlemek igin ilk olarak kit i¢inde verilmis
olan “toplama tiipii’ne GenElute Miniprep baglanma kolonu yerlestirilmis ve her
bir kolona 500 ul “kolon hazirlik ¢ozeltisi” eklenerek 12.000 g’de yaklagik 45
saniye santrifiij edilmistir. Bu basamak DNA’nin membrana daha iyi baglanmasini
saglamak amaciyla gergeklestirilmistir.

2. Saflasgtirilacak olan PZR iirlinii 5 kati “yilikleme ¢ozeltisi” ile karistirilarak
kolona yiiklenmistir ve kolon maksimum hizda (12.000-16.000 g) 1 dakika
santrifiijlenmistir. Toplama tlipiinde biriken siv1 dokiilerek kolon tekrar tiipe
yerlestirilmistir.

3. 500 ul “yikama c¢ozeltisi” kolona eklenmistir ve tekrar maksimum hizda 1
dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra tekrar kolonun altinda dipte kalan sivi

kisim uzaklastirilmistir.

4. Kolonda kalabilecek etanolii tamamen uzaklastirmak i¢in de kolon tekrar
maksimum hizda 2 dakika hicbir ek “yikama soliisyonu” ilave edilmeksizin
santrifiijlenmistir. Yine kolonun altinda dipte kalan s1v1 kisim uzaklastirilmistir.
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5. Kolona baglanan PZR iiriiniinii elde etmek i¢in kolonlar kitle beraber verilen
yeni toplama tiiplerine aktarilmig ve kolonun merkezine gelecek sekilde 50 pl
eliisyon c¢ozeltisi” her birine eklenmigtir. DNA’nin  ¢dziinmesi i¢in oda
sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra maksimum hizda 1 dakika

santrifiij edilmistir.

6. Sonug olarak kolona baglanmig DNA kolondan ayrilarak alttaki toplama tiipii

icerisine alinmis ve geri kazanilmstir.

Saflagtirma isleminden sonra elde edilen PZR iirlinleri kalitesini saptamak igin
tekrar agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Spesifik olmayan bantlar ve

primer dimerlerinin gézlemlenmedigi 6rnekler dizi analizine hazirlanmistir.

3.3.10. rDNA ITS 2, Vsscl ve Ace-1 Bolgesine Ait DNA Dizi Verilerinin Elde
Edilmesi ve Analizi

Saflastirilmis tDNA ITS 2 gen bdlgesi, Vsscl gen bolgesi, Ace-1 gen bdlgesine ait
PZR iiriinleri ve primerler dizi analizi icin Macrogen (Seul/Giiney Kore) adli
firmaya gonderilmistir. Burada sekans reaksiyonu i¢in BigDye Terminaor Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanilmis ve dizi {iriinleri ABI 3730XL
kapilla otomatik sekans aletinde yiiriitiilerek verileri elde edilmistir. Hem her iki
gen bolgesi i¢in hem de caligilan TDNA ITS 2 genom bolgesi hem ileri (forward)
hem de tersine (reverse) PZR primerleri ile dizilenmigtir. Elde edilen ham diziler
BioEdit 7.0.9.0 (Hall, 1999) programi kullanilarak
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) her bir birey i¢in ayr1 ayri

degerlendirilmistir. Bu islem sirasinda her bir verideki her bir baz dikkatle kontrol
edilmistir. Ozellikle primer baglanma bélgelerinde olusabilecek yanlis baz
okumalarina kars1 kromatogramlarda yapilan dizilerdeki hatalar diizeltilmis ve
fazla uzamadan kaynaklanan 3’uglardaki fazlaliklar esitlenerek eldeki ham veriler
kullanilabilir hale getirilmistir. Daha sonra elde edilen her DNA dizisi fasta
formatinda kaydedilip http://www.ncbi.nlm.nih.gov web sitesi {izerinden

GenBank’ta bulunan dizilerle karsilastirilmis ve GenBank’ta en yiiksek benzerlik
gosteren diziler segilerek BioEdit programinda ClustalW coklu esleme yontemi ile
elde ettigimiz dizilerle birlikte analize alinmis, benzerlik oranlar1 ve baz
kompozisyonlari ortaya konulmustur. Okunmayan veya yanlis okunan niikleotidler
gozle kontrol edilerek diizeltilmistir.


http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bıoedit.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4. BULGULAR
4. 1. Anopheles maculipennis Kompleksi Populasyon Ornekleri

Akdeniz ve Ege bolgeleri kapsaminda Anopheles maculipennis kompleksi
populasyonlarinin 6rneklemeleri i¢in belirlenmis olan 5 lokalitede ahir ya da
evlerden agiz aspiratorleri araciligiyla Anopheles maculipennis kompleksi
tiirlerinin disi 6rnekleri yakalanmistir. Ornekleme ¢aligmalar1 2011-2012 yillarmin
Temmuz-Ekim aylarinda yapilmis olup, elde edilen orneklerin lokalitelere gore
dagilimi Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Anopheles maculipennis kompleksi populasyonlarindan elde edilen

orneklerin lokalitelere gére dagilimi

Bolge No | Lokalite Disi Ornek Sayis1 g:;lle;:leme
Aydin 1 Tuzburgazi 157 15.9. 2012
[zmir 2 Belevi 116 12. 8. 2012
Mugla 3 Dalaman 373 20.7.2011
Burdur 4 Uylupmar 264 12.8. 2011
Isparta 5 Gelendost 126 6. 10. 2012

4.2. Anopheles maculipennis Kompleksi Yumurtalarimin incelenmesi

Anopheles maculipennis kompleksi populasyon Orneklemelerinin yapildigi
lokalitelerden canli olarak labarotuvara getirilen 205 disinin yumurta birakmasi
saglanmistir. Birakilan yumurtalarin mikroskopla incelenerek fotograflanmasi
sonucunda lokalitelere gore dagilimlari farkli olan 3 yumurta tipi belirlenmistir.
Yumurtalardaki yiizge¢ yapisi, desen sekli, bantlanmanin olup olmamasi gibi
karakterlerin degerlendirmesi sonucunda Anopheles maculipennis kompleksi
Orneklerinin, An. melanoon (Sekil 4.1), An. maculipennis s.s. (Sekil 4.2) ve An.
sacharovi (Sekil 4.3) tirlerine ait oldugu tespit edilmistir. Degerlendimeler
sonucunda temel olarak 3 farkli karaktere sahip yumurta tipi belirlenmis olmakla
birlikte, An. maculipennis kompleksi tiirlerinden sadece An. sacharovi tiirii igin
giivenilir bir teshis yapilabilmistir. An. melanoon ve An. maculipennis s.s.
tirlerinin  6rnekleme lokalitelerindeki dagilimlar1 konusunda da bir 6n

degerlendirme yapilmasini saglamistir.
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Sekil 4.1. Anopheles melanoon yumurtalari

Sekil 4.2. Anopheles maculipennis s.s. yumurtalari

Sekil 4.3. Anopheles sacharovi yumurtalari
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4.3. Insektisit Duyarhlik Testleri

Laboratuvar ortaminda Uylupinar, Gelendost, Kapikargin, Tuzburgaz ve Belevi
lokalitelerinden &rneklenen Anopheles maculipennis kompleksi populasyonlarina
ait toplam 510 disi birey kullanilarak WHO’nun (1998) insektisit duyarlilik testleri
gerceklestirilmis ve populasyonlarinin duyarlilik ya da direngliligi icin de
WHO’nun test sonuglarini degerlendirme kriterleri uygulanmistir. Bu kriterlere
gore bir populasyonda test sonuclar1 {i¢ farkli durumu gostermektedir: 1) Test
sonuclarinda 6liim orant % 98-% 100 arasinda ise, o populasyonun test yapilan
insektisite karst duyarli oldugu; 2) Oliim oran1 % 80-% 97 arasinda ise,
dogrulugunun teyit edilmesi gereken diren¢ durumunu; 3) % 80’in altinda elde
edilen bir 6lim oram1 da, o populasyonun direngli oldugunu gdstermektedir.
Ancak, optimum kosullarda yapilan bir test, her bir insektisit i¢in 100 bireyden az
ornekle gerceklestirilmisse olim orant % 95’in altinda bulunsa bile, bu
populasyonu direngli olarak degerlendirilmesi uygun olmamaktadir (WHO, 1998).

Yapilan duyarlilik testlerinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de verilmis olup,
Uylupmnar lokalitesi i¢in yapilan testlerde toplamda 120 ornek kullanilmustir
(DDT: 30 6rnek, Permetrin: 30 6rnek, Deltametrin: 30 6rnek, Kontrol-OC: 20,
Kontrol-PY: 10). Test sonuglarina gére, 6liim oranlart DDT’de % 57, Permetrinde
% 87, Deltametrinde ise % 97 olarak bulunmustur. WHO’nun degerlendirme
kriterlerine gore, Uylupinar lokalitesi populasyonunda her ii¢ insektisit i¢in de
direngli bireyler vardir.

Gelendost lokalitesi i¢in yapilan testlerde 140 6rnek kullanilmistir (DDT: 30
ornek, Permetrin: 30 6rnek, Deltametrin: 30 6rnek, Kontrol-OC: 30, Kontrol-PY:
20). Bu bolge i¢in elde edilen test sonuglarina gore 6liim oranlart DDT’de % 70,
Permetrinde % 100, Deltametrinde ise % 97 olarak bulunmustur.

Kapikargin lokalitesi i¢in gerceklestirilen testlerde toplamda 140 6rnek kullanilmig
(DDT: 40 6rnek, Permetrin: 40 6rnek, Deltametrin: 20 6rnek, Kontrol — OC: 20,
Kontrol — PY: 20) ve testler sonucunda, DDT ig¢in 6liim oran1 % 65, Permetrin i¢in
%95 ve Deltametrin i¢in % 100 olarak belirlenmistir.

Testleri yapilan Belevi ve Tuzburgazi lokaliteleri populasyonlarina ait sonuglar
Cizelge 4.2°de verilmistir.



Cizelge 4.2. WHO’nun standart insektisit duyarlilik testleri sonuglari (PY: Piretroid, OC: Organoklorlu).
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Belevi 20| 2 | 18|10 1] 9 0] 1 [9]10] 10 10 | 0
% Oliim % 90 % 90 % 90 %0 %0
Tuzburgam | 10 | 6 | 4 [ 10 | 2 [ 8 |10 2 | 8| 10] 10 | o0 10 | 0
% Oliim % 40 % 80 % 80 %0 %0
Kapikargm | 40 | 14 | 26 | 20 | 0 | 20 | 40| 2 [3 ]2 | 20 | 0 20 | 0
% Oliim % 65 % 100 % 95 %0 %0
Gelendost | 30 | 9 [ 21 [ 30 [ 1 | 29 [ 30| o [3 | 20| 20 | 0 30 | 0
% Oliim % 70 % 97 % 100 %0 %0
Uylupmar | 30 | 13 | 17 [ 30 | 1 | 29 | 30 | 4 |26 10 [ 10 | 0O 20 | 0
% Oliim % 57 % 97 % 87 %0 %0
Toplam | 130 | 44 | 8 | 100 | 5 | 95 | 120 | 9 |111| 70 | 70 90
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4.4. Genomik DNA izolasyonu

Insektisit duyarlilik testleri yapildiktan sonra laboratuvar ortaminda % 95°lik etil
alkolde +4°C’de koruma altina almmis olan Orneklerden genomik DNA
izolasyonlar1 yapilmistir. Belevi lokalitesi i¢in 15 disi bireyden, Tuzburgazi igin
16, Kapikargin i¢in 46, Gelendost i¢in 22 ve Uylupnar lokalitesi i¢in 46 disiden
olmak {tizere toplam da 145 disinin DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. DNA
izolasyonu yapilan Kapikargin Orneklerine ait jel goriintlisii, Sekil 4.4’de

verilmistir.

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

24 25 26 27 28 29 30

Sekil 4.4. Kapikargin koyii lokalitesi 6rneklerine ait DNA’larin jel goriintiisii

4.5. Anopheles maculipennis Kompleksi Orneklerinin Molekiiler Tiir
Teshisi

Insektisit duyarlilik testleri gergeklestirildikten sonra DNA izolasyonu yapilmis
orneklerin tir bazinda ayriminda ITS 2 sekanslarindaki farkliliklar temeline
dayanan yontem kullanilarak tiir teshisleri gergeklestirilmigtir. Niikleer DNA’dan
cogaltilan PZR dirlinlerinin (ITS2 bolgesi) %1,5’luk agaroz jelde elektroforezi
yapilmig ve goriintiilenerek analiz igin hazir hale getirilmistir (Sekil 4.5).
Orneklemeleri yapilan bes populasyondan toplamda 75 adet &rnegin ITS 2 bolgesi
cogaltilarak dizileri elde edilmistir (Cizelge 4.3).

Disi bireylerden elde edilen ITS 2 bdlgelerine ait dizileri GenBank’taki An.
maculipennis kompleksi tiirleri i¢in mevcut olan diger dizilerle karsilagtirilmig ve
her bir dizi i¢in tiir teshisleri yapilmigtir. Calismamizda elde ettigimiz dizilerden
49 (% 66)unun, An. sacharovi tiirii i¢in Gen Bankasi’nda kaydedilmis olan
HQ878035 (Simsek vd., 2011), AY8422515 (Djadid vd., 2007) dizileriyle, 14 (%
18,42)’tintin, An. maculipennis s.s. tiiriine ait HQ877939 (Simsek vd., 2011) ve
FJ210877 (Azari-Hamidian vd., 2009) dizileriyle ve 12 (% 15,78)’sinin de, An.
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melanoon tiirli i¢in kaydedilmis olan AJ224330 (Marinucci vd., 1999) ve
AF452389 (Linton vd., 2007) dizileriyle % 100 uyumlu oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.6). Molekiiler analizleri yapilan 75 Ornegimize ait dizi sonuglar
degerlendirildiginde, ITS 2 bolgesinin uzunlugu ya da kompozisyonu bakimindan
tiir i¢i varyasyon da tespit edilmemistir.

Sekil 4.5. Uylupinar lokalitesi 6rneklerinden elde edilen ITS 2 bolgesi PZR
iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii 1. Fermentas Gen Ruler Low Range
DNA Ladder. 2. Belevi bolgesi 6rnegine ait ITS 2 PZR iriinii 3. Belevi bolgesi
ornegine ait ITS 2 PZR {irtinii 4. Tuzburgazi bdlgesi 6rnegine ait ITS 2 PZR {iriinit
5. Gelendost bolgesi 6rnegine ait ITS 2 PZR iiriinii 6. Uylupinar bolgesi drnegine
ait ITS 2 PZR {irtinii 7. Uylupinar kodlu 6rnege ait ITS 2 PZR triinii 8. Kapikargin
bolgesi ornegine ait ITS 2 PZR driinii 9. Kapikargin bdlgesi ornegine ait 1TS 2
PZR iirtinii 10. Reaksiyonun kontrolii amaciyla DNA yerine steril distile su igeren
PZR iiriinii. Bantlar ladder ile karsilastirildiginda 400 ile 500 bg arasinda oldugu
gorilmektedir.

Cizelge 4.3. Lokalitelere gore Anopheles maculipennis kompleksi 6rneklerinin
molekiiler tiir teshisi

Lokalite Elde edilen Molekiiler teshisi yapilan tiir
ITS 2dizisi | An sacharovi | An. maculipennis | An. melanonn
Belevi 5 5 - .
Tuzburgazn 5 5 - -
Kapikargin 5 5 - -
Gelendost 21 5 - 5
Uylupiar 39 29 Z :
TOPLAM 75 49 7 >
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Sekil 4.6. ITS 2 bolgesi dizilerine gore belirlenen tiirlerin oranlari
4.6. Vsscl Geninde Kdr Mutasyonunun Belirlenmesi

Vsscl geninde kdr mutasyonunun belirlenmesi amaciyla duyarlilik testleri sonucu
her bélgeden hem canli hem 6lii 6rneklerden segilerek toplamda 106 6rnek igin
PZR reaksiyonlar1 gergeklestirilmis, elde edilen driinlerin agaroz jel
elektroforezinde goriintiilemeleri yapilmistir (Sekil 4.7-4.8).

Sekil 4.7. Kdr mutasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan 1. PZR iiriinlerinin jel
gorlintiisi
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Sekil 4.8. Kdr mutasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan 2. PZR iiriinlerinin jel
goruntisii

Griintiilenmesi yapilan 106 PZR fdriiniin Vsscl geninde kdr mutasyonunun
belirlenmesi amaciyla diziler elde edilmistir. Ancak, elde edilen dizilerden 9’u
mutasyon taramasi i¢in uygun olmadigindan degerlendirme igin Vsscl genine ait
toplamda 97 dizi analizlerde kullanilmistir (Cizelge 4.4) ve dizilerin amino asit
genotip dagilimi belirlenmistir (Cizelge 4.5-4.6).

Cizelge 4.4. Kdr mutasyonunun belirlenmesi i¢in gerceklestirilen reaksiyonlarin
lokalitelere gore dagilimi

5 Tiir
Lokalite Ornek . . .
sayisi An. sacharovi | An. maculipennis An. melanonn
Belevi 15 5
Tuzburgazi 16 5
Kapikargin 25 5
Gelendost 15 5 4 6
Uylupinar 35 24 5 3
TOPLAM 106 44 9 9

Cizelge 4.5. Vsscl geninde kdr mutasyonu yoniinden belirlenen genotip dagilimi
(TTG — Losin, TCG — Serin, T (T/C) G— L&sin /Serin Heterozigot)

Insektisit TTG TT/CG TCG
DDT 23 18 1
Deltametrin 16 9

Permetrin 15 9 1
TOPLAM 59 36 2
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Cizelge 4.6. Vsscl geninde kdr mutasyonu yoniinden belirlenen genotiplerin
lokalitelere gore dagilimi (TTG — Losin, TCG — Serin, T (T/C) G— Losin
/Serin Heterozigot)

Genotipler
Lokalite TTG T(T/C)G TCG
Canh | Oli | Canh | Olii | Canh | Olii
Belevi 3 8 1 3
Tuzburgazi 3 5 5 1 1
Kapikargin 13 7 5 0
Gelendost 0 2 5 8
Uylupinar 13 5 2 6 1
TOPLAM 32 27 18 18 2

An. maculipennis kompleksi 6rneginden sadece Tuzburgazi lokalitesindeki bir An.
sacharovi drneginde ve Uylupinar lokalitesindeki bir An. sacharovi 6rneginde kdr
mutasyonu ile iligkili olan 1014.pozisyonunda serin amino asidi tespit edilmistir.
1014. pozisyonunda, Losin amino asidini tagidigi belirlenen 59 dizinin énemli bir
kismi Kapikargin ve Uylupinar lokalitesine ait orneklerde bulunmustur.
Heterozigot polimorfizm gosteren diziler ise en daha ¢ok Gelendost lokalitesi
orneklerinden elde edilmistir.

Kdr mutasyonuna sahip, mutasyonsuz ya da heterozigot 6rneklere ait dizilerin
kodladig1 amino asitlere ait veriler ile Gen Bankast AY533849 numarali referans
dizi Cizelge 4.7’de verilmistir.

4.7. Ace-1 Genindeki Ace Mutasyonunun Belirlenmesi

Ace-1 geninde direng gelisimine sebep olan mutasyonunun belirlenmesi amaciyla
5 populasyondan toplamda 144 6rneginin Ace—1 gen bolgesi PZR reaksiyonlari ile
gogaltilmis ve 550-600 bg¢ biyiikligiinde triinler elde edilmis ve agaroz jel
elektroforezinde goriintiilemeleri yapilmistir. (Sekil 4.9). Lokalitelere gore yapilan
ornek sayilar1 Cizelge 4.8’de verilmistir. Daha sonra elde edilen PZR iiriinleri Alu

1 restiriksiyon enzimi ile kesim i¢in hazirlanmigtir.



Cizelge 4.7. Kdr mutasyonunun belirlenmesine yonelik dizi analizi sonucu 1014. pozisyondaki amino asit degisiklikleri (1014.
pozisyona karsilik gelen kodonlar ¢erceve iginde gdsterilmistir)

n Tahsanvican | ! " ] X ® % ) n 0 ) 100 "
o rssxmuxurereccurccuccr\.crrccrsucu'ru'rcnrccce‘r‘ncncnmcuccsnoruuccm GTGGTAAGTATCCOGACACETCAT
maculipennis | (AYS33849) | 'w wEeEEN S WS W D3 C EMEEENVSCGDWNE S C BN P P P EMA T SEER T REE
AN | Gelendost | TOGATTGAATCGATGTGGGACTGCATCTCITGOTGATOTATCATETATCCCGTIC TTCTTAGCTACCGTAGTAA TAGG AMACTT R TG TAAG TAAC CGLACGTCG T
maculipennis W BTN S B W DN C ENENERVEG-SDINE S C B P P P EEA T S E R
An. Uylupinar rusxmumsucrscsxcrscu'scrcencc‘rsuorucarcurcccs‘mncnmcucccns‘runccm GTG6TAAGTAACCGGCACETCETL
melanoon ‘W STNEEE S ENN W NDN C BNRENVIGEDMNG S CEmP F PEHEA T S UNJ P FHINVEEN
An. Torboreas | TGGATTGANTCGATGTGRGACTGCATGCTCGTTGETGATGTATCATG TATCCCOTICT TCTTAGCTACCGTAGTAATAGG AL TCGETGETARGTALCCE
sacharovi & U ST S BNE W BDN C EGTDNNE S C B P P FEMA T 5
An. T TGGATTGA.AT(.GATGTGGGACTGCATGCTCGTTGGTGATGTAT(.ATGTATCCCGTTCTTCTTAGCTACCGTAGTAATAGGAAA e TGGTAAGTAACCG
sacharovi P W ETNNEN S BME W ED C CHEEP F FEEXIT
An. Uyluplnar TTGAATCGATGTGGGACTGCATGCTCGTTGGTGATGTATCATGTATCCCGTTCTTCTTAGCTACCGTAGTAATAGGAAAC_GTAAGTAACC
sacharovi
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Sekil 4.9. Ace-1 geninden elde edilen PZR firiinlerinin agaroz jel elektroforezi
goruntiisu

Cizelge 4.8. Ace mutasyonunun belirlenmesi i¢in gergeklestirilen reaksiyonlarin
lokalitelere gore dagilimi

Lokalite Ornek sayist
Belevi 14
Tuzburgaz 16
Kapikargin 46
Gelendost 22
Uylupimnar 46

ITS 2 gen bolgesi ¢ogaltilarak elde edilen sekans sonuglarna goére An.
maculipennis kompleksi igindeki her 3 tiirden 2’ser 6rnek i¢in tiir bazinda Ace—1
gen bolgesine ait sekans dizilerinin elde edilmesi i¢in PZR reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. Bu, Alu 1 enzimi ile restriksiyon kesim reaksiyonu sonucu
mutasyon goriilen birey elde edilirse sekans dizileri ile elde edilen sonuglari
karsilagtirarak tiir bazinda meydana gelen degisimleri belirlemek amaglh

gergeklestirilmistir.
4.8. Ace-1 Geninin Alu 1 Enzimi ile Kesimi

Ace-1 gen bolgesinin, 555/560 bg¢ bilyiikliigindeki PZR iirGnlerinden, G119S
mutasyonunun saptanmast i¢in toplamda 107 6rnek, bu bolgelerde tanima dizisine
sahip olan Alu 1 restriksiyon enzimi ile kesilmis ve %1,5’luk agaroz jel
elektroforezinde yiriitilerek bant biiyiikliikleri belirlenmistir (Sekil 4.10). Kesimi
yapilan PZR iiriinlerinin lokalitelere gore dagilimi Cizelge 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Alu 1 enzimi ile gerceklestirilen kesim reaksiyonlarinin lokalitelere
gore dagilimi

Belevi 13
Tuzburgazi 15
Kapikargin 37
Gelendost 15
Uylupmar 27

Calistigimiz An. maculipennis kompleksi tiyelerinin Ace—1 gen bolgelerinin kismi
olarak c¢ogaltilan dizilerinde, Alu 1 enziminin kesim yapabilecegi iki bolge
bulunmaktadir. Alu 1 enzimi ile yaklasik 560 b¢ uzunlugundaki 107 6rnege ait
dizilerin kesimi sonucunda, herhangi bir mutasyon goriilmeyen bir bireyde
yaklasik 240, 85 ve 100 b¢ uzunlugunda 3 bant profili elde edilmistir. Dolayisiyla,
analizleri yapilan lokalitelerin hi¢birinde, Ace—1 gen bolgesinde mutasyon tasiyan

ornek bulunamamastir.

S00 be

2=0 bge -

Sekil 4.10. Alu 1 enzimi ile yapilan RFLP reaksiyonu sonucu elde edilen kesim
sonuglar1 1. BioLabs marka DNA Ladder 2. Uylupinar lokalitesine ait
Ornegin PZR tirtinii 3. Gelendost lokalitesine ait 6rnegin kesim triinii 4.
Kapikargin lokalitesine ait 6rnegin kesim iriinii 5. Belevi lokalitesine ait
ornegin kesim tiriinii 6. Tuzburgazi lokalitesine ait 6rnegin kesim tiriinii
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5. TARTISMA VE SONUC

Sivrisinekler, bulasici hastaliklara vektorliik yapan canlilar arasinda biyolojik
potansiyelleri en yiliksek olanlardir (Alten ve Caglar, 1998). Sivrisineklerle
miicadelede ¢esitli yontemler bulunmasina ragmen, etkilerinin hizli olmasi,
mevcut problemi kisa siirede ¢ozebilmeleri, lokal ¢oziimler saglayabilmeleri gibi
avantajlar1  sebebiyle kimyasal kontrol yontemleri agirlikli olarak tercih
edilmektedir. Genel olarak da, sitma ve diger vektdr kokenli hastaliklarla
miicadelede insektisitlerin kullanim1 en etkili ve ekonomik yontem olarak kabul
edilmektedir (Rivero vd., 2010). Ancak insektisitlerin bu 6zelliklerinden dolay1
yogun sekilde kullanilmalartyla bu bilesenlere karsi bircok vektdr tiirde cesitli
direng¢ mekanizmalar1 geligsmistir. Bu diren¢ mekanizmalari, insektisit—temelli
miicadele programlarmin etkinligine gore olduk¢a degismektedir. Pestisit
direncinin zararli kontroliinde en 6nemli sorunu olusturdugu giiniimiizde direng
yOnetim programlariin gelistirilmesi amaciyla, zararli populasyonlarindaki direng
olusum mekanizmalarinin ve direngli—-duyarli genotiplerin uyumsal farkliliklarinin
aragtirilmas1 biiylik 6nem tasimaktadir. Farkli genotiplerin uyumsal o6zellikleri,
cesitli cevresel kosullar altinda bu genotiplerin populasyonlarindaki frekansini
dogrudan  etkilemektedir. Bu nedenle direngli  genotiplerin  zararh
populasyonlarindaki yayilim hizin1 6nceden tespit etmek igin bu ozelliklerin
arastirilmasi  gerekmektedir (Kuyucu, 2007). Mevcut diren¢ mekanizmalarinin
bilinmesi vektor kontrol programlarinda insektisit kullaniminda yol gosterici bir
rol oynamaktadir. insektisit direncinin karakterizasyonu, hedef bdcegin gevresel
degisimlere adaptasyon siiresindeki evrimsel isleyis hakkinda veri elde edilmesini
saglayacaktir. Bu dogrultuda planlanan bu Yiiksek Lisans Tez c¢aligmasinda,
iilkemizin Akdeniz ve Ege bolgelerinin farkli alanlarmmdan Orneklenen An.
maculipennis kompleksine ait orneklerde, iilkemizde cesitli nedenlerle halen
kullanilan veya ge¢mis yillarda yogun olarak kullanilmig olan organoklorlu ve
piretroid grubu insektisitlere karsi direng olusumunu saglayabilen kdr ve Ace—1
mutasyonlarinin  varligt molekiiler yontemler kullanilarak tespit edilmeye

caligilmigtir.

Bu aragtirma kapsaminda ilk olarak Burdur (Uylupinar), Isparta (Gelendost),
Mugla (Kapikargin), izmir (Belevi) ve Aydin (Tuzburgazi) ¢alisma bolgelerinden
elde edilen An. maculipennis kompleksi orneklerinden toplamda 510 Grnek
kullanilarak DDT, permetrin ve deltametrin insektisitleri i¢cin WHO’niin insektisit
duyarhilik testleri yapilmistir. Duyarlilik test sonuglari populasyon ornekleme
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bolgeleri bazinda degerlendirildiginde, farkli sonuglara ulasilmis olmakla birlikte,
genel olarak populasyonlarin tamaminda yillar énce yasaklanmig olan DDT’ye
karst hala direncin mevcut oldugu goriilmiistiir. Buna karsilik, populasyonlarin
tamaminda permetrin ve deltametrin i¢in kesin olarak bir diren¢ gelisimi tespit
edilememistir. Cilinkii Uylupinar lokalitesinde permetrin i¢in 6liim oran1 % 87
olarak bulunmusken, Gelendost lokalitesinde % 100 olarak bulunmustur. Benzer
sekilde Tuzburgazi ve Belevi lokaliteleri i¢in permetrin 6liim oran1 % 90 olarak
bulunmusgken, Kapikargin lokalitesinde % 95°lik bir 6liim orani elde edilmistir.
Diger taraftan, deltametrin igin de yiizde 6lim oranlart populasyonlara gore
farkliliklar gostermis olup, en diisiik 6lim oran1 % 90 ile Belevi lokalitesinde en
yiiksek o6lim oram1 da % 100 ile Kapikargin lokalitesinde elde edilmistir. Bu
sonuglar diren¢ mekanizmasim agiklayamamakla birlikte, populasyonlarda DDT
gibi organoklorlu insektisitlere karsi direncin korundugunu ve mevcut direng
mekanizmasinin son yillarda pek ¢ok amagla yaygin olarak kullanilan pretroid
grubu insektisitler i¢in de etkili olmay1 sagladigini gdstermistir. Bu nedenle,
ornekleme populasyonlarinda mevcut olan ve korunan direncin ancak genetik bir
temele dayanabilecegine dair bir 6ngorii olusturulmustur. Akiner (2009), DDT ve
tiirevlerinin yillarca kullanilmis olmasi nedeniyle halen gbzlenen direncin, DDT
kullantm1 birakilmis olsa da, populasyonlarin ¢apraz direng olusturabilme
ozellikleri nedeniyle organoklorlu insektisitlerden daha sonra gelistirilen ancak
hedef bolgeleri ayni olan insektisitlerin  kullanimini  simirlandirabilecegini
bildirmistir. Benzer sonuglar, sivrisineklerde miicadelede ilk defa 1946’da
kullanilmaya baglayan DDT (Brown, 1986) ve ayn1 gruptan diger insektisitler i¢in
birgok ¢aligmada elde edilmistir. WHO (1992)’ne gore, 100 sivrisinek tiirlinde 1
ya da daha fazla insektiside karsi direng gelistigi ve bunlarim 50°den fazlasinin
Anopheles cinsine ait tiirlerde goriildiigii bildirilmistir. An. albimanus’ta, An.
stephensi’de, An. gambiae’de piretroid direnci gelistigi bildirilmistir (Brodgon ve
Barber, 1990; Vatandoost, vd., 1996; Chandre, vd.,1999a, b). Ulkemizde sitmanin
kontrolinde, DDT, lindan, malation, primiphosmetil ve bendiocarb gibi
insektisitler kullanilmigtir (Kasap vd., 2000) ve 1952°de hem tarimsal hem de halk
sagligt amagh olarak yogun olarak DDT kullanilmasi izleyen yillarda An.
sacharovi populasyonlari da yogun insektisit baskisina maruz kalmistir. DDT ve
lindan 1950 ve 60’1 yillarda kullanilmig olmasina ragmen An. sacharovi’'de
bunlara kars1 direng 1959°da gelismistir. Zulueta (1959), Yunanistan, Iran, italya,
Romanya ve Tirkiye’deki An. sacharovi érneklerinde insektisitlere karsi gelisen
direng ya da duyarlilik durumunun populasyonlara gore degiskenligini bildirmistir.
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Ulkemizde Tarsus ilgesinden elde edilen An. sacharovi &rneklerinde DDT’ye karst
yiiksek fizyolojik direng, Yunanistan’da dieldrine karsi yiiksek fizyolojik direng
goriilmiistiir. Cok ¢esitli kimyasallarin yogun kullanimina ragmen 1970°e kadar
insektisitlere karst Anopheles tiirlerinde gelisen direng, organoklorlu bilesiklerle
sinirlandirilmigtir (Ramsdale, 1975). An. sacharovi’de dieldrin direnci 1970
yilinda belirlenmistir ve daha sonra organoklorlularin yerini malation almistir
(Curtis, 1962). Malation’a kars1 diren¢ olusumu 1974’te meydana gelmistir ve
kapali alanlarin spreylemesinde organofosfor ve karbamat insektisitleri hig
kullanilmamasia ragmen bunlara karsi genis oranda capraz diren¢ gelismistir
(Ramsdale, 1975). Malation kullanimina 1984’de son verilmigtir. Anopheles
tiirlerinde organofosfat ve karbamat grubu insektisitlere karsi gelisen direncin
varligt ile ilgili ilk veri Cukurova Bolgesi’nde An. sacharovi ile yapilan testlerden
elde edilmistir. An. hyrcanus 'un da ayn1 sekilde DDT ve dieldrine oldukg¢a direncli
oldugu ve Cukurova’nin disinda Kahramanmaras bolgesinin An. sacharovi
populayonunda da ¢ok yonli direng oldugu bildirilmistir (Ramsdale vd., 1980).
Hemingway vd. (1985), sitma kontrolinde DDT’nin yerini malation almig
olmasina ragmen, 1984 yilinda An. sacharovi populasyonlarinda DDT direnci
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, bu An. sacharovi populasyonlarinda
organofosfat ve karbamat grubu insektisitlere karsi da direng olusumuna sebep
olan AChE diren¢ mekanizmasinin Cukurova populasyonlarinda var oldugunu
gostermiglerdir. Kasap vd. (1999) yaptiklart ¢alismada, Adana-Tuzla (Karatas)
bolgesinden toplanan An. sacharovi, Cx. tritaeniorhyncus ve Ae. caspius
orneklerine direng testleri uygulamislar ve DDT igin An. sacharovi’de ¢ok diisiik,
Cx. tritaeniorhyncus igin % 100’e ulasan ve Ae. caspius i¢in de % 81’e varan
oranlarda 6liim belirlemiglerdir. An. sacharovi populasyonunda deltametrin ve
permetrin i¢in &liim oranlar1 % 5 ile % 56 arasinda bulunmustur. Ayrica Cukurova
Bolgesi’nde 1992—-1995 yillart arasinda 32 tarimsal pestisid (1 organoklorlu, 15
organofosforlu, 7 karbamat ve 9 piretroid) kullanildigini bildirmislerdir. Liileyap
ve Kasap (2000) tarafindan yapilan ¢alismada da test yapilan ii¢ bolge i¢in DDT’
de % 10, deltametrin ve permetrin i¢in ise % 20-60 arasinda 6lim degerleri
bulunmugtur. Kasap vd., (2000), An. sacharovi ile yapilan diger bir ¢alismada ise
DDT i¢in Adana, Adiyaman ve Antalya populasyonlarinda ¢ok diigiik oranlarda,
Aydm (% 67) ve Mugla (% 77) populasyonlari igin ise yiksek 6lim (% 95)
yilizdeleri saptanmigtir. Deltametrin ve permetrin i¢in Adana populasyonu en
direngli soy olarak belirlenmis diger soylarda ise degisen oranlarda direng
bulunmustur. Lak vd. (2002), iran, Ermenistan, Nahcivan ve Tiirkiye smir
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hattindaki bolgelerden topladiklari An. sacharovi 6rneklerini WHO niin duyarlilik
testlerini uygulayarak cesitli insektisitlere maruz birakilmiglardir. Elde ettikleri
sonuglar An. sacharovi érneklerinin DDT’ye direncli, dieldrine toleransh oldugu,
bendiocarb, propoxur, malation gibi insektisitlere kars1 duyarli oldugunu

gostermistir.

Yukarida 6zetlenen aragtirmalardan elde edilen sonuglarin da ortaya koydugu gibi
hem iilkemizdeki hem de yakin iilkelerdeki Anopheles populasyonlarinda uzun
yillardir devam eden belirgin bir DDT direnci vardir. Diger taraftan, ¢capraz direng
gelisimiyle deltametrin ve permetrin insektisitlerine karst da direng gelisiminin
ortaya ciktigi son yillardaki caligmalarda gosterilmistir. Benzer sekilde, bu
arastirmada kullanilan 6rnek sayisi kesin bir yargiya varmak icin yeteli olmasa da,
yapilan test sonuglarina gore Orneklenen populasyonlardaki DDT direncinin
varh@ ifade edilebilir. Ornek sayismin disinda teste tabi tutulacak orneklerin
toplandig: iklim, mevsim, yil, donem, populasyonlarin mevime bagli hareketleri
gibi diger faktorler de test sonuglarini etkileyebilmektedir. Bu nedenle hem yilin
tek bir doneminde hem de az sayida Ornekle gergeklestirilen WHO duyarlilik
testleri tek basina populasyonlarin direngliligini ya da duyarliliklarini ortaya
koymak i¢in yeterli olmamaktadir. Bu durumlarda direng gelisimini saglayan
mekanizmalara yonelik molekiiler caligmalardan elde edilen sonuglara da ihtiyag

duyulmaktadir.

DDT ve piretroidlere kars1 gelisen ve kdr olarak adlandirilan direng tipi, voltaj
duyarli sodyum kanal geninin Domain II’sinin S6 transmembran segmentindeki
tek bir mutasyon sonucu olusmaktadir. Anopheles tiirlerinde piretroidlere ve
DDT’ye kars1 gelisen direng fenotipi ile kdr genotipi arasindaki pozitif korelasyon
aciklanmistir (Kim vd., 2007; Donnely vd., 2009; Tan vd., 2012). Bu sebeple
orneklemeleri yapilan lokalitelerden elde edilen An. maculipennis kompleksine ait
tiirlerin 6rnekleri kullanilarak yapilan WHO’niin duyarlilik testlerinden sonra ayni
ornekler i¢in kdr direncini olusturan mutasyonlarin tespitine yonelik molekiiler
calismalar da yapilmistir. Ulkemizde Anopheles populasyonlarinda molekiiler
diizeyde gen mutasyonlarina bagli olarak ortaya ¢ikan insektisit direncini
belirlemeye yonelik olarak yapilan tek bir ¢alisma vardir (Lileyap vd., 2002). Bu
calismada arastirmacilar, WHO’niin duyarlilik testleri sonucunda piretroidler igin
direngli olduklarini belirledikleri An. sacharovi’nin Adana populasyonuna ait 12
ornek i¢in mutasyon taramasi yapmislardir. Voltaj duyarli sodyum kanal geninin
kdr mutasyonu ile iligkili olan bolgesi ¢ogaltilan 12 6rnekten 4’tinde, 1014. Amino
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asit pozisyonunda serin (TCG), 16sin (TTG) ve fenilalanin (TTT) olmak {izere 3
farkli amino asit bulmuslardir. Bdylece, arastirmacilar iilkemizde An.
maculipennis kompleksi tiirlerinden An. sacharovi’nin Adana populasyonunda gen
mutasyonu ile piretroid direnci arasindaki iliskiyi gdstermislerdir.

Akdeniz ve Ege bolgelerinden oOrneklenen An. maculipennis kompleksi
ornekleriyle gergeklestirilen bu calismada ise toplamda 97 ornek molekiiler
diizeyde diren¢ bakimindan incelenmis ve degerlendirilmistir. Voltaj duyarh
sodyum kanal geninin kdr direnci ile ilgili bolgesi olan 1014. pozisyonda, genotip
dagilimi, 57 Ornekte 16sin aminoasidi, 36 Ornekte 16sin/serin aminoasidi
bakimindan heterozigot polimorfizmi ve 2 6rnekte de serin aminoasidi seklinde
bulunmustur. Losin aminoasidini 1014. pozisyonunda tasidigi belirlenen 59
dizinin 6nemli bir kismi Kapikargin ve Uylupimar lokalitesine ait drneklerde
bulunmustur. Heterozigot polimorfizm gosteren diziler ise en daha ¢cok Gelendost
lokalitesi &rneklerinden elde edilmistir. Orneklerin 6nemli bir kisminda kdr
direncini saglayan amino asit degisimi saptanamamis olmakla birlikte, Uylupinar
ve Tuzburgazi lokalitelerinden An. sacharovi tiiriine ait birer Ornekte serin
aminoasidi tespit edilmistir. Bu durum Uylupinar ve Tuzburgazi populasyonlarinin
direnc¢li oldugunu gostermekten ¢ok, populasyonlarda direng olusumunu saglayan
mutasyonun bazi bireylerdeki varligm ortaya koymustur. Ayrica, 1014.
pozisyonunda serin bunduran 2 birey, kdr direncini saglayan mutasyonun
kusaklara aktarildigini ve DDT’nin uzun yillar kullanilmiyor olmasina ragmen,
DDT igin ve gapraz direng olarak deltametrin ve permetrin i¢in direng saglayan
kdr mutasyonunun An. sacharovi populasyonlarinda korundugunu gostermistir.
Elde edilen veriler, populasyonlara DDT ile ya da benzer etki mekanizmasina
sahip insektisitlerle miicadele ¢alismalar1 yapilirsa, populasyonlardaki direncli
allelin secilim nedeniyle populasyonda baskin hale gelebilecegi sonucunu ortaya
¢ikarmaktadir. Diger iilkelerde, diger 6nemli Anopheles tiirleriyle yapilan
caligmalarda benzer mekanizmalar arastirilmig olmakla birlikte, bu ¢alismada elde
edilen sonuclardan farkli ya da benzer olan sonuglar elde edilmistir. Verhaeghen
vd. (2009), Cin’nin Mekong bolgesindeki Anopheles populasyonlarinda
FRET/MCA yontemi ve PZR-RFLP yontemlerini kullanarak yaptiklar ¢alismada
hi¢bir tiirde kdr mutasyonunu bulamamiglardir. Arastirmacilar kdr mutasyonunun
bulunmamasini ¢aligilan bolgede uzun siire insektisit kullanilmamis olmasina
baglamiglardir. Bu durumda da, insekitisit baskisinin ortadan kalkmasiyla, DDT
ve piretroidlere kars1 gelisen direngten farkli olarak metabolik enzim sistemleriyle
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direncin saglanabilecegine, her bir tiiriin farkli insektisitlere karsi farkli tepkiler
verebilecegine ya da farkli bir insektisit baskisi ya da genetik baskinin
bulunmasindan kaynaklanabilecegine dair goriisler 6ne stirmiiglerdir.

Awolola vd. (2003), Nijerya’da Anopheles gambiae s.s ile gergeklestirdikleri
calismada kdr mutasyonunu sadece tiiriin molekiiler S formunda bulmuslardir.
Tiirtin M formunda kdr mutasyonunun bulunmamasini da, An. gambiae s.s.’de
farkli bir piretroid diren¢ mekanizmasinin olabilecegini 6ne siirerek agiklamaya
calismuslardir. Yine yapilan farkli ¢alismalarda da An. gambiae nin molekiiler S
formunda kdr mutasyonu bulunmus olmasma ragmen, simpatrik M formunda
mutasyona rastlanmamigtir (Chandre vd., 1999¢, Diabate vd., 2003a). Bu sonuglar,
bu vektoriin genetik formlarmin ayni bolgede benzer insektisit baskilara maruz
kalsalar da direng agisindan farkliliklar gosterdiklerini ve tiiriin molekiiler formlar
arasinda da gen akisinin olmadigin1 gostermektedir (dellaTorre vd., 2001). Benzer
durum, yapilan bu ¢alismada da belirlenmis olup, Burdur ve Isparta bolgelerinde
simpatrik populasyonlari olan An. maculipennis tiirlerinde de tiirler arasinda direng
mekanizmalar1 ya da diren¢ mutasyonlarinin korunumuna dair énemli farkliliklar
olabileceginin isaretlerini sunmaktadir. Kang vd., (2012), An. sinensis kompleksi
ile yaptiklar1 ¢alismada, kdr i¢in 1014. kodondaki mutasyonu An. sirensis s.s.’de
bulmuslarken, caligilan diger 5 tiirde (An. pullus, An. kleini, An. sineroides, An.
lesteri, An. belenrae) kdr mutasyonuna rastlamamiglardir. Bu durumu da, An.
sirensis s.s tiirliniin diger tiirlere gore daha biiyiik populasyona ve yayilima sahip
olmalaria baglamislar ve biyokimyasal ve spesifik gen ekspresyon ¢alismalarinin
da yapilmasi gerektigini bildirmislerdir.

Diinyanin degisik bolgelerinde yapilan ¢alismalarda, 1014. kodonda meydana
gelen L1014F, L1014S ve L1014C gibi mutasyonlar An. gambiae, An. arabiensis,
An. culicifacies, An. stephensi, An. sinensis, An. sacharovi, An. superpictus, An.
sundaicus, An. aconitus ve An. vagus gibi tirlerde tespit edilmistir (Martinez-
Torres vd., 1998; Liileyap vd., 2002; Enayati vd., 2003; Diabate vd., 2004; Hoti
vd., 2006; Karunaratne vd., 2007; Kim vd., 2007; Syafruddin vd., 2010). Bunun
disinda ¢ok sayida bocek tiiriinde de yapilan ¢aligmalarla benzer mutasyonlarin
varlig1 ortaya konmustur (Martinez-Torres vd., 1998; Soderlund ve Knipple, 2003;
O’reilly vd., 2006; Davies vd., 2007; Verhaeghen vd., 2009; Verhaeghen vd.,
2010).
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Anopheles maculipennis kompleksi populasyonlar i¢in yapilan bu arastirmada,
Ace-1 geninde direng gelisimine sebep olan mutasyonunun belirlenmesi amaciyla
da analizler yapilmistir. Bes lokalite kapsaminda toplamda 144 o6rnegin PZR
reaksiyonlariyla elde edilen gen bolgesine ait iirtinlerinde Alu-1 enzimi ile kesim
reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Yaklasik olarak 560 b¢ uzunlugundaki dizilerde
Alu-1 enzimi 2 adet kesim yerine sahip olup, kesimi yapilan iiriinde eger herhangi
bir mutasyona yok ise agaroz jel goriintiisinde 240, 85 ve 100 b¢ uzunlugunda 3
bant profili ortaya g¢ikmaktadir. Alu-1 enzimi ile yapilan kesinler sonucunda,
orneklerin tamami benzer sekilde ii¢ bant profili ortaya ¢ikartmis olup, duyarsiz
AChE olusumunu saglayan Ace mutasyonu higbir Ornekte  tespit
edilememistir.Ulkemizde bu kapsamda daha once sivrisineklerle yapilan bir
calisma olmamakla birlikte, Baskurt vd., (2010), Ege ve Orta Anadolu’da
topladiklart karasinek orneklerinden elde ettikleri Ace-1 geninde, 3 amino asit
pozisyonunda 13 farkli kombinasyon meydana geldigini gostermislerdir.
Djogbenou vd. (2007), Ace-1’in fenitrotion ve Klorpyrifos insektisitlerine gore
propoksur ve karbamat grubu inseksitler kullanildiginda daha baskin oldugunu
bildirmiglerdir. Ahoua Alou vd. (2010)’nin yaptiklar1 ¢aligma, An. gambiae s.s’in
diger populasyonlarinda goriilen diisiik capraz direng, farkli metabolik direng
mekanizmalarinin varligin1 ya da G119S’e alternatif farkli mutasyonlar oldugunu
desteklemektedir. Ayrica piretroid baskisina maruz kalan farkli Anopheles
tiirlerinde arttirilmig detoksifikasyon mekanizmalar1 organofosfat ve karbamatlara
kars1 capraz direng olusumunu agiklayabilir (Brodgon ve Barber, 1987). Kibris
kokenli Culex pipiens soylarindaki Ace-1 geninde farkli bir mutasyon
bulunmugtur. F290V olarak adlandirilan bu mutasyon, organofosfat ve karbamat
grubu insektisitlere ¢apraz direng olusumuna sebep olmaktadir (Alout vd., 2007).
Culex pipiens ve An. gambiae s.s. G119S mutasyonunu tasidiklarindan, An.
gambiae s.s.’in de bu mutasyonu tasimasi olas1 gozikmektedir. Yapilan
calismalarda homozigot direngli bireylerin bulunamamasi G119S mutasyonunun
yitksek uyum giicti ile iligkili olabilecegi diisiniilmektedir (Weill vd., 2004; Asidi
vd., 2005; Djogbenou vd., 2008). Bunun disinda direngli bireylerin duyarlilara
oranla pupa evresinde oldukca yiikksek oranda 6limii de yapilan c¢aligmalarda
gosterilmistir (Djogbenou vd., 2010).

Gergeklestirilen bu c¢alisgma ile elde edilen sonuglarin tamami Anopheles
maculipennis kompleksi igin ilk kez elde edilmis verilerdir. Caligmanin
gergeklestirildigi orneklerden sadece ikisinde kdr mutasyonuna sebep olan 1014.
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pozisyonda serin amino asidi bulunmustur. Mutasyon taramasi yapilan 97
ornekten 2’sinde bu degisikligin goriilmesi ¢aligilan populasyonlarin degil, bu iki
bireyin genetik Ozellikleri bakimindan farkli ya da direngli oldugunu
gostermektedir.

Yapilan test sonuglar1 bu populasyonlarda predroitler igin duyarlilik oldugunu
gostermemekle birlikte, daha kapsamli galigmalarin yapilmasi gerektigini ortaya
koymaktadir. Onegin, arastirilan populasyonlarin daha sik dénemlerde ya da
mevsimlik olarak orneklenerek diren¢ ¢alismalart bu 6rneklerle diizenli olarak
yapilmalidir. Aymi  zamanda insektisit uygulanan ortamlara insektisit
uygulanmamis alanlardan olan goclerin de hem direncin hem de uyumun
degisiminde 6nemli bir yeri vardir. Bundan dolay1 direngli populasyonlara duyarli
populasyonlardan birey gociiniin arastirilmasi da, bu alanda calisilmasi gereken
konulardan biridir (Kuyucu , 2007). Bunun diginda daha genis cografik bolgeler
secilerek, daha fazla birey toplanarak, eger bir cins ya da kompleks ile ¢alisicaksa
kompleks yada cinse ait orneklerin hemen hemen hepsi toplanarak ¢aligmalar
gerceklestirilmelidir. Laboratuvar kosullarinda insektisit direngli koloniler
olusturularak direncin kdkeni ile ilgili hem molekiiler hem de biyokimyasal olarak
daha kapsamli ¢alismalar gerceklestirilmelidir. Metabolik direng mekanizmalarina
da bakilarak diren¢ gelimine farkli enzim sistemlerinin sebep olup olmadig:

arastirilmalidir.

Son olarak populasyonlarda direng gelisiminin azaltilmast igin pestisid
uygulamalar1 genis alanlar yerine daha sinirli alanlarda yapilmali, tim mevsimler
yerine zararlilarin ireme donemlerinde ve erginlerin asirt ¢ogaldigr dénemlerde
uygulanmalidir. Kalict pestisidler yerine kalict olamayan, hizli etkili pestisidler
uygun dozlarda kullanilmalidir. Ergin ve larva miicadelesinde farkli kimyasallar
tercih edilmeli ve doniisiimlii olarak degisik ilag uygulamalari yapilmalidir.
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