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OZET

EGE BOLGESI’NDEN ORNEKLENEN Culex pipiens KOMPLEKSI
SIVRISINEK POPULASYONLARINDA ace-1 GENINDEKI Gly119Ser VE
Phe290Val MUTASYONLARININ SAPTANMASI VE BU
POPULASYONLARIN RAPD BELIRTECLERIYLE
KARAKTERIZASYONLARI

Sercan KILIC

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Belgin GOCMEN TASKIN
HAZIRAN 2015, 88 sayfa

Sivrisinekler, glinlimiizde zararlilara kars1 yapilan kimyasal savasta insektisitlere en
fazla maruz birakilan, oliimle sonuglanabilen pek ¢ok hastaligin tasinmasindan
sorumlu vektdrler arasindadir. Ulkemiz, 8 cinse ait toplam 50 sivrisinek tiiriiniin
tiremesi ve yasamasi i¢in gerekli iklimsel ve diger ekolojik o6zelliklere sahiptir ve
bunlar arasinda Culex pipiens kompleksi en baskinlaridir.

Sivrisineklerle miicadelede insektisitlerin kullanimi1 diger pek cok bocek tiirii ile
miicadelede oldugu gibi 1950’lerden bu yana devam etmektedir. Bu durum sivrisinek
populasyonlarinda hizla direng gelisimine neden olmaktadir. Direng gelisimi ile
birlikte insektisitlere kars1 daha giiclii hale gelen sivrisinek populasyonlarinin kontrol
caligmalarinda her gegen yil birim alanda daha fazla kimyasal kullanim1 sonucunda,
hem kirlilik hem de insan sagligi bakimindan ortaya ¢ikan kiiresel risk durumu
giderek artmaktadir. Miicadele gerektiren bocek tiirlerinin dogal populasyonlarindaki
potansiyel direng seviyelerinin belirlenmesi, bu tiirlerle miicadelede daha etkin ve kalici
stratejilerin gelistirilmesindeki en temel unsurdur.

Bu calismada iilkemizdeki baskin sivrisinek tiirli olan Culex pipiens’in Ege
Denizi’ne kiyisi olan ve Akdeniz Iklimini’nin hiikiim siirdiigii Mugla, Aydin, Izmir,
Balikesir, Canakkale illerine ve bunlarin yani sira goreceli olarak daha karasal bir
iklimin hiikiim siirdiigii gecis seridinde bulunan illerden birisi olan Denizli Ili’ne ait
populasyonlar 6rneklenmistir. Calisilan  populasyonlar ¢ farkli donemde
orneklenmistir. Bu donemlerin ilki; yillik sivrisinek miicadele ¢alismalarinin hemen
oncesindeki ilkbaharda, ikincisi; yaz boyunca yapilan ilaglamalar1 takiben
sonbaharda ve {iciinciisii ise bir sonraki yilm ilkbaharinda olmustur. Ug farkh
donemde 6rneklenen C. pipiens kompleksi populasyonlarinda organofosfatli (OP) ve
karbamatli (CB) insektisitlerin hedefi olan asetilkolinesteraz-1 (AChE-1) enzimini
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kodlayan ace-1 genindeki Gly119Ser diren¢ mutasyon frekanslari PCR-RFLP
yontemi ile ve Phe290Val diren¢ mutasyon frekanslari ise PASA (PCR
Amplification of Specific Alleles) yontemi ile saptanmustir.

Gergeklestirilen PCR’a dayali bu molekiiler analizler sonucunda, ace-1 genindeki her
iki diren¢ mutasyonunun da frekanslarmin diisiik oldugu ve belirgin donemsel
farkliliklar gostermedikleri goriilmustiir.

Calisilan populasyonlarda elde edilen direng mutasyon frekans benzerlik ya da
farkliliklarinin populasyona 6zgii insektisit seleksiyon baskisindan mi1 kaynaklandigi
yoksa populasyonlar arasi goclin bir sonucu mu oldugu konusuna netlik
kazandirabilmek amaciyla, 3 6rnek toplama doneminden sadece ikinci toplama
donemine ait 6rnekler insektisit baskisi altinda olmayan RAPD lokuslar1 bakimindan
da taranarak karakterize edilmislerdir.

Bu amag dogrultusunda, olusturulan alt populasyonda taranan 80 RAPD primerinden
45 tanesinin RAPD bandi olusturmadigi goriilmistiir. Geriye kalan 35 primer, en az
3 polimorfik bant olusturmus olup, tiim bireylerde olusturdugu tiim bantlar
bakimindan monomorfik olan bir primer saptanmamustir.

Toplam 375 bireye uygulanan 20 primerin analizi sonucu toplam 252 lokus
saptanmigtir. Bu lokuslardan sadece biri monomorfik olup, ¢alisilan Culex pipiens
populasyonlarindaki toplam polimorfik lokus oran1 % 99.63’tiir. Populasyonlar arasi
gen akis diizeyi Nm=6.61 olarak hesaplanirken, populasyonlar arasi genetik
farklilasmanin (Gst=0.07) olduk¢a diisiik oldugu goriilmistiir. Calisilan C. pipiens
kompleksi populasyonlarindaki toplam genetik ¢esitliligin % 96.43’tinii populasyon
ici genetik ¢esitlilik olusturmaktadir.

Caligsma kapsaminda elde edilen bulgular dogrultusunda uygulamaya yonelik dneriler
sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Culex pipiens, Direng, Ace, PASA, RAPD



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE Gly119Ser AND Phe290Val MUTATIONS IN
THE ace-1 GENE OF Culex pipiens COMPLEX POPULATIONS SAMPLED
FROM AEGEAN REGION AND CHARACTERIZATION THROUGH RAPD
MARKERS OF THESE POPULATIONS

Sercan KILIC

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Belgin GOCMEN TASKIN
June 2015, 88 pages

Mosquitoes are one of the organisms subjected to frequent insecticide application
due to their status as vectors which carry a wide range of life threatening diseases.
Our country has climatic and other ecological features required for breeding and
living of 50 species from 8 genera and the members of Culex pipiens complex is the
dominant mosquitoes among these groups.

As in combat against many other insect species, the use of insecticide on mosquito
control has been going on since the 1950s. This situation causes a rapid insecticide
resistance in mosquito populations. However, capacity of these organisms to develop
resistance against varying groups of insecticides renders the combat against them
challenging. This situation creates a vicious circle that triggers the use of more
chemicals per unit area each year which results in a global pollution threat and a
great risk against human health.

The determination of the potential resistance level on natural populations of harmful
species is the basic factor to develop more effective and permanent pest control
strategies. In this study Culex pipiens dominant mosquito species of Turkey,
populations were sampled from Mugla, Aydin, Izmir, Balikesir and Canakkale
provinces that have a coastal site on Aegean Sea and have Mediterranean Climatic
conditions, and also from Denizli province that has a relatively mild continental
climate. Studied populations were sampled in three different periods. First of these
periods was the spring preceding the insecticide application carried throughout
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summer season, second period was the fall after the annual mosquito combat
activities; and the third period was the spring of the following year.

Gly119Ser and Phe290Val mutation frequencies in  genes coding
Acetylcholinesterase-1 (AChE-1) enzyme which is the target of the organophosphate
and carbamate insecticides were detected through PCR-RFLP method and PASA
(PCR Amplification of Specific Alleles) respectively.

As results of the molecular analysis performed through the PCR method the
frequency of the two resistance mutations in ace-1 gene were determined as low and
significant seasonal differences were not found.

In order to clarify whether the similarities or differences of resistance mutation
frequencies of studied populations are resulting from the insecticide selection
pressure peculiar to the population or from migrations between populations, levels of
gene flow between populations were detected by screening the samples belonging to
the 2. specimen handling periods in terms of RAPD loci which are not subject to
insecticide pressure.

For this purpose, 80 RAPD primers were screened on the subpopulations and 45 of
them did not created any RAPD band. 35 primers were observed to be producing at
least 3 polymorphic bands. 252 loci were detected as a result of 20 primer
applications to the 375 sample. Only one of these loci was polimorphic and total
polimorphic loci rate is % 99.63. The level of gene flow between populations were
evaluated as Nm = 6.61 and genetic differentiation between populations (Gst = 0.07)
was found to be very low. % 96.43 of total genetic variation of studied Culex pipiens
complex populations come from the genetic diversity within populatons.
Recommendations for implementation in line with the findings obtained under the
study are presented.

Keywords: Culex pipiens, Resistance, Ace, PASA, RAPD
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1. GIRIS

Sivrisinekler, insan ve hayvanlardan kan emmelerinin yani sira malarya, sarthumma,
denk hummasi, filaryaz ve arboviral ensefalitler gibi 6nemli bir¢cok enfeksiyonun
vektorliigiinii yapmalar1 agisindan énemlidir (Oter, 2007). Giiniimiizde bilinen 182
arboviriis enfeksiyonundan 147'si sivrisinekler tarafindan tasinir ve bulastirilirlar

(Ramsdale and Snow, 1995).

Odem ve alerji durumlar1 sivrisinek erginlerinin sokma aktivitesiyle insanlarda
olusturduklari etkilerin basinda gelmektedir ve sokma islemi sadece disi sivrisinekler
tarafindan yapilir. Emilecek kanin pihtilasmasini 6nlemek amaciyla sokulan noktaya
tilkiiriik salgis1 akitilir ve bdylece sokulan bolgede kasinti ve kizariklik gergeklesir

(Alten ve Caglar, 1998).

Tiirkiye'de glinlimiizde sivrisinekler tarafindan bulastirilan ve diinya iizerinde ¢ok
genis bir boliimde etki eden diger bir¢ok tehlikeli hastalik agisindan ciddi bir risk
durumu s6z konusu degildir. Ancak vektor-parazit-konak {igliisiiniin bir araya
gelmesi ve iklimsel faktorlerin de elverisli olmasi durumunda risk faktoriiniin artmasi
olasidir (Alten ve Caglar, 1998). Kuzey Amerika’dan Avrupa kitasina, oradan da
Yunanistana kadar ulasan Aedes albopictus’un Yunanistan’daki populasyonlarinda
1996 yilindan itibaren goriilen artis bu tehlikenin boyutlarinin anlasilmasi agisindan

onemlidir (Caglar ve Skavdis, 2008).

1.1. Sivrisineklerin Sistematigi

Arthropoda Subesi, Insecta Simifi, Diptera Takimi, Nematocera Alt Takimi,
Culicidae Familyasi igerisinde incelenen sivrisinekler diinya tizerinde 3546 tiir ve alt
tiir ile temsil edilmektedirler (Alten ve Caglar, 1998). Culicinae alt familyasi, Culex,

Aedes, Uranotaenia, Culiseta, Ochlerotatus, Orthopodomyia, Coquillettidia gibi bazi
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cinsleri kapsamaktadir (Merdivenci, 1984; Becker ve ark., 2003; Caglar ve Skavdis,
2008).

Tirkiye sahip oldugu iklimsel ve diger ekolojik 6zellikleri nedeniyle 8 cinse ait
toplam 50 sivrisinek tiiriiniin liremesi ve yasamasi i¢in uygun ortamlara sahiptir. Bu
tiirler, Ochleratus (15 tiir), Culex (13 tiir), Anopheles (10 tiir), Culiseta (6 tiir), Aedes
(3 tiir), Coquillettidia (1 tiir), Orthopodomyia (1 tiir), Uranotaenia (1 tiir) cinslerinin
altinda bulunmaktadirlar (Ramsdale ve ark., 2001; Caglar ve Skavdis, 2008). Bunlar
arasinda Culex pipiens gerek kirsal gerekse de kentsel alanlarda en yaygin olanidir

(Akiner ve ark., 2009). Ulkemizde bulunan sivrisinekler Sekil 1.1.’de gdsterilmistir.

Takim Diptera
1

Aluakim Brachycera Nematocera

Aile Tipulidae Culicidae Dixidae Chrinomidae Chaoboridas
Altaile Anophelinae Culicinae

Cins Anopheles Aedes Uranataeria  Culisera Culex Mansonia Orthopodomyicl

I r I Coquilletudic
Aedes Finlaya Stegomyia
Alteins Aedimorphus Ochlerotatus Barraudiu Neoculex
I Culax
Anopheles  Cellia Culiseta Allothecbaldia
Culicella

Sekil 1.1. Tiirkiye’deki sivrisinekler (Aldemir, 1997).

Culex pipiens bir kompleks olup, Holarktik Bolge’de C. pipiens pipiens, C. pipiens
molestus, C. pipiens quinquefasciatus, C. pipiens pallens, C. pipiens resturans ve C.

torrentium olarak ayrilirlar. Avustralya’ya ait iki alt tiir olan C. pipiens australicus



ve C. pipiens golobocoxitus da bu gruba dahil edilmektedir (Smith ve Fonseca, 2004;
Caglar ve Skavdis, 2008).

Culex pipiens kompleksinin tiyeleri birbirlerinden 6nemli o6lgiide farklilagmis
davranigsal ve fizyolojik oOzellik gosteren temel iki gruba ayrilmalarina karsin
(Huang ve ark. 2008), bu kompleksin iiyelerinin morfolojik yontemlerle ayrimi uzun
stiren ve en Onemlisi de cogunlukla sadece ergin erkek bireylere uygulanabilir
yontemlere dayanmaktadir (Brownie ve ark., 1997). Bu nedenle, genel olarak bu
kompleksin {iiyelerinin morfolojik ayirimlarinin imkansiz oldugu kabul edilmekte
olup (Huang ve ark. 2008), asetilkolinesteraz-2 (ace-2) lokusunun 2. intron
bolgesindeki polimorfizmler kullanilarak gelistirilmis olan PCR’a dayal1 bir seri hizli
testle bu kompleksin iiyelerinin molekiiler olarak ayrimlari yapilabilmektedir (Smith

ve Fonseca, 2004).

Tropikal, subtropikal ve iliman iklim kusaklarinda yaygin olan sivrisineklerde
endemizm goriilmemektedir (Alten ve Caglar, 1998). Sivrisineklerin dogadaki
yayilisinda biiyiik denizler, yliksek daglar ve genis ¢Oller gibi cografik engeller
siirlayict faktorlerdir (Alten, 1991). Otostopcu tiirler olarak bilinen sivrisinekler
uluslararas1 hava alanlar1 arasinda bile taginabildikleri i¢in bu engellere ragmen ¢ok

uzak bolgelere ulasabilirler (Highton ve Van Someren, 1970).

1.2. Sivrisinek Biyolojisi

Sivrisineklerin {ireme alanlari genellikle gol, bataklik, havuz, su kuyusu, ¢esme
yalaklari, hayvan ayak izleri, terkedilmis ara¢ lastikleri gibi yumurtalarin
birakilmasma ve larvalarin gelismesine uygun olan sulak veya nemli alanlardir.
Hemen hemen her ¢esit durgun su ortami ve 40 cm/sn’den daha diisiik bir hizla akan

sular uygun iireme alanlaridir (Merdivenci, 1984).

Yumurtalarin olgunlasabilmesi i¢in gerekli olan proteinin saglanabilmesi amaci ile
kan emen disi sivrisinekler ayni zamanda nektar ile de beslenebilirlerken erkek
sivrisinekler kan emmezler. Hayvancil (zoophile) tiirler sadece hayvanlardan,

insancil (anthrophile) tiirler daha ¢ok insandan, hayvancil-insancil (zoo-anthrophile)
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sivrisinek tiirleri ise her iki gruptanda kan emerler. Ayrica kuslardan kan emenlere
ornitofil, kurbaga ya da siiriingenlerden kan emenlere ise batrokofil denir (Alten ve

Caglar, 1998).

Sivrisinekler holometabol boceklerdir. Yani tam baskalagim gosterirler. Sekil 1.2.°de
gosterildigi gibi hayat dongiilerinde dort donem bulunmaktadir: Yumurta, larva,
pupa, ergin. Larvalar yuamurtadan ¢iktiktan sonra dort larval evre gecirirler. Ardindan
pupa evresi gelir. Bu donemde ergine ait olan organlar ve viicut kisimlar ortaya ¢ikar.
Sivrisineklerde yumurtadan ergine kadar olan siire yaklasik olarak 10-20 giindiir
(Alten ve Caglar, 1998).

-t
/'_'_/' TunurtaH rhyy,

e X )
l £ Birinci Larval Dénsm
J;
[ ql:l:-.c.l..-.
Sivrisinek Yasam Dingiisii Ry
cinei Larval Dc:-nam

3
Ugiined Larval Dénem

Sekil 1.2. Sivrisineklerin yasam déngiisii (Anonim, 1996).

Diérdinet Larval Dman\gﬁ

1.2.1. Yumurta evresi

0.6-1 mm boyunda olan sivrisinek yumurtalar1 bir ucu sivri, diger ucu daha kiit olan
1g seklinde yapilardir. Yumurtalarinin farkli olmasindan dolay:r cinsler ve tiirler
birbirlerinden ayrilabilirler. Sivrisineklerin tek tek ya da paket olmak {izere genel
olarak iki tip yumurta birakma sekilleri vardir. Anopheles yumurtalar1 iki yanda

yumurtanin su yiizeyinde yiizmesini saglayan zarimsi yiizgeclere sahiptir (Alten ve



Caglar, 1998). Culex tiirlerinin yumurtalari paket halinde su yiizeyinde sal gibi
yiizerler. Yumurtalarin agilma siiresi tiirlere, iklimsel kosullara, sinirlayici faktorlere,
suyun fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore farklilik gosterir (Alten, 1993; Simsek,
1997). Culex tiirleri bir seferde 100-200 aras1 yumurta birakabilirler (Sekil 1.3.).

C

Sekil 1.3. Culex. pipiens’e ait yumurta goériintiileri (Anonim, 2001). a, b ve d; Culex pipiens
yumurta paketlerini, ¢ ise bir yumurta paketinin birakihis amim gostermektedir.

1.2.1. Larvaevresi

Birinci evre larvalar ortalama 0.5-1 mm olup dérdiincii evrede 5-15 mm boyuna
ulagirlar. Larvalar {izerinde simetrik olarak dizilmis kil veya kil demetleri
bulunmaktadir. Bu killarin sekilleri ve dizilimleri tlir tayininde 6nemli rol oynar
(Marshall, 1938). Ayrica larvalarda bulunan sifon kil demetleri, anten kil demetleri

gibi yapilar sivrisinek tiir tayin ¢alismalarinda kullanilirlar.

Larvalar genel olarak bas, govde ve karin olmak iizere {i¢ ana kisimda incelenirler.
Sivrisinek larvalarinin temel besinleri sudaki mikroorganizma ve organik

partikiillerdir. Larvalar nefes almak i¢in sik sik su yiizeyine ¢ikmak zorundadirlar.

5



Anophelinae iiyeleri suyun yiizeyinde yatay durumda nefes alirken, Culicinae {iyeleri
nefes alirken viicutlarin1 suyun yiizeyine egik pozisyonda tutarlar (Merdivenci,
1984). Sivrisinek larvasi ortamdaki besin miktarina, suyun sicakligina ve tiire bagh
olarak ortalama 7-16 giinde pupa evresine gecer (Alten ve Caglar, 1998). Culex

pipiens larvasmin viicut kisimlart Sekil 1.4.”te verilmistir.

Thorax

b

Sekil 1.4. Culex pipiens’e ait larva goriintiisii (Anonim, 2008). a: Culex pipiens larvasinin viicut
kisimlari; b: Culex pipiens larvasinin sudaki durus pozisyonu.

1.2.2. Pupaevresi

Her dipter gibi sivrisinekler de pupa evresinde beslenmez ancak diger Diptera
tiyelerinden farkli olarak sivrisinek pupalari inaktif degillerdir ve ¢ok hizli tepkiler
verebilirler (Sekil 1.5.). Pupal evrede metamorfoz sekillenmektedir. Pupalar genelde

3-5 giin iginde ergin hale gegerler (Marshall, 1938).



Sekil 1.5. Culex pipiens’e ait pupa goriintiisii (Krebs, 2010).

1.2.3. Ergin donem

Pupadan ¢ikan ergin, birka¢ dakika i¢cinde beslenme arayisina girer. Disi bireyler
yumurta olusumunda gerekli olan protein ihtiyacini karsilamak i¢in kan emerler
(Marshall, 1938; Merdivenci, 1984). Erkek sivrisinekler ise genelde c¢icek
nektarlariyla beslenirler ve kan emmezler. Diyapoz sadece disi erginlerde goriiliir

(Marshall, 1938).

1.3. Sivrisineklerin Morfolojisi

Sivrisineklerin viicutlar1 bas, torax ve abdomen olmak iizere ii¢ boliime ayrilmistir
(Sekil 1.6.). Boylar1 3-8 mm kadardir. Basin iki yaninda antenleri vardir. Bag
yuvarlaktir ve boyunla toraxa baglanmistir. Bir ¢ift bilesik goz vardir. Agiz yapisi 6
igneli sokucu-emici tarzdadir. Erkegin antenleri cok tliylii olmasi ozelligi ile
disilerden ayrilir. Toraxtaki pul ve killarin rengi ve dizilisi tiirler arasinda farklilik
gosterir. Kanatlar1 torax kisminda ince ve seffaftir (Sekil 1.7.). Sivrisinekler
abdomenlerinde, onlara kendi agirliklarindan fazla kan emme sansi taniyacak
bicimde esnek bir deriye sahiptir. Boylece siserler ama patlamazlar. Kan emerek

beslenen sivrisinek ¢ok miikemmel bir pompalama mekanizmasi kullanir. Baginin
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i¢i, tiimiiyle kaslarla kapli bosluklar seklinde dizayn edilmistir. Buradaki kaslar
kasilip gevsediklerinde sinegin kan emme borusunun iki ucu arasinda 1-2

atmosferlik basing farki olusur ve kan saniyede 5 metrelik bir hizla yiikselmeye

baslar (Silver, 2008).

Tresres [ Laray /ern
s .-
Mt - v

Coprazcarsariar
Racks’ recial

Wecksl otdal

Hrwral

Sekil 1.6. Sivrisine@in morfolojik yapisi (Anonim, 2011).

1.4. Sivrisinek Miicadelesi

Insanlara hastalik tastyan vektodrlerle miicadele, diinyanin her yerinde iilkelerin ve
yonetimlerin ekonomilerinin elverdigi Olcililerde ve zaman zaman uluslararasi

kuruluglarin destegi saglanarak yiiriitiilmektedir (Alten ve Caglar, 1998).

Vektor kontrol yontemleri kuskusuz ki zararlilarin tiirline gore degisim
gostermektedir. Giinlimiizde uygulanan vektorlerle miicadele yontemleri; mekanik
(fiziksel), biyolojik, kimyasal ve bunlarin tiimiinii igeren entegre miicadele olarak
dort baslik halinde incelenir (Alten ve Caglar, 1998).



1.4.1. Entegre miicadele

Sivrisinek miicadelesi asla kisa vadeli diisiiniilmemelidir. Biyolojik potansiyeli
yiiksek bir vektor ile miicadele, ancak iyi planlanmis, bilimsel esaslara dayanan,
temkinli ve genis boyutlu entegre miicadele programlariyla gerceklestirilebilir.
Miicadelenin yapilacagi bolgenin  Ozelliklerine gore degismekle birlikte,

entegrasyonun genelde alt1 ana baslik altinda toplandigi goriiliir. Bunlar;

1. Calisma bolgesinin tespiti

2. Topografik, vejetasyon ve hidrojeolojik yonden farkli pilot alanlarin se¢imi
3. Populasyon yogunlugunun belirlenmesi

4. Entegre Miicadele yontemlerinin uygulanmasi

- Mekanik Miicadele

- Biyolojik Miicadele

- Kimyasal Miicadele

5. Uygulamalardan elde edilen verilerin degerlendirilmesi

6. Sonug (Alten, 1997).

1.4.2. Mekanik micadele

Mekanik miicadelede temel amag, fiziksel altyapmin diizeltilmesi yoluyla vektor
canlinin iireme ve beslenme habitatlarin1 ortadan kaldirilmasidir. Sivrisinek tireme
habitatlarin1 olusturan toplama ve drenaj kanallari, kuyular, foseptikler, havuzlar,
tagkin sahalar1 gibi alanlarda 1slah c¢alismalar1 yapmak, buralar1 sivrisinegin
iremesine uygun olmaktan ¢ikarmak ve bu diizenlemelerde kaliciligi saglamak,
mekanik miicadelenin temelini olusturmaktadir (Alten ve Caglar, 1998). Isik

kullanilarak olusturulan bir tuzak Sekil 1.7.’de gosterilmistir.



Sekil 1.7. Mekanik miicadele yontemlerinden biri (Anonim, 2010).
1.4.3. Biyolojik miicadele

Biyolojik kontrol, ¢cevreye cok az ya da hi¢ zarar vermeyen siirdiiriilebilir bir kontrol
yontemidir. Giiniimiizde belli baglh birka¢ grup organizmadan biyolojik kontrol ajani
olarak faydalanilmaktadir. Bunlar: Bakteriler, Funguslar, Protozoalar, Viriisler,
Nematodlar ve Predatdr organizmalardir. Ornegin; Bacillus thurungiensis bakterisi
sivrisinek, karasinek ve kelebek larvalarina etkilidir. Zygomycetes entomoptera gibi
pek cok degisik mantar tiirli sivrisinek miicadelesinde etkilidir. Bir prortozoon olan
Monomorphia microsporidia anofel larva ve erginlerinde enfeksiyon yaratarak
Olmelerine ya da hastalik tagima yeteneklerinin kaybolmasina sebep olur. Biyolojik
miicadele ajani olarak kullanilan virtisler ise larva epitelinden girerek 48 saat iginde
sivrisineklerin Oliimiine neden olurlar. Gambusia cinsi baliklar ise sivrisinekler
larvalarini yerler (Alten ve Caglar, 1998). Biyolojik miicadele ajani olarak kullanilan

Gambusia affinis (sivrisinek balig1) tiirii balik Sekil 1.8.’de gosterilmistir.
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Sekil 1.8. Sivrisinek miicadelesinde kullanilan tiir olan Gambusia affinis (Anonim, 2006).
1.4.4. Kimyasal miicadele

En kisa siirede ve en etkili bicimde sonug¢ saglayan miicadele tipidir. Eski Yunan’da
3000 yil once siilfiir, Cin’de ise 900 yil Once tarim zararlhlarina karsi arsenik
kullanimiyla kayitlara gecen kimyasal miicadele, 20.ylizyilin baslarindan itibaren

yeni kimyasallarin gelistirilmeye baslanmasiyla hiz kazanmistir (Kuyucu, 2007).

Sivrisinek ve diger 6nemli vektorlerle miicadelede ilk kez sentetik organik
insektisitlerden dinitro-o-cresol’iin 1892°de kullanildig: bilinmektedir (Imamzade,
2008). 1939°da kesfedilen dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) ise o zaman ig¢in
essiz bir miicadele unsuru olarak goriilmiis ve bu alanda biiyiikk bir devrim
saytlmistir. 1950 ve 1960’11 yillarin baslarinda pek ¢ok iilkede genis 6l¢ekli DDT
uygulamalarina baslanmigtir. Ancak, hizli direng gelisimi kisa siire ig¢inde yeni
Kimyasallarin gelistirilmesini zorunlu kilmistir. 1960 ve 1970 yillar1 arasinda
fotostabil pyrethroidler gelistirilmistir (imamzade, 2008). Ulkemizde ise, 1970’lerde
DDT ve OP grubu insektisitlerden olan malathion yaygin olarak kullanilmus,
DDT’nin kullanimi 1980’lerin, malathionun kullanimi ise 1990’larin baslarinda

sonlandirilmistir (Kuyucu, 2007).

1.4.4.1. Kimyasal miicadelede kullanilan insektisitler

Glinlimiizde kullanilan ve en yaygm olan smiflandirma yontemi, insektisitleri
kimyasal yapilarina gore siniflandirmadir. Baz1 bilesik gruplari aktif icerik yapisina

gore isimlendirilir. Buna gore baslica; organofosfatlar (OP), karbamatlar (CB),
11



organoklorinler (OCL) ve pyrethroidler olmak iizere dort grup insektisit
bulunmaktadir. Bunlara ek olarak gelisim diizenleyiciler (juvenil hormon analoglar)
ve biyolojik preparatlar da iki ayr1 grup insektisit olarak siiflandirilabilir (Alten ve
Caglar, 1998; Matsumura, 1985; Pedigo, 1996). Sivrisinek miicadelesinde kullanilan
organofosfat, karbamat, organoklorin ve pyrethroid grubu insektisitlerden bazilarinin

kimyasal yapilari sirasiyla Sekil 1.9.,1.10.,1.11. ve 1.12.’de sunulmustur.
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Sekil 1.9. Sivrisinek miicadelesinde kullanilan organofosfat grubu bazi insektisitlerin kimyasal
formiilleri (Anonim, 2010).
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Sekil 1.10. Sivrisinek miicadelesinde kullamilan karbamat grubu bazi insektisitlerin kimyasal
formiilleri (Anonim, 2010).
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Sekil 1.11. Sivrisinek miicadelesinde kullanilan organoklorin grubu bazi insektisitlerin kimyasal
formiilleri (Anonim, 2010).
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Sekil 1.12. Sivrisinek miicadelesinde kullamilan piretroid grubu bazi insektisitlerin kimyasal
formiilleri (Anonim, 2010).



Kimyasal insektisitlerin hepsi noérotoksik olup, hedef organizmalarin sinir
sistemlerine etki ederler. Boceklerin merkezi sinir sistemleri (MSS) ¢ok gelismis
olup, memelilerinkine benzer. Aymi sckilde perifer sinir sistemleri (PSS) de
memelilerle benzerlik gosterir. Bu nedenle insektisitlerin toksik etki mekanizmalari

ve hedef aldiklar1 organlar biitiin tiirlerde aynidir (Kurt, 2013).

1.5. Diren¢ Gelisimi

Sivrisinekler insan sagligi agisindan O6nemli hastalik etmenlerinin tasinmasindan
sorumlu vektorler olmalar1 ve en azindan ¢ogu insana verdikleri rahatsizlik nedeniyle
insektisitlerle miicadeleye en fazla maruz birakilan organizmalar arasindadir.
Sivrisineklere karsi kimyasal pestisitlerin son derece yaygin ve yiiksek oranda
kullanimi, pestisitlerin ¢ok yliksek bir seg¢ilim baskisi olusturdugu ortamlarda
evrimsel siireclerin bir sonucu olarak, sivrisinek populasyonlarinda pestisitlere direng
gelisimini beraberinde getirmektedir. Diinyanin pek ¢ok bdlgesinde hem tarimsal
tiretim konusunda hem de vektorel kaynakli hastaliklarin kontroliinde 6nemli bir
engel teskil eden direng, pestisit uygulanan canlilarda pestisite karsi cevap azalmasi
olarak tanimlanabilir (Kuyucu, 2007). Diren¢ baska bir ifadeyle tanimlandiginda,
populasyonlarda olusan rastgele mutasyonlarla az miktarda bireyin kazandigi
ozellikler sonucu, normalde 6ldiiriicli olan dozlara kars1 hayatta kalmay1 saglayan bir

adaptasyondur (Kence, 1988).

Insektisit direncine iliskin ilk kayit, Malender (1988) tarafindan bildirilen San Jose
kabuklu biti Quadraspidiotus perniciosus (Comstock, 1881) (Homoptera:
Diaspididae)’da siilfiir uygulamasina karst gelistigi seklindedir. Bu tarihten itibaren
11 Arthropod tiiriinde de direng gelistigi bildirilmesine karsin, direngli tiir sayisi
ozellikle, Ikinci Diinya Savasindan sonra sentetik kimyasallarin iiretiminin hizl

artigina paralel olarak devamli olarak artmistir (Kence, 1988).
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1.5.1. Direng tipleri

Vektor canlilarda genel olarak ii¢ tip direngten bahsedilebilir. Bunlar sirasiyla; (1)
Vigor tolerans, (2) Davranis direnci ve (3) Fizyolojik (metabolik) diren¢ olarak
sayilabilir (Ozer, 2001).

2.1.1.1. Vigor tolerans

Ozel bir diren¢ genine sahip olmaksizin, kullanilan insektisitin populasyon
tizerindeki baskisinin artmasina baglh olarak direncin artmasidir. Bu durum biiyiik
vicutluluk, kalin kutikiila ve artan yag orami1 gibi mevsimsel varyasyonlar sonucu
(morfo-fizyolojik karakterlerin varyasyonu) olabilir. Islevsel olarak ana direng tipinin

varliginda canliya daha fazla oranda direng sagladig1 diisiiniiliir (Ozer, 2001).
2.1.1.2. Davranis direnci

Canlinin dogal davranis1 ya da davramis modifikasyonlar: ile temas yilizeyinden
sakinma veya kontak siiresini azaltma seklinde olan direng tipidir. Davranig
direncinde 6nemli olan, irritantlara kars1 gosterilen irritabilitedir. Bu tip direng vigor

tolerans benzeri etkiye sahip degildir (Georghiou, 1986; Ozer, 2001).
2.1.1.3. Fizyolojik direng

Vektor canlilarda genetik, biyokimyasal ve fizyolojik diren¢ en Onemli direng
mekanizmalarin1 igerir. Bakterilerde, funguslarda, bitkilerde, bdceklerde ve
omurgalilarda benzer diren¢ mekanizmalar1 gézlenmistir. Bunlar hedef bolgelerdeki
degisimleri, arttirllmis detoksifikasyon hizlarini, azaltilmis pestisit alimin1 ve daha
etkin depolama mekanizmalarimi igerir (Gressel, 1986; Knobler 2003). Boceklerde
birincil diren¢ mekanizmalari: (1) Kutikuladan penetrasyonun azaltilmasi, (2)
esterazlar, monooksijenazlar ve glutatyon transferazlar gibi enzimlerle metabolik
detoksifikasyonun arttirilmasi ve (3) hedef bolgelerde duyarliligin azaltilmasi

seklinde olusmaktadir (Gressel 1986; Knobler 2003).
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Kutikuladan penetrasyonun azaltilmasi: Bu mekanizma, kullanilan insektisite
yaygin oranda direng¢ goriildiigii zaman diren¢ olusumunda en az etkili mekanizmadir
ve genel olarak diger direng faktorlerini arttirici etki olarak rol oynar. Mekanizma
insektisitlere karsi knock-down zamanini arttirict yonde etki ederken, uygulanan
insektisitin toksisitesi direngli ve duyarli soylarda aynidir. Musca domestica
(Linnaeus, 1758) iizerinde yapilan genetik ¢alismalar sonucunda, 3. kromozomda
lokalize olan pen geninin bu diren¢ tipinden sorumlu oldugu bulunmustur. Diisiik
orandaki insektisit penetrasyonu, detoksifikasyon genleriyle etkilesim halinde

insektisit direncini arttirabilir (Hemingway ve Ranson 2000; Kence, 1988).

Metabolik detoksifikasyonun artarilmasi: Gozlenen pek ¢ok direng durumunda
insektisitlerin metabolizasyon hizlar arttirilarak, daha az toksik olan 6ncii bilesiklere
doniistiiriilmesi gozlenir. Insektisit metabolizasyonunun arttirilmasi; ya farkli enzim
formlarinin bulunusu ya da duyarli bireylerde az bulunan enzim miktarinin arttirilist
seklinde olur (Hemingway ve Ranson 2000). Genel olarak enzimler substratlari
lizerinde dogal bir temele bagli olarak Faz 1 ve Faz 2 reaksiyonlar1 halinde
ksenobiyotik mekanizmaya sahiptirler. Toksik etkinin azaltilmasi, bu enzimlerin
aktivitelerinin birlestirilmesi ve ikincil olarak sudaki ¢oziiniirliiklerinin artis1 ile
saglanir. Faz 1 reaksiyonlarmin iiriinleri ana bilesikten daha toksik olabilir. insektisit
direncine katkida bulundugu bilinen detoksifikasyon mekanizmasi, Faz 1
enzimleriyle smirlidir ve bunlar mikrozomal monooksijenazlar, hidrolazlar ve

glutatyon-S-transferazlar (GSTH) olarak ayrilabilir (Kence, 1988).

Hedef bolge duyarsizlasmasi: Bu direng mekanizmasi, insektisitlerin canlidaki ana
hedef bolgelerinde bu bilesiklere karsi ilginin diisiiriilmesi durumunu i¢ine alan sinir
sistemindeki diizenlemelerle saglanir. Sinirsel hedef bolge modifikasyonuna bagl
direng, li¢ farkli insektisit grubuna karsi tanimlanmis olan ii¢ ana hedef bolgeyi

kapsar.
1. Asetilkolinesterazin degistirilmesi
2. DDT ve pyrethroidlere karsi néron duyarliliginin azaltilmasi

3. Klorlanmus siklodienlere karsi noron duyarliliginin azaltilmasi

16



Asetilkolinesteraz (AChE) enzim duyarsizlagsmasi: Bu mekanizma, OP ve CB grubu
insektisitlerin hedefi olan AChE enziminin, bu enzimi kodlayan ace geninde
meydana gelen mutasyonlar sonucu, bu grup insektisitlere kars1 duyarsizlasmasidir.
AChE enzimi kolinerjik sistemde nérotransmitter madde olan asetilkolin seviyesini
diizenleyen ve asetilkolini hidrolize ederek sinir impulslarinin sonlanmasini saglayan
anahtar bir enzimdir. OP ve CB grubu insektisitler bu enzimin aktif bolgesinde
bulunan serin aminoasidini fosforlayarak veya karbamatlayarak enzimin geri
doniisiimsiliz olarak (veya cok diisiik bir oranda geri doniisiimlii olarak) inhibe
olmasina neden olur. Bu durum da asetilkolinin sinapslarda birikimine ve asetilkolin
reseptorlerinin kalict olarak agik kalmasina sebep olur ve bocegin dliimii gerceklesir

(Mutero ve ark., 1994; Chen, 2001; Menozzi ve ark., 2004).

Russell ve ark. (2004) tarafindan “Yiiksek Diptera” olarak tanimlanan Musca
domestica (Walsh ve ark., 2001, Kozaki ve ark., 2001), Lucilia cuprina (Chen ve
ark., 2001), Bactrocera oleae (Vontas ve ark., 2002, Kakani ve ark., 2008), B.
dorsalis (Hsu ve ark., 2006) ve Drosophila melanogaster (Fournier ve ark., 1992,
Mutero ve ark., 1994)’de insektisit direncinde rol oynayan AChE enzimini kodlayan
ve ace-2 olarak isimlendirilen tek bir gen bulunmaktadir. Buna karsilik, Anopheles
gambiae, Culex pipiens pipiens, C. p. quinquefasciatus (Weill ve ark., 2002, 2003,
2004), Myzus persicae (Nabeshima ve Kozaki, 2003), Aphis gossypii (Toda ve ark.,
2004) ve C. tritaeniorhynchus (Nabeshima ve ark., 2004) gibi diger pek ¢ok bocek
ve akarda ise, AChEl ve AChE2 olmak iizere iki farkli AChE enzimini kodlayan ve
ace-1 ve ace-2 olarak adlandirilan en az iki gen oldugu rapor edilmistir. Bu ikinci
gruptaki organizmalarda ace-1 geninin kodlamis oldugu AChE1 enziminin insektisit
direncinde etkin rol oynadig: bilinmektedir. C. pipiens’de, AChEl enziminin aktif
merkezindeki  Gly119Ser ve Phe290Val (Torpedo californica AChE
numaralandirilmasina goére) degisikliklerinin enzimin OP ve CB grubu insektisitlere
kars1 duyarsizlasmasina neden oldugu bildirilmistir (Weill ve ark., 2002, 2003, 2004;
Alout ve ark., 2007; Alout ve Weill, 2008).
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1.6. Genetik Belirtecler

Belirtegler kalitimsal modelleri morfolojik, biyokimyasal ya da DNA seviyesinde
izlenilebilen karakterlerdir. Bu karakterler dogrudan olmamasina karsin, bir
organizmadaki dogrudan ilgilenilen 6zelliklerin yaninda bir lokusta bulunup onlarla
birlikte kalitildiklar1 gézlendiginden ilgilenilen 6zelligin genetik 6zellikleri hakkinda
bilgi saglamalarindan dolay:1 belirte¢ diye adlandirilirlar. Bir tiir iginde var olan
cesitliligin ~ (varyasyon) saptanmast genom analiz ¢aligmalarinin  temelini
olusturmaktadir (Dogag, 2013; Isik, 2013). Genetik belirteclerin siniflandirilmasi

Sekil 1.13.’te sunulmustur.

Genetik belirtegler

/ T~

Biyokimyasal
belirtecler

Hibridizasyona PCR'a dayali
DNA

dayali DNA

belirtegleri belirtecleri

Sekil 1.13. Genetik belirteclerin siniflandirilmasi.

1.6.1. PCR’a dayali DNA belirtecleri

Bitki ve hayvan tiirlerinin tanimlanmasinda ve populasyonlarin genetik
varyasyonlarinin tespitinde DNA belirtegleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Morfolojik ve biyokimyasal belirteglerin uygulamadaki yetersizlikleri DNA
belirtegleriyle ortadan kalkmistir. DNA belirtegleri, diger tekniklere gore daha fazla
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avantajlara sahiptirler. Bu belirtecler cevre faktorlerinden etkilenmezler ve
polimorfizm oranlar yiiksektir (Dogag, 2013). Ayn1 zamanda pleotropik ve epistatik
etki gostermeyip, son derece stabildirler (Soller ve Beckmann, 1983; Tanksley, 1983;
Avise, 1994; Bretting ve Widrlechner, 1995).

Asagida belirtilen ozelliklerin genellikle bir molekiiler belirtecte olmasi istenir

(Dogac, 2013):

1. Yiiksek derecede polimorfik davranis,

2. Kodominant kalitim,

3. Genomda sik¢a bulunma,

4. Genomda diizgiin dagilim,

5. Secici notr davranis (pleitropik etkisi yok),

6. Kolay ulagim (satin alma veya hizli islemler sonucunda),
7. Kolay ve hizl1 degerlendirme (otomasyona uygun iglemle),
8. Yiiksek tekrarlanabilirlik,

9. Laboratuvarlar arasi kolay veri aligverisi.

Bu ¢alismada Culex pipiens kompleksi sivrisinek populasyonlarini karakterize etmek
amaciyla PCR’a dayali DNA belirteclerinden birisi olan RAPD (= Random
Amplified Polymorphic DNA = Rastgele iretilen polimorfik DNA) belirtecleri
kullanilmistir. Bu yontemde 6-10 niikleotidlik primerler kullanilarak genom iizerinde
rastgele bolgelerin DNA amplifikasyonu gerceklestirilir. Sekil 1.14.”te RAPD teknigi

sematik olarak 6zetlenmistir.
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Electrophoresis

Taq polymerase  Arbitrary primers Nycleotides
+
Genomic DNA

PCR

(under relaxed conditions)

Sekil 1.14. RAPD tekniginin sematik gosterimi (Ben Hui Lui, 1998).

RAPD tekniginin en biiyiik avantaj ilgilenilen taksonun genleriyle ilgili herhangi bir
on bilgi gerektirmemesidir. Cogaltmada tiim organizmalar i¢in ayni oligoniikleotid
primer seti kullanilabilmektedir. Ayrica radyoaktiviteye, Southern transferlere veya
DNA hibridizasyonuna gerek duyulmamaktadir. RAPD karakterlerinin sayis1 ihtimal
olarak sinirsizdir. Kullanilan primer sayisi arttirildikca elde edilen bant sayis1 da
artacaktir. Bu agidan yakin tiirleri ayirmada izozimden daha duyarlidir. Farkli
aragtiricilar tarafindan kodominant veriler gerektirmeyen sistematik problemlerin
¢coziimiinde RAPD belirteclerin kullanimi giiclii bir sekilde savunulmaktadir (Angin,
2011; Istk, 2011). Bununla beraber metodun dezavantajlar1 da vardir. RAPD
tekniginde ana giicliik sonucta olusan bant profillerinin reaksiyon sartlarindaki
varyasyonlara, DNA Kkalitesine ve PCR sicaklik profiline ¢ok duyarli olmasidir.
RAPD kullanim agisindan kolay olmasina karsilik, belirtecleri dominanttir ve
heterozigotlar1 teshis etmek zordur. Calismalar sonucunda elde edilen verilerin
tekrarlanabilirligi, reaksiyona giren tiim degiskenlere bagli oldugundan diisiik
olabilmektedir. Bunun i¢in diger karsilastirmali analizlere girmeden evvel yontemin

optimize edilmesi olduk¢a dnemlidir (Angin, 2011; Isik, 2011).
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1.7. Calismanin Amaci

Bu calisma ile Ege Denizi’ne kiyist olan illerden ve goreceli olarak daha karasal bir
iklime sahip olan Denizli’den 6rneklenen, insan sagligi agisindan 6nemli bir vektor
ve lilkemizde baskin olan, Culex pipiens kompleksi sivrisinek populasyonlarinda
ace-1 genindeki Gly119Ser ve Phe290Val mutasyonlarinin direng frekanslarinin
zamana bagli degisimlerinin belirlenmesi ve bunun yanisira RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA = Rasgele Uretilen Polimorfik DNA) belirteglerinin
yardimi ile bu populasyonlarin populasyon i¢i ve populasyonlar arasi cesitlilige

iliskin  parametreler bakiminda da karakterize edilmesi amaglanmistir.
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Culex pipiens Orneklerinin Toplanmasi

Calisma kapsaminda, Ege Denizi’ne kiyis1 olan Canakkale, Balikesir, Izmir, Aydin
ve Mugla illerindeki ve bunlarin yani sira Denizli ili'ndeki Culex pipiens kompleksi
populasyonlar1 drneklenmistir. Denizli Ili’nin kiy1 seridinden segilmis olan illere ek
olarak calismamiza dahil edilmesinin nedeni, calisilacak tiirdeki degisik insektisit
gruplarima karst direng¢ mutasyon frekanslarinin goreceli olarak daha karasal
iklimdeki zamanla degisim durumlarinin ve bu mutasyonlara sahip allellerin karasal
ve 1lman iklimler arasindaki gd¢ paternlerinin de gdsterilmesidir. Denizli ili,
calismamizin cografi biitlinliigiinii bozmayacak bir il olmasi ve laboratuvarimiza
yakinligi nedeniyle bolgenin i¢ kesimlerindeki diger illerine tercih edilmistir.
Ayrica, calisilacak mekanizmalar bakimindan ana karadan farklilagmalarin da
gosterilebilmesi amaciyla, ada ve yarim ada olmalar1 nedeniyle Canakkale ili sinirlari

igerisinde bulunan Gokgeada ve Gelibolu Yarimadalari 6zellikle 6rneklenmistir.

Her ili temsilen, ikisi tarim ikisi de turizm ya da yerlesimin yogun oldugu alanlardan
olmak iizere, toplam 4 adet lokasyon secilmistir. Ilin daha iyi drneklenebilmesi
amact ile sadece Izmir Ili igin 5 lokasyon segilmistir. Ornekleme yapilan lokasyonlar
Sekil 2.1.’de harita lizerinde gosterilmis olup, bu lokasyonlar 1°den 25’e kadar
populasyon (Pop) numaralar1 verilmek suretiyle kodlanmistir ve bu kodlama da
Cizelge 2.1.’de sunulmustur. Bu lokasyonlarin koordinatlar1 (enlem ve boylam) ve
yiikseklikleri ise Cizelge 2.2.’de sunulmustur. Calismanin tiim asamalarinda ortak
bir dil olusturmasi ve kolaylik saglamasi bakimindan Orneklemenin yapildig:
lokasyonlar 1’den 25’e¢ kadar populasyon (Pop) numaralar1 verilmek suretiyle
kodlanmistir. Bu kodlama da Cizelge 2.1.’de sunulmustur. 6 il i¢in 6rneklenen
toplam 25 adet lokasyonun her birinde ise, lokasyonu en iyi 6rnekleyecek sekilde en

az 4, mimkiin olan durumlarda ise daha fazla noktadan G6rnekleme yapilmistir.
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Ancak, yaklasik 1 hektar (=10 000 m?)’lik bir alan icinde yapilan farkli rneklemeler
icin tek GPS verisi alinmigtir (Cizelge 2.1.). Bu lokasyonlarin se¢iminde fiziki
sartlar, Ozellikle de sivrisineklerin iireme alanlarinin durumu ve bu alanlarin
calismadaki farkli drnekleme donemlerinin her birinde siireklilik arz etmesi goz
oniinde bulundurulmustur. Ozel izin gerektirmeyen alanlardan secilen, tarimsal
drenajin ve dolayist ile kirlilik birikiminin yiiksek oldugu su birikintileri, su kuyulari,
sulama kanallari, foseptikler, ¢op konteynerleri, yalaklar, kullanilmis arac lastikleri,

hayvan ayak izleri gibi noktalar baslica 6rnekleme noktalarini olusturmustur.

Sekil 2.1. Ornekleme yapilan lokasyonlar.

Cizelge 2.1. Cahyma kapsaminda 6rnekleme yapilan 6 ile ait 25 lokasyon ve bu lokasyonlara
verilen populasyon kodlari.

MUGLA iLi

BALIKESIR ILI

Lokasyon 1:

Gokova (Pop-1)

Lokasyon 1: Manyas-Erdek (Pop-14)

Lokasyon 2: Datga (Pop-2) Lokasyon 2: Susurluk-Merkez (Pop-15)
Lokasyon 3: Fethiye (Pop-3) Lokasyon 3: Ayvalik (Pop-16)
Lokasyon 4: Koycegiz (Pop-4) Lokasyon 4: Gémeg-Burhaniye (Pop-17)
AYDIN ILI DENIZLI ILI

Lokasyon 1:

Cine(Pop-5)

Lokasyon 1: Civril (Pop-18)

Lokasyon 2: Soke (Pop-6) Lokasyon 2: Merkez (Pop-19)
Lokasyon 3: Karpuzlu (Pop-7) Lokasyon 3: Beyagag¢ (Pop-20)
Lokasyon 4: Didim-Kusadasi (Pop-8) Lokasyon 4: Pamukkale (Pop-21)
IZMIR ILi CANAKKALE L1

Lokasyon 1: Seferihisar (Pop-9) Lokasyon 1: Gokg¢eada (Pop-22)
Lokasyon 2: Bergama (Pop-10) Lokasyon 2: Gelibolu (Pop-23)
Lokasyon 3: Menemen-Aliaga (Pop-11) | Lokasyon 3: Ezine (Pop-24)

Lokasyon 4:

Cigli (Pop-12)

Lokasyon 4: Ayvacik (Pop-25)

Lokasyon 5:

Bornova (Pop-13)

23




Cizelge 2.2. Tez kapsaminda drnekleme yapilan 6 ile ait 25 lokasyonun koordinatlari ve

yiikseklikleri.
[ller/Lokasyonlar | Orneklem Noktalar1
MUGLA | I 11 Y]
37°01'58.59"N  |37°02'17.17"N 37°01'41.24"N
. 28°20221.22"E [28°1125.86"E 28°21'32.15"E
Gokova
Yikseklik: 3.04 | Yikseklik: 78.02 | Yiikseklik:
m m 1097 m
36°47'16.99"N |36°41'51.84N 36°44'09.09"N
28°01'53 41"E |27°40'32.41E 27°41'48.13"E
Datca
Yikseklik: 3.96 | Yiikseklik: 3.96 | Yikseklik: 7.01
m m m
36°38'16.41"N ]36°39'44.89"N 36°3921.61"N
Fethiye 29°05'4091"E [29°07'51.11"E 29°06'39.30"E
Yikseklik: Yikseklik: 16.45 Yiikseklik: 0 m
51.20 m m
36°57'15.30"N | 36°58'59.39"N 36°57'34.97"N
28°42'01.72"E [28°40223.18"E 28°4024.80"E
Koycegiz
Yikseklik: 4.87 | Yikseklik: 31.39 | Yikseklik: 0.91
m m m
AYDIN
37°41'10.83"N  |37°32'05.54"N 37°36'36.48"N
Cine 27°59'59.04"E [28°03'49.34"E 28°02'51.52"E
Yikseklik: Yikseklik: 74.06 | Yikseklik:
59.13 m m 83.82m
37°4021.87"N | 37°44'30.96"N 37°46'07.43"N
Soke 27°21'46.15"E [27°23'4591"E 27°24'46.66"E

Yiikseklik: 7.92
m

Yikseklik: 74.06
m

Yiikseklik:
83.82m
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Cizelge 2.2. (bevam)

Iller/Lokasyonlar

Orneklem Noktalar

Karpuzlu

37°35'55.58"N
27°50'05.06"E

Yikseklik:
112.7m

37°34'46.85N
27°49'00.82E

Yikseklik:
97.84m

Didim-Kusadasi

37°21'04.64"N
27°1626.35"E

Yikseklik:
12.49 m

37°50'36.64N
27°15'55.57E

Yikseklik:
5151 m

37°53'39.90"N
27°16'32.17"E

Yikseklik:
11.58 m

iZMIiR

Seferihisar

38°11'03.19"N
26°48'13.18"E
Yikseklik:
11.58 m

Bergama

39°06'16.91"N
27°10'06.33"E

Yikseklik:
4419 m

39°07'07.56"N
27°11'05.25"E

Yikseklik:
60.65m

Menemen-
Aliaga

39°01'05.52"N

27°0424.17"E

Yikseklik:
17.37 m

38°51'13.75"N

27°02'10.12"E

Yikseklik:
243 m

39°36'19.95"N

27°05'05.72"E

Yikseklik:
18.89 m

Cigli

38°29'34.04"N

26°5722.01"E
Yikseklik:
30.48 m

38°3026.04"N

26°59'16.71"E
Yikseklik:
6.09m

Bornova

38°2726.32"N
27°14'01.35"E

Yikseklik:
39.01m

38°26'54.25"N
27°14'05.96"E

Yikseklik:
38.70 m

BALIKESIR

Manyas-Erdek

40°07'02.15"N
27°59'11.66"E

Yikseklik:
22.86 m

40°07'15.25"N
27°51'15.92"E
Yiikseklik:
34.74 m

40°27'11.89"N"
27°45'06.27"E

Yikseklik:
5.18 m

40°24'07.26"N
27°47'34.36"E

Yikseklik:24.07m

Susurluk-Merkez

39°54'57.62"N
28°09'51.03"E

Yikseklik:
42.06 m

39°37'50.39"N
28°02'06.64"E

Yikseklik:
93.87m

39°29'41.06"N
27°54'43.26"E

Yikseklik:
166.4 m

39°47'58.89"N
28°07'56.45"E

Yikseklik: 224.94

m
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Cizelge 2.2. (Cevam)

[ller/Lokasyonlar | Orneklem Noktalar
39°16'25.80"N 39°17'20.14"N
Ayvalik 26°38'19.40"E 26°41'12.05"E
Yiikseklik: 15.54 m | ¥ukseklik:
u R 13.71m
39°22'53.57"N 39°22'34.43"N | 39°30'07.07"N | 39°2923.55"N
(B}énﬁe@j 26°50'06.60"E 26°51'46.83"E | 26°58'53.96"E | 26°56'03.45"E
urhantye . . Yiikseklik: Yiikseklik: Yiikseklik:
Yitkseklik: 14.93 m | 51 hg" 24.68 m 335m
DENIZLi
38°19'20.75"N 38°17'51.18"N
. 29°51'01.28"E 29°44'32.49"E
Civril Viikseklik
.. . iikseklik:
Yikseklik: 834.8 m 829.6 m
37°47'36.00"N 37°46'51.03"N
29°04'46.08"E 29°06'45.72"E
Merkez Yiikseklik:
Yikseklik: 365.1 m 336.8 M
37°14'14.51"N 37°13'56.18"N
Beyagac 28°53'48.10"E 28°53'36.34"E
. . Yiikseklik:
Yikseklik: 701.3 m 691.2 m
37°54'55.25"N 37°54'51.10"N
Pamukkale 29°06'53.78"E 29°07'16.22"E
. . Yiikseklik:
Yikseklik: 245.3 m 262.4 M
CANAKKALE
40°08'15.87"N
Gokgeada 254412.88"E
Yikseklik: 75.89 m
40°2524.08"N 40°24'35.41"N
Gelibolu 26°40'05.44"E 26°39'48.15"E
Yiikseklik: 37.79 m | Y ukseklik:
7.0l m
Elev.39°47'05.18"N
Ezine Elev.26°1941.40"E
Yiukseklik: 63.09 m
39°34'00.74"N 39°35'56.95"N
26°1004.71"E 26°24'35.10"E
Ayvacik

Yikseklik: 20.11 m

Yikseklik:
257.2m
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Calisma materyalini olusturan Culex pipiens ornekleri ti¢ farkli donemde
toplanmistir. Birinci donem; yillik sivrisinek miicadele ¢alismalarinin baglamasinin
hemen Oncesinde, 15 Nisan — 30 Mayis 2012 tarihleri arasinda, ikinci dénem; yaz
boyunca yapilan ilaglamalari takiben, 15 Eyliil — 30 Ekim 2012 tarihleri arasinda, ve
ticiincli donem ise direnc allellerinin kis1 gecirme durumlarimi dolayisi ile uyum
bedellerini ortaya koyabilmek amaci ile 15 Nisan — 30 Mayis 2013 tarihleri arasinda
olmustur. Toplama isleminde larva yakalama kepgeleri kullanmilmistir. Larva
yakalama kepgeleri ile gergeklestirilen toplama islemine ait bir resim Sekil 2.2.” de
sunulmustur. Toplanan larvalar, stres faktoriiniin ortadan kaldirilmasi amaci ile kendi
ortamlarindan alinan bir miktar su ile birlikte agzina tiil baglanmis olan uygun
siselere konularak laboratuvara ulastirilmistir. Siselerin lizerindeki tiil kisimlara %
10°luk seker cozeltisi iceren pamuklar yerlestirilerek beklenenden erken c¢ikan
erginlerin beslenmeleri saglanmistir. Bu ergin bireyler, alkole alinarak c¢aligmada

kullanilmastir.

Sekil 2.2. Larva yakalama kepcesiyle gerceklestirilen toplama islemine iliskin goriintii.
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2.2. Culex pipiens Orneklerinin Teshis Edilmesi

Ornek toplama islemi sirasinda ilk olarak Culex larvalari, Aedes, Anopheles ve
Culiseta larvalarindan ayrilmistir. Bu ayirma isleminde, Anopheles larvalarinin diger
tiirlerin larvalarinda bulunan ve solunumda kullanilan sifon yapisi tasimamalari ve
bu nedenle su yiizeyine paralel durmalart ve Culiseta larvalarmin diger tiirlerin
larvalarina oranla ¢ok biiyiik olmalar1 dikkate alinmistir (Alten ve Caglar, 1998).
Aedes larvalarinin  Culex larvalarindan ilk ayrimmda ise torax/bas oranina
bakilmistir. Culex larvalarinda torax yapisi basa gore belirgin bigimde biiyiikken
Aedes larvalarinda torax ile bagin hemen hemen ayni biiyiiklikte olmasi ayirimi
saglamistir. Culex pipiens larvalarinin mikroskop altinda ayriminda kullanilan viicut
kisimlar1 Sekil 2.3.te ve C. pipiens erginlerinin mikroskop altinda ayriminda

kullanilan viicut kisimlar1 ise Sekil 2.4.’te sunulmustur.

c) Basyapisi

Sekil 2.3. Culex pipiens larvalarinin mikroskop altinda seciminde kullanilan viicut kistmlar:
(Anonim, 2009).

28



Sekil 2.4. Culex ergin bireylerinin mikroskop altinda se¢ciminde kullamilan viicut kistmlari
(Anonim, 2009).

2.3. Genomik DNA Izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu Bender ve ark. (1983)’e ait lifton metodunun modifiye
edilmis sekli kullanilarak yapilmistir. Bu metoda gore kisaca; steril tiipe alinan bir
birey sivi azotta ezilmis, tizerine 400 pl lifton tampon ¢6zeltisi (0.1 M Tris-HCI, 0.05
M EDTA, pH 9.1) ve 100 pl % 0.5’1ik SDS eklenerek homojenize edilmistir. Su
banyosunda 65° C’de 30 dakika inkiibasyonu takiben iizerine 1 pl Proteinaz K
eklenerek 37° C’de 30 dakika tekrar inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 200 pl
0.6 M sodyum asetat eklenerek 1 saat boyunca buz igerisinde bekletilmistir. Buzdan
aliman 6rnek 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek sivi olan iist faz dipteki
kalintilardan dikkatli bir sekilde ayrilarak baska bir tiipe alinmistir. Uzerine 500 pl
fenol ve 1 damla kloroform: izoamilalkol (24:1) eklenerek 14.000 rpm’de 5 dakika
stire ile santrifiij edilmistir. Yine iist faz ayr1 bir tiipe alinarak iizerine 250 pl fenol
ve 250 pl kloroform: izoamilalkol (24:1) eklenerek tekrar 14.000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenmistir.  Ust faz yine ayr bir tiipe alinarak iizerine bu kez 500 pl

kloroform: izoamilalkol eklenemis ve 14.000 rpm’de 5 dakika siireyle

29



santifiijlenmistir. Ustteki faz tekrar bagka bir tiipe aktarilarak igerisine 1 ul RNaz
eklenerek 37° C’de 30 dakika inkiibe edilmis ve inkiibasyondan sonra orneklere %
96’11k etanol eklenerek 14.000 rpm’de 15 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Daha
sonra %96’lik etanol uzaklastirilmis ve tizerine % 80’lik etanol eklenerek tekrar
14.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edilmis ve bu islem sonunda alkoliin
olusan pelletten uzaklastirilmasi amaci ile 1 saat kurumaya birakilmistir. Son olarak,
pellet 30 ul otoklavlanmis dH,O’da ¢6ziinerek bir gece +4°C’de bekletilmistir.
Ornekler % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek elde edilen DNA’lar kalite bakimindan test

edilmis, ayrica spektrofotometrede miktar tayinleri yapilmistir.

2.4.ace-1 Genindeki Gly119Ser ve Phe290Val Mutasyonlarnin Saptanmasi

Calisma kapsaminda ace-1 genindeki Gly119Ser ve Phe290Val mutasyonlar1 her 3
toplama doneminde Orneklenen Dbireylerde c¢alisilmistir. ace-1  genindeki
mutasyonlarin saptanmasi amaciyla, her ili homojen ornekleyecek sekilde segilen 4
lokasyonun her birinden 15’er birey alinmasi ile her il toplam 60 bireyle temsil
edilmistir (Izmir Ili icin 5 lokasyon oOrneklendiginden bu il 75 bireyle temsil
edilmistir). Dolayisi ile, ¢alisma alaninin tiimiinde her bir toplama déneminde ace-1

genindeki mutasyonlar toplam 375 6rnek baz alinarak hesaplanmustir.

2.4.1. ace-1 geninde Gly119Ser mutasyonunun saptanmasi

Orneklerin ace-1® olarak gosterilen ace-1 genindeki Gly119Ser mutasyonu Weill ve
ark. (2004) ve Djogbénou ve ark. (2008) esas alinarak PCR-RFLP yoOntemiyle
saptanmigtir. Bu yontemde ilk olarak, sineklerin genomik DNA’lart Ex3AGdir (5'-
GATCGTGGACACCGTGTTCG-3)) ve Ex3AGrev (5'-
AGGATGGCCCGCTGGAACAG-3") primerleri kullanilarak PCR’la ¢ogaltilmus,
ancak PCR diirlinlerinde spesifik baglanmanin gerceklesmedigi goriilerek, istenilen
bolgeyi ¢ogaltabilmek amaci ile 6 adet (3’1 forward = F, 3’1 reverse = R olmak
tizere) alternatif primer dizayn edilmistir. Bunlardan ACEI-F1: 5°-

CCGGGGGCCACCATGTGGAA-3 ve ACE1-R2: 5’-
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GTTCTCCTCCGAGGCCAGCGTCCG-3’ primer ¢ifti ile en iyi sonug alinarak tiim
calisma materyaline uygulanmistir. Analizlerde, optimum PCR karigimi 25 pl PCR
hacmi i¢in 20ng DNA, 1xPCR tamponu, 2 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP (her birinden),
1 U Taq DNA polimeraz ve F ve R primerlerinin her biri i¢in 10 pmol’den,
amplifikasyon kosullart ise 94 °C’de 5 dakikalik 6n denatiirasyonu takiben, her bir
dongiisti 94 °C’de 30 saniye (denatiirasyon), 65 °C’de 30 saniye (baglanma) ve 72
°C’de 30 saniye (uzama) olacak sekilde toplam 35 dongii ve 72 °C’de 5 dakikalik
son uzama basamagindan olusmustur. PCR’lar Eppendorf Mastercycler Gradient
Thermalcycler’da gergeklestirilmistir. Orneklerin PCR iiriinlerinin 12 ul’leri 37
°C’de 4 saat Alul restriksiyon enzimi ile inkiibe edilmistir. Bu enzimin gogaltilan
DNA pargasi ilizerindeki tanima bolgesi (5'....AGVCT....3") olup, sadece direngli
allelleri kesmektedir. Inkiibasyon sonucu olusan iiriinler % 2’lik agaroz jelde
goriintiilenmistir. Enzimle kesim sonucunda, homozigot duyarli (SS) bireylerde
sadece 194 be¢’lik tek bant, homozigot direncli (RR) bireylerde 120 ve 74 bg¢’lik iki
bant ve heterozigot (RS) bireylerde ise bu bantlarin her ii¢li de saptanmistir. Pop-
21’in Uglncli donem oOrneklerine ait ornek bir jel gorintisi Sekil 2.5.° te

sunulmustur.

7 8 9 10 11 12 13 14 15

200 RS SS RR S5 RS RS S8 SS RS SS SS SS

S8
— . . —-— é —

Sekil 2.5. Pop-21’in iiciincii donem 6rneklerinin ace-1 genindeki Gly119Ser mutasyonuna gore
diren¢ durumlari.

PCR-RFLP yontemi ile ace-1 geni icin elde edilen veriler, bu analizde kullanilmig
olan orneklerden her il i¢in rastgele segilen 3’er Ornekte (toplam 18 oOrnekte; bu

ornekler toplama donemi basina 1’er 6rnek ve saptamis oldugumuz SS, RR, RS
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bireylerinden donem basina 3’ser 6rnek olacak sekilde se¢ilmistir) baz dizi analizi

yapilarak da dogrulanmustir.

Baz dizi analizi i¢in ace-1 genin ¢ogaltilmasinda, analizlerde kullanilan, yukarida
dizinleri verilen ACE1-F1 ve ACE1-R2 primer ¢ifti kullanilmistir. Yine analizlerde
kullanilan PCR karisimi ve amplifikasyon kosullar1 kullanilarak elde edilen PCR
tirtinleri yaklagik miktar ve kalite agisindan kontrol edilmek amaciyla % 1’lik agaroz
jelde 1 pl iriin, 1pl boya karistirilarak 80 Volt sabit akimda yiiriitiilmiis ve
goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir. Daha sonra istenilen uzunluga sahip
ornekler jelden dikkatlice kesilmis ve jelden DNA izolasyon kiti (Qiagen)
kullanilarak (iiretici firmanin onerdigi basamaklar takip edilerek) izole edilmistir.
Elde edilen iiriiniin miktar tayini spektrofotometrede yapilmis ve baz dizi analizi i¢in
ilgili firmaya gonderilmis ve iki yonlii okumalar yaptirilmistir. ABI formath
kromatogram dosyasi seklinde laboratuvarimiza gonderilen diziler ilk olarak
FinchTV programinda agilarak gorsel olarak incelenmistir (Sekil 2.6.). Elde edilen
DNA baz dizilerinden 6ncelikle baz dizi analizi i¢in kullandigimiz primer dizileri
cikarilarak istenilen bolge MEGAS paket programi (Tamura ve ark., 2011) igerisinde
bulunan CLUSTALW ¢oklu hizalama programi (ClustalW multiple sequence
alignment program) kullanilarak siraya dizilmistir (Sekil 2.8.). Ilgili bdlgenin baz
dizi analizi sonucu elde edilen dizilere ait o6rnek Sekil 2.7.’de verilmistir. Ayrica,
ace-1 genine ait diziler MEGA programi kullanilarak aminoasit dizilerine ¢evrilerek

mutasyon bolgesinde Gly—Ser (GGC—AGC) mutasyonu incelenmistir (Sekil 2.9.).

Vertical
Seale

AGCCTTCCC GAATAAAAT CA CA AAAGATTCTCCCTCGGACGTC GA GTGTCACT GGAGAGTCCTE CA CAT T C TCCCGAACACACCGCTCTCGGAGGACT
50 1] (i 80 ] 100 m 120 130 140

Sekil 2.6. ace-1 genine ait baz dizisinin FinchTV programinda ac¢ilarak gorsel olarak kontrol
edilmesi.
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(o to Base No. Find Sequence GGC & C G L

------------------------------- astbertverrrbzed- Hoes b G B PR e L 2

ATT 6 C CA C 6T 6GTCGTGCC CEE CCGAGGCCCA GATGCCGCCGTCATGCT GTGGATLT CGGGGG GGCTTCTACT CCGGGAC GCCACGTTGGACGTGTACG
10 il i L i 60 0 80 0 100

i o < y
Y N 1 0T — ] . et dels
CCA CG ACGC GGCC CGGAGGG 67 G 6T CG AC CGELATG G’CGGC CAG CC GG GACC CG GG G CAGACAA C A CCCAA TeT CAGAG(E

0 140 16l 1m 180 190 0

Vetical
Scale

Sekil 2.7. ace-1 geninde mutasyon bélgesinin FinchTV programinda acilarak gorsel olarak
kontrol edilmesi.

WMW¢mmm |

Spai o /Hbrty [¥[4] [W[P1[A1] | 94141081 o] (o[ 00 [ R0 (o] flo] oo
L. 43566407508

L il IllﬂﬂllﬂﬂlllHﬂllﬂﬂlﬂﬂIIIHHIIHHIIHHIIHHIIﬂﬁﬂﬂﬂllﬂﬂllﬂﬂllﬂﬂllHﬂlﬂﬂlﬂﬂlm
EEAAAREEEARGRRARBRGERERGERSARESECHAAS ORGCRECHAAGERSHMAGHRAABe
GGG AGER ARG ASGGEEOAGRRE AR ada
EAAGE R GGG AR ORRERG AR OGOt

Sekil 2.8. ace-1 genine ait dizilerin MEGA programinda hizalanmasi ve mutasyon bélgesinin

incelenmesi.

DNA Sequences  Translated Protein Sequences

LILICTN EAET CAET LR EAET CAREA EAET CAET LA EART LA EA LARA EART LA EAEA G CAEA EA EA 0T A EA e I LT

Snecies/Rbbry

1. a75604023us LEINVVA BEVHLMIF LMLV LLA
. j866d0dres IaIHIIIIIILIIIILIIIvVAIIIIIIIahanIIFIIEFIIIIhlleIIIIhLAII
I e N SRR i v v MM 2 vocc B8R 2 MER- B B2 BAN -
R oMM HRRE e < oo MMM 2 v B < BEE - 50ER- B Bv 2 BAN - 0:
R 2R BRRE < oo MM 2 vocc B < BB - ¥ MR- B B2 HEN 20

Sekil 2.9. ace-1 genine ait dizilerin MEGA program kullanilarak aminoasit dizine ¢cevrilmesi ve
mutasyon bolgesinin incelenmesi.

2.4.2. ace-1 geninde Phe290Val mutasyonunun saptanmasi

Orneklerin ace-1 genindeki Phe290Val mutasyonu Alout ve ark. (2007) esas aliarak
PASA (= PCR Amplification of Specific Alleles = Spesifik Allellerin PCR
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Amplifikasyonu) yontemiyle saptanmistir. Bu yoOntemde, sineklerden elde edilen
genomik DNA’lar kullanilarak ilgili bolge Valdir (5'-
ACGCTGGGGATCTGCGAGG-3’), CxEx5dir (5-GTCTGGCCGAGGCCGTCA-
37), CxKrev2  (5STGCTTCTGTGCGTGTACAGG) ve  Valrev (5'-
TCCACAACCGGAACGAACGGAAA-3’)  primerleri  kullanilarak ~ PCR’la
cogaltilmigtir. Analizlerde, optimum PCR karigimi 25 pl PCR hacmi i¢in 20ng DNA,
IXPCR tamponu, 2 mM MgClz, 0.2 mM dNTP (her birinden), 1 U Tag DNA
polimeraz ve primerlerden Valdir ve CxEx5dir igin 0.6 pl, Valrev ve CxKrev2 igin
0.3 pl kullanilmigtir. PCR sartlari; 94 °C’de 5 dakikalik 6n denatiirasyonu takiben,
her bir dongiisti 94 °C’de 30 saniye (denatiirasyon), 51 °C’de 30 saniye (baglanma)
ve 72 °C’de 30 saniye (uzama) olacak sekilde toplam 35 dongiiden ve 72 °C’de 5
dakikalik son uzamadan olusmustur. PCR sonuglarindan elde ettigimiz jel
goriintlilerinde 290 numarali pozisyonda Phe igeren bireylerde yaklasik 148 bg¢’lik,
Val igeren bireylerde ise yaklasik 435b¢’lik bant goriilmistiir (Sekil 2.10.).

1kb

Val

0.2
Phe

Sekil 2.10. PASA yontemi kullanilarak yapilan ¢alismanin sonucunu gosteren érnek jel
goriintiisii.
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2.5. Populasyonlarin RAPD Belirtecleriyle Karakterizasyonlari

2.5.1. RAPD analizlerinde izlenen stratreji

RAPD analizleri sadece populasyon hareketliliklerinin en fazla yasandigi yaz
doneminin sonunda (Ikinci dénem) toplanan orneklerde (375 6rnek) yapilmustir.
Diger calismalar icin izole edilen ikinci donem DNA’lari RAPD calismasinin
tamaminin gergeklesmesine yetmeyecegi icin RAPD calismasi, yine ikinci donem
orneklerinden yeni bir set olusturularak izole edilen DNA’lar kullanilarak
calisilmistir. Populasyonu uygun bir sekilde yansitmasi amaciyla DNA izolasyonu
icin segilen bireylerin yaklasik olarak 1:1 oraninda disi ve erkeklerden olusmasina
0zen gosterilmistir. Gocli daha iyi anlayabilmek ve ¢alismainin daha anlasilabilir
olmasini saglamak amaciyla, diger calismalar i¢in olusturdugumuz 25 populasyon
RAPD calismast i¢in 6 populasyon olarak smirlandirilmistir. Calisma materyalini
olusturan 6 populasyona ait tiim bireylerin 80 RAPD primeri ile ¢alisilmasindaki
zorluktan dolay1, 6ncelikle bu 6 populasyonun bireyleri arasindan rastgele secilerek

olusturulan 4 bireylik bir alt populasyonda 80 primer taranmustir.

Alt populasyonda denenen 80 RAPD primerinden net bantlar iiretmis ve polimorfik
bant sayilar1 yiiksek olan primerlerin tekrarlanabilirlikleri test edilerek,
tekrarlanabilirligi yiiksek olan primerler arasindan secilen 20 primer tim ¢alisma

materyaline uygulanmaistir.

Populasyonlara ait RAPD bant desenleri Vilber Lourmant Infinity-115 jel
goriintiileme cihazi yardimiyla okunmustur. Bu tek lokustaki segregasyon verisinin
degerlendirilmesinde bandin bulunmast “1”, bulunmamasi1 “0”, hi¢ PCR iiriini

(1344

saptanmamasi ise “.” ile gosterilmistir.

2.5.2. RAPD primerleri

Bu tez calismasinda, OPERON Technologies (Alameda, California)’ya ait 18 kitlik
(OPA-OPR) toplam 80 adet 10 bazlik RAPD oligoniikleotid primeri kullanilmistir.
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Tiim bu primerler rastgele dizinden olusuyor olup, hepsinin (G+C) igerikleri % 60 -

% 70 arasindadir.

2.5.3. PCR kosullan

RAPD analizleri i¢in optimum PCR karistmi 25 pl PCR hacmi i¢in 10ng DNA,
1XPCR tamponu, 5.5 mM MgCI2, 0.2 mM dNTP (her birinden), 1.0 U Tag DNA
polimeraz, 10 pmol primer ve 0.3 pl tween-80’den, amplifikasyon kosullart ise 94
°C’de 4 dakikalik 6n denatiirasyonu takiben, her bir dongiisii 94 °C’de 1 dakika
(denatiirasyon), 36 °C’de 1 dakika (baglanma) ve 72 °C’de 2 dakika (uzama) olacak
sekilde toplam 45 dongii ve 72 °C’de 5 dakikalik son uzama basamagindan
olugsmustur. PCR firiinleri % 1'lik agaroz jelde 70 V sabit akimda 180 dakika

yiirlitilmustiir.

2.5.4. Verilerin analizi

RAPD analizleri sonucunda populasyon i¢i ve populasyonlar aras1 genetik gesitlilige
iliskin tiim parametreler POPGENE Version 1.32 (Yeh ve ark., 1999) bilgisayar

programi ile hesaplanmistir. Bu parametreler sunlardir:
e Gozlenen ortalama allel sayisi (Na) ve ortalama etkili allel sayisi (Ne),
e Polimorfik lokus orani (% P),
e Nei’nin genetik ¢esitliligi (heterozigotluk = h)
o G istatistigi
e Gen akig1 (Nm),
e Genetik uzaklik (Dn).

Bu parametrelere iliskin agiklamalar Velioglu ve ark. (2002; 2008)’na gore asagida

verilmistir.
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2.5.4.1. Allel sayist

Genetik varyasyon gostergelerinden birisi de lokus basina diisen allel sayisidir (Na).
Allelik zenginlik olarak da anilan bu Ol¢iit ornek sayisindan etkilenmekte ve

asagidaki formiille hesaplanmaktadir (Nei, 1987).

>n,
- ay

Ortalama(n, )=

r (2.1)

Bu formiilde,
Nai - 1 lokusunun allel sayis1

r : Lokus sayisi’dir.

2.5.4.2. Etkili allel sayisi

Kimura ve Crow (1978) tarafindan gelistirilen bu 6l¢iit homozigotlugun tersidir ve

asagidaki formiille hesaplanir.

(2.2)

Bu formiilde,
Ne : Etkili allel say1st

Xi . i allelinin frekansi’dur.

2.5.4.3. Polimorfik lokus orani

En yaygin allelinin (X;) frekansi 0.99 veya 0.95’¢ esit veya az ise 0 lokusa polimorfik
denmektedir. Bu ¢alismada 0.99 kriteri kullanilmistir. Polimorfik lokus orani ( P )
asagidaki formiille hesaplanmistir (Nei, 1987):

37



L (2.3)
Bu formiilde,
Np : polimorfik lokus sayisi
r : Lokus sayist’dir.

2.5.4.4. Heterozigotluk
Bir populasyondaki genetik varyasyonun en yaygin kullanilan  Olciitii

heterozigotluktur. Bir lokusdaki beklenen heterozigotlugun (h) tahmininde asagidaki

formil kullanilmaktadir:

ZN(I-Z;]

h =
2N -1 (2.4)
Bu formiilde,
N : Birey sayis1
X : Allel frekans1’dir.

2.5.4.5. G- Istatistigi

Nei (1973; 1975)’nin G-istatistigi, toplam genetik ¢esitliligin populasyon i¢i ve
populasyonlar arasindaki dagilimini ve genetik farklilagsmanin goreceli diizeyini
belirlemek i¢in yapilan bir istatistiktir. Nei’nin G-istatistigi, Wright (1951; 1978)’in
F-istatistiginin bir modifikasyonudur. Bunda Hs, populasyon i¢i genetik cesitliligi,
Hr, toplam genetik ¢esitliligi, Dst, populasyonlar arasi genetik ¢esitliligi ve Gst ise
genetik farklilagmanin goreceli diizeyini gosterir ve asagidaki formiillere gore
hesaplanir:
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Hs =X Hej / n Hej = j populasyonunun beklenen heterozigotluk diizeyi.
n = Populasyon sayisi

Hr=1-% (Xia)2 Xia = Biitiin populasyonlar gozoniine alindiginda i allelinin

ortalama frekansidir.
Dst= Hr-Hs

Gst=Dst/ Hr

2.5.4.6. Gen akisi (Nm)

Gen akisi, populasyondaki bireylerin gog¢li ile genlerin yayilmasidir. Her
generasyonda 1 bireyin gocii genetik siirliklenmeden kaynaklanan genetik varyasyon
azalmasini onleyecektir. Bu deger populasyon biiyiikliigiinden bagimsizdir. Eger Nm
degeri 1’den kiigiikse, populasyonlar arasinda genetik siiriiklenme yiiziinden
farklilasma gozlenir, bu deger 0.5 veya daha diisiik oldugundaysa kritik bir degeri
ifade eder (Wright 1969).

Nm ile Gst arasindaki iliski asagidaki gibidir:

Nm = 0.5(1 - Gs) / Gsr

2.5.4.7. Genetik uzaklik

Populasyonlar arasindaki genetik farklilagma diizeyini saptayabilmek amaciyla,
calisilan populasyonlar arasindaki genetik uzaklik (Dn) degerleri (Nei, 1978)’de
POPGENE Version 1.32 bilgisayar programu ile elde edilmistir. Sonuglarin gorsel bir
ifadesini elde edebilmek i¢in bu (Dn) degerleri ve UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Average) kullanilarak bir dendrogram da ayni bilgisayar

programu ile elde edilmistir.

Genetik uzaklik populasyon ciftleri arasindaki gen farkliliklarmin biiytikligidiir.
Benzerlik (I) ve uzaklik (D) degerleri birbirine komplementerdir ( 1+D = 1). En fazla
kullanilan genetik uzaklik degeri Nei’nin Genetik Uzakligidir (Nei, 1972).
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T
()

% A

J.'t_l' = E X 1 J.‘( = E YJ— ‘-)T}' N E J!-'
i ! (2.5)

I X ve y populasyonlarinin genetik benzerligidir.

xiveyi:iallelinin x ve y populasyonlarindaki frekanslaridir.

Calisilan tim lokuslar i¢in Jxy, Jx ve Jy toplanip lokus sayisina boliinerek tiim
alleller i¢in ortalamasi alinmaktadir. Elde edilen ortalama degerler (J'xy, J'X, J'y )

genetik uzaklik ( D') ve benzerligin tahmininde kullanilmaktadir.

JI_TJ

— D =-Inl
(7T, )" y

J =
(2.6)
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1.ace-1 Genindeki Glyl19Ser ve Phe290Val Mutasyonlarinin

Saptanmasina Iliskin Bulgular

3.1.1. ace-1 geninde Glyl119Ser mutasyonunun belirlenmesine iliskin

bulgular
3.1.1.1. Birinci toplama donemine iliskin bulgular

ace-1 geninde Glyl19Ser mutasyonu i¢in birinci donem orneklerine yapilan galisma

sonu¢larina gore direng durumlarini gésteren grafik Sekil 3.1.’de verilmistir.

POP-1 POP-2
27% 27%
mSS mSS
mRS mRS
73% 73%
POP-3 POP-4
20% 27%
mSS mSS
mRS mRS
POP-5 POP-6
7%
40%
" mSS mSS
mRS [ |
s RS
93%
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POP-7 POP-8
20%
=SS 100%
mSS
m RS
80%
POP-9
13%
=SS uSS
=RS =RS
87%
POP-11 POP-12
27%
uSS =SS
RS =RS
9394 73%
POP-13 POP-14
33% 27%
‘ uSS =SS
m RS mRS
67% 73%
POP-15 POP-16
13%
uSS uSS
=RS =RS
POP-17 POP-18
33%
o‘ =SS 100% =SS
‘ =RS . =RS
67%
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93%

POP-19 POP-20
o 33%
40% Q =SS “ =SS
0% mRS 7% mRS
POP-21 POP-22
0
20% mSS
mSS
[ |
mRS RS
80%
POP-23 POP-24
27%
mSS mSS
mRS mRS
POP-25
7%

uSS
mRS

Sekil 3.1. ace-1 geninde Gly119Ser mutasyonu i¢in birinci donem 6rneklerine yapilan ¢calisma

sonug¢larina gore diren¢ durumlar.

ace-1 geninde Glyl19Ser mutasyonu i¢in birinci donem orneklerine yapilan galisma
sonuclarina gére homozigot direngli (RR) higbir bireye rastlanmamistir. Caligilan
populasyonlarda % 17-27 arasinda heterozigot (RS) bireye rastlanmistir. Birinci
donem sonuglarina gore en yiiksek direng % 27 ile Balikesir ve Canakkale’de
gozlenirken, en diisiik direng ise % 17 ile Aydin’da gozlenmistir (Sekil 3.2.). ace-1

genindeki Glyl19Ser mutasyonu i¢in yapilan ¢alismanin birinci dénem sonuglarinin

tiim illere gore ortalamalar1 Sekil 3.3.° te verilmistir.
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1. DONEM-MUGLA 1. DONEM-AYDIN
25% 17%
=SS =SS
mRS mRS
75% 83%
1. DONEM-iZMIiR 1. DONEM-BALIKESIR
19% 27%
mSS =SS
mRS m RS
81% 73%
1. DONEM-DENIZLI 1. DONEM-CANAKKALE
23% 27%
=SS =SS
mRS mRS

Sekil 3.2. ace-1 genindeki Gly119Ser mutasyonuna gore illerin birinci dénem populasyonlari
icin diren¢ durumlari.

1. DONEM TUM iLLER
23%

mSS

mRS
77%

Sekil 3.3. Birinci toplama donemi i¢in ace-1 genindeki Gly119Ser mutasyonuna gore tiim illerin
ortalamalar.

3.1.1.2. Ikinci toplama dénemine iliskin bulgular

ace-1 geninde Gly119Ser mutasyonu i¢in ikinci donem orneklerine yapilan ¢aligma

sonu¢larina gore direng durumlarini gésteren grafik Sekil 3.4.” te verilmistir.
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POP-1 POP-2
13% 20%
=SS =SS
= RS = RS
87% 80%
POP-3 POP-4
27%
47% ' . =SS =SS
= RS = RS
3% %
POP-5 POP-6
47% =SS uSS
=RS =RS
3%
POP-7 POP-8
33% 27%
‘ uSS uSS
= RS = RS
67% 73%
POP-9 POP-10
27% 33%
=SS ‘ =SS
E RS 67% E RS
POP-11 POP-12
13% 13%
=SS =SS
= RS = RS

87%

87%
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POP-13 POP-14
20% 40%
mSS mSS
RS RS
POP-15 POP-16
13%
mSS mSS
= RS = RS
POP-17 POP-18
27%
mSS mSS
RS RS
3% 87%
POP-19 POP-20
13%
mSS
RS mSS
]
870 100%
0
POP-21 POP-22
7%
mSS mSS
mRS RS
93% 87%
POP 23 POP-24
20%
mSS mSS
RS RS

53%

80%




POP-25
20%
mSS

mRS
80%

Sekil 3.4. ace-1 geninde Gly119Ser mutasyonu i¢in ikinci donem 6rneklerine yapilan cahyma
sonug¢larina gore diren¢ durumlari.
Ikinci toplama doénemine iliskin elde edilen sonuglara gére ace-1 geni igin yapilan
calismada homozigot direngli (RR) higbir bireye rastlanmamistir. Caligilan
populasyonlarda % 8-37 arasinda heterozigot (RS) bireye rastlanmustir. Ikinci
toplama donemi il ortalamalar1 sonucunda en yiiksek diren¢ durumu % 37 ile
Aydin’da gozlenirken, en diisiik diren¢ durumu ise % 8 ile Denizli’de gozlenmistir
(Sekil 3.5.). ikinci toplama dénemi icin ace-1 genindeki Gly119Ser mutasyonuna

gore tiim illerin ortalamalar1 Sekil 3.6.’da verilmistir.

2. DONEM-MUGLA 2. DONEM-AYDIN
27% 37%
mSS “ =SS
mRS mRS
73% 63%
2. DONEM-iZMiR 2. DONEM-BALIKESIR
21% 0
uSS 33 A’” mSS
ERS 67% ERS
79%
2. DONEM-DENIZLI 2. DONEM-CANAKKALE
8% 27%
mSS =SS
mRS mRS
9204 73%

Sekil 3.5. ace-1 genindeki Gly119Ser mutasyonuna gore illerin ikinci donem populasyonlari igin
diren¢ durumlarsi.
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2. DONEM-TUM iLLER

25%
mSS

mRS

75%

Sekil 3.6. ikinci toplama dénemi icin ace-1 genindeki Gly119Ser mutasyonuna gore tiim illerin
ortalamalar.

3.1.1.3. Ugiincii toplama dénemine iligkin bulgular

ace-1 geninde Gly119Ser mutasyonu ig¢in {iglincii donem orneklerine yapilan ¢alisma

sonuglarina gore direng durumlarini gosteren grafik Sekil 3.7.” de verilmistir.

POP-1 POP-2
13% 13%
uSS mSS
mRS mRS
87% 87%
POP-3 POP-4
13% 13%
uSS mSS
mRS mRS
87% 87%
POP-5 POP-6
20% 20%
uSS uSS
0 mRS 0 ERS
80% 80%
POP-7 POP-8
20% 20%
mSS mSS
“ mRS mRS
80% 80%
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POP-9 POP-10
0
13% . 1305 7% L
| |
® | W =
[ |
87% 80% "“RR
POP-11 POP-12
0
mSS 20%
RS uSS
[ |
m RS
»RR 80%
POP-13 POP-14
100% 7%
SS uSS
|
mRS
93%
POP-15 POP-16
13% 27%
mSS mSS
mRS m RS
87% 73%
POP-17
13%
uSS =SS
B RS m RS
87%
POP-19 POP-20
13% 27%
mSS mSS
m RS m RS
3%

87%
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POP-21 POP-22
6% 7%
27% uSS
mSS
mRS
mRS
= RR
93%
POP-23 POP-24
13% 13%
uSS uSS
mRS mRS
87% 87%
POP-25
100%

Sekil 3.7. ace-1 geninde Gly119Ser mutasyonu icin ii¢iincii donem orneklerine yapilan calisma

sonuglarina gore diren¢ durumlari.

Ugiincii toplama déneminde &rneklenmis olan populasyonlarin ace-1 genine iliskin

analizleri sonucunda Izmir’de % 3 ve Denizli’de % 2 oraninda homozigot direncli

(RR) bireye rastlanmistir. Calisilan populasyonlarda % 8-22 arasinda heterozigot

(RS) bireye rastlanmistir. Ugiincii toplama dénemi il ortalamalari sonucunda en

yiiksek direng durumu % 22 ile Denizli’de gozlenirken, en diisiik direng durumu ise

% 8 ile Canakkale’de gozlenmistir (Sekil 3.8.). Ugiincii toplama doénemi igin ace-1

genindeki Glyl19Ser mutasyonuna gore tiim illerin ortalamalar1 Sekil 3.9.” da

verilmistir.
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3. DONEM-MUGLA

3. DONEM-AYDIN
20%

13%
=SS mSS
mRS mRS

87%
3. DONEM-iZMiR 3. DONEM-BALIKESIR
14% 3% uSS 15%
mSS
mRS
mRS
83% "RR 85%
3. DONEM-DENIZLi s > DONEM-CANAKKALE
o, 2%
20% mSS
mSS
m RS
mRS
»RR

78%

2%

Sekil 3.8. ace-1 genindeki Gly119Ser mutasyonuna gore illerin iigiincii donem populasyonlari
icin diren¢ durumlari.

1%

3. DONEM TUM iLLER
15%

84%

uSS
mRS
=mRR

Sekil 3.9. Ugiincii toplama dénemi icin ace-1 genindeki Gly119Ser mutasyonuna gore tiim illerin
ortalamalar.

Gly119Ser mutasyon frekanslarinin her bir donemdeki il ortalamalarina bakildiginda,

caligilan illerde bu mutasyonun donemler bazinda belirgin ortak bir patern

gostermegi goriilmiistiir (Cizelge 3.1., Sekil 3.10.).
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Cizelge 3.1. Gly119Ser mutasyon frekanslarinin her bir donemdeki il ortalamalari.

Gly119Ser Doéneml1 Donem?2 Donem3
Mugla 12 10 7,5
Aydin 8 16 10
Izmir 9 9 13
Balikesir 13 15 3
Denizli 11 2 11
Canakkale 14 12 5
Glv119Ser| 13
mutasyon
frekanss | 16 /\
14 74
i %\X _—
— Avdin
1o \Y ——zmir
g 7\ \/ Balicesir
/\H ——Denizli
ﬁ N/ \ I
4 \/ Dogruszal (Denizi)
Dianeml Dianem Danem3

Sekil 3.10. Gly119Ser mutasyon frekanslarinin her bir donemdeki il ortalamalarinin grafiksel

3.1.2. ace-1 geninde Phe290Val

bulgular

3.1.2.1. Birinci toplama donemine iliskin bulgular

ace-1 geninde Phe290Val mutasyonu i¢in birinci donem 6rneklerine yapilan ¢aligma

gosterimi.

mutasyonunun belirlenmesine

sonuglaria gore direng durumlarini gosteren grafik Sekil 3.11.°de verilmistir.
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POP1 POP2
7% 13%
mSS mSS
mRS mRS
93% 87%
POP3 7% POP4
100%
mSS
mSS
mRS
93%
704 POP6
13% uSS
mSS
mRS
mRS
80% mRR
POP7 POP 8
7% 100%
mSS
uSS
mRS
93%
POPY 20% POP 10
mSS
mSS
mRS
13% POP11 POP 12
uSS
uSS
mRS
87%
POP 13 POP 14
0
100% 13%
mSS
uSS
m RS

87%
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13% POP15 POP 16
uSS 47% uSS
mRS mRS
53%
POP 17 POP 18
7% 100%
mSS
RS mSS
| |
93%
POP 19 POP 20
100%
. =SS . "SS
100%
POP 22
13%
mSS mSS
mRS mRS
87%
79, POP23 POP 24
27%
mSS mSS
mRS mRS
73%
79, POP 25
mSS
mRS

93%

Sekil 3.11. ace-1 geninde Phe290Val mutasyonu i¢in birinci donem érneklerine yapilan ¢alisma
sonug¢larina gore diren¢ durumlari.
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Birinci donem populasyonlariin Phe290Val mutasyonuna gore analizleri sonucunda
Pop 6’da % 7 oraninda homozigot direngli (RR) bireye rastlanmistir. Calisilan
populasyonlarda en yiiksek diren¢ durumu % 47°lik bir oran ile Pop 16’da
belirlenirken populasyonlarda genel olarak % 0-47 arasinda heterozigot (RS) bireye
rastlanmistir. Birinci donem i¢in Phe290Val mutasyonuna gore tiim illerin
ortalamalar1 Sekil 3.12. de verilmistir. Birinci toplama donemi il ortalamalari
sonucunda en yliksek diren¢ durumu %20 ile Balikesir’de gozlenirken, en diisiik
diren¢ durumu ise % 2 ile Denizli’de gézlenmistir. Birinci toplama donemi i¢in ace-1
genindeki Phe290Val mutasyonuna gore tiim illerin ortalamalarini gésteren grafik
Sekil 3.13.” te verilmistir.

1. DONEM MUGLA 704 10, 1+ DONEMAYDIN
0
7% mSS
=SS
m RS
m RS
RR
929%
704 1- DONEM iZMiR 1. DONEM BALIKESIR
20%
mSS mSS
mRS mRS
93% 80%
1. DONEM DENIiZLi 139 I DONEM CANAKKALE
2%
=SS mSS
mRS mRS
98% 7%

Sekil 3.12. ace-1 genindeki Phe290Val mutasyonuna gore illerin birinci donem populasyonlari
icin diren¢ durumlari.
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1. DONEM TUM ILLER
9%

mSS

uRS
91%

Sekil 3.13. Birinci toplama donemi icin ace-1 genindeki Phe290Val mutasyonuna gore tiim
illerin ortalamalari.

3.1.2.2. Ikinci toplama dénemine iligkin bulgular

ace-1 geninde Phe290Val mutasyonu i¢in ikinci donem orneklerine yapilan ¢alisma

sonuglarina gore diren¢ durumlarini gésteren grafik Sekil 3.14.° te verilmistir.

POP1 POP2
7% 13%
=SS =SS
= RS = RS
93% 87%
POP3 POP 4
20% 20%
=SS =SS
= RS = RS
80% 80%
POPS5S POP6
13%
27%
uSS °° uSS
B RS
87% RS 73%
20% POP7 20% POPS
mSS mSS
m RS RS
80%
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13% POPY POP 10
mSS
uSS
mRS
0
379 100%
POP11 POP 12
0 . uSS uSS
100% 100%
20% POP13 POP 14
mSS
mSS
80% mRS 100%
POP 16
mSS mSS
mRS mRS
139 POP17 POP 18
uSS
uSS
"RS | 100%
7%
20% POP19 POP 20
mSS
uSS
mRS 100%
80%
POP21 POP 22
7%
mSS
mSS
u mERS
304, 60%
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POP23 POP 24

mSS mSS
m RS mRS
73%
POP 25

uSS
100%

Sekil 3.14. ace-1 geninde Phe290Val mutasyonu iin ikinci donem érneklerine yapilan calisma
sonuglarina gore diren¢ durumlari.
Ikinci toplama déneminde &rneklenmis olan populasyonlarmn  Phe290Val
mutasyonuna gore analizleri sonucunda homozigot direngli (RR) hicbir bireye
rastlanmistir. Calisilan populasyonlarda en yiiksek direng durumu % 40’lik bir oran
ile Pop 22°de belirlenirken populasyonlarda genel olarak % 0-40 arasinda heterozigot
(RS) bireye rastlanmistir. Ikinci toplama dénemi i¢in Phe290Val mutasyonuna gore
tiim illerin ortalamalar1 Sekil 3.15.” te verilmistir. Ikinci toplama dénemi il
ortalamalar1 sonucunda en yiiksek direng durumu % 20 ile Aydin ve Canakkale’de
gbzlenirken, en diisiik diren¢ durumu ise % 7 ile Izmir, Denizli ve Balikesir’de
gozlenmistir. Ikinci toplama dénemi i¢in ace-1 genindeki Phe290Val mutasyonuna

gore tiim illerin ortalamalar1 Sekil 3.16.” da verilmistir.

58



1sos 2. DONEM MUGLA > DONEM AYDIN
uSS 20% "SS
B RS mRS
85% 80%
2. DONEM iZMiR 2. DONEM BALIKESIR
7% 70 mSS
mSS
mRS 9304, ERS
93%
2. DONEM DENIZLI 2. DONEM CANAKKALE
7% =SS 20% =SS
mRS “ mRS
93% 80%

Sekil 3.15. ace-1 genindeki Phe290Val mutasyonuna gore illerin ikinci donem populasyonlari
icin diren¢ durumlari.

2. DONEM TUM iLLER

12%
=SS

88%

Sekil 3.16. ikinci toplama donemi icin ace-1 genindeki Phe290Val mutasyonuna gore tiim illerin
ortalamalari.

3.1.2.3. Ugiincii toplama dénemine iligkin bulgular

ace-1 geninde Phe290Val mutasyonu i¢in iiglincli donem orneklerine yapilan ¢alisma

sonuglarina gore direng durumlarini gdsteren grafik Sekil 3.17.” de verilmistir.

POP1

7%

mSS
mRS

POP2

uSS
100%
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700, POP3

mSS
mSS
mRS
m RS RR
80% -
POPS5
=SS
mSS
100% mRS
POP 7
100% "SS =SS
20% POPY 70, POP10
mSS uSS
=RS = RS
80%
13% porP11 POP 12
mSS
=SS
m RS 0
04 100%
70, POP13 70, POP14
uSS uSS
= RS = RS
40% POP 15 132, POP16
mSS mSS
= RS =RS
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POP 18
uSS
mSS
mRS 100%
POP 19 130, POP20
uSS
mSS
100% mRS
87%
POP21 POP 22
40%
' mSS
=SS
100% mRS
60%
POP 23 POP 24
47%
100%
530, mRS
POP 25

mSS

100%

Sekil 3.17. ace-1 geninde Phe290Val mutasyonu igin iiiincii donem drneklerine yapilan calisma
sonuclarma gére direnc durumlari.
Uciincii  toplama déneminde &rneklenmis olan populasyonlarm Phe290Val
mutasyonuna gore analizleri sonucunda sadece Pop 4’te % 7 oraninda homozigot
direncli (RR) bireye rastlanmistir. Calisilan populasyonlarda en yiiksek direng
durumu % 47’lik bir oran ile Pop 23’de belirlenirken populasyonlarda genel olarak
% 0-47 arasinda heterozigot (RS) bireye rastlanmustir. Ugiincii toplama dénemi igin
Phe290Val mutasyonuna gore tiim illerin ortalamalar1 Sekil 3.18.” de verilmistir.
Ucgiincii toplama dénemi il ortalamalar1 sonucunda en yiiksek diren¢ durumu % 22 ile
Canakkale’de gozlenirken, en diisiik diren¢ durumu ise % 3 ile Denizli’de

gozlenmistir.
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3. DONEM MUGLA 3. DONEM AYDIN
11%2% uSS 5%
mSS
m RS
m RS
87% “RR 95%
3. DONEM iZMiR 3. DONEM BALIKESIR
99,
=SS 17% mSS
ERS “ ERS
91% 3%
3.DONEM DENIZLI 3.DONEM CANAKKALE
3%
=SS 22% =SS
ERS m RS
97% 78%

Sekil 3.18. ace-1 genindeki Phe290Val mutasyonuna gore illerin ii¢iincii donem populasyonlari
icin diren¢ durumlari.

3.DONEM TUM ILLER

10%

uSS
uRS

90%

Sekil 3.19. Uciincii toplama donemi icin ace-1 genindeki Phe290Val mutasyonuna gore tiim
illerin ortalamalari.

Phe290Val mutasyon frekanslarimin her bir donemdeki il ortalamalarina

bakildiginda, ¢alisilan illerde bu mutasyonun donemler bazinda belirgin ortak bir

patern gostermegi goriilmiistiir.
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Cizelge 3.2. Phe290Val mutasyon frekanslarimin her bir donemdeki il ortalamalar.

Phe290Val Donem-1 Donem-2 Donem-3
Mugla 3 8 8
Aydin 5 10 3
Izmir 3 3 5
Balikesir 10 3 8
Denizli 1 3 2
Canakkale 7 10 11
Phe290Val | 12
MUEASY 01
frelkans: 10
. /\ ——Mugla
Avydin
& Izmir
\ Balikesir
4 ——Denizli
/_-—"_‘*\_\__\_ ——— Canaldcale
0 Danemler
Diéneml Diénem?2 Dénem3

Sekil 3.20. Phe290Val mutasyon frekanslarinin her bir donemdeki il ortalamalarinin grafiksel
gosterimi.

3.1.3. ace-1 genindeki diren¢ mutasyonlarinin birlikte degerlendirilmesi

AChE1 fenotipleri PCR-RFLP ve PASA testleri ile saptanmis olup, bu testler
Gly119Ser ve Phe290Val ve yabanil tip duyarli allellerin tiimiinii ayirt edebilmistir.
Elde edilen Glyl19Ser ve Phe290Val mutasyonlarinin her biri her ic donemde de
diigiik frekans ve genis cografik dagilim gostermistir. ace-1 lokusundaki Gly119Ser
mutasyonu igin homozigot duyarl (SS), ace-1% mutasyonu i¢in heterozigot (RS) ve
ace-1R mutasyonu i¢in homozigot (RR) bireyler saptanmistir. Her ii¢ donemde de
orneklerin biiyiik bir c¢ogunlugu homozigot duyarli (SS) olarak bulunurken,
heterozigotlarin 6 cografik lokasyondaki {i¢ doneme ait ortalama frekanslar1 % 17 ila
% 22 arasinda degismis, her iic donem icin analiz edilen toplam 1,125 bireyden
sadece 2 tanesinin ace-1R mutasyonu igin homozigot direngli (RR) oldugu
goriilmistiir. Phe290Val mutasyonu igin SS ve RS genotiplerinin ortalama dénemsel

frekanslar1 sirasiyla % 88-91 ve % 9-12 arasinda degismis ve homozigot direncli
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(RR) hicbir bireye rastlanmamistir. ace-1 genindeki her iki diren¢ mutasyonu igin
direngli homozigot bireylerin frekansi son derece diisiiktiir (< % 0.2). Homozigot
direngli Culex pipiens bireylerinin dogadaki bu yok denecek oranlari, her iki
mutasyonun da homozigot durumda bulunmalar1 halinde 6denen yiiksek genetik
bedelle uyumludur (Lenormand ve ark., 1998; Berticat ve ark. 2002; Bourguet ve
ark. 2004).

Her iki ace-1 diren¢ mutasyonunun ii¢ donemdeki ortalama donemsel frekanslar
oldukga diisiik olup, Gly119Ser mutasyonu i¢in < 0.11 ve Phe290Val mutasyonu igin
ise < 0.06 olarak bulunmustur. Bu durum, OP/CB insektisitlerinin stirekli ancak
siirli kullanimlarinin bir sonucu olabilir. Diger bir degisle, pyrethroidlerin artan
kullanim1 bu mutasyonlarin dogadaki secilimini engellemistir. Her iki direng
mutasyonunun ¢alisilan donemlerdeki frekanslar1 arasinda anlamli bir fark

bulunamamistir (P > 0.05)

ace-1’deki her iki direng mutasyonunun tiim donemlerdeki ve tiim lokasyonlardaki
gozlenen frekanslari  Hardy-Weinberg dengesinden anlamli  bir sapma
gostermemistir. Bu bulgular, Tantaley ve ark. (2010)’un bulgularina benzer sekilde,
olasilikla iilkemizin Ege Bolgesi’nde ace-1 geninde duplikasyon olmadigina isaret
etmektedir. Oysa daha Once ¢esitli Karayipler, Akdeniz ve Giineydogu iilkelerinde
ace-1 geninin direngli ve duyarli kopyalar1 rapor edilmistir (Labbe ve ark. 2007).
Ulkemiz &rneklerinde ace-1 geninde duplikasyon olup olmadig: iizerinde detayl

olarak calisilmalidir.

Glyl19Ser ve Phe290Val mutasyonlarinin takip eden tii¢ donemdeki diisiik
frekanslar1 ve ¢ogunlukla heterozigot direnglilik durumlar1 Osta ve ark. (2008)’in
Liibnan ve Kioulos ve ark. (2014)’in Yunanistan’da yapmis olduklar1 Culex
pipiens’in AChE1 direng¢ mutasyon dagilimlart ile uyumlu, ancak Alout ve ark.
(2009)’un diger Akdeniz iilkeleri i¢cin yapmis olduklar1 calismadakine gore ise
diisiiktiir. Liibnan, Tirkiye ve Yunanistan’daki diren¢ mutasyon frekanslarindaki
benzerlik, Dogu Akdeniz’deki benzer insektisit kullanim paternleri ile agiklanabilir.
Daha o6nce gosterildigi iizere, her iki mutasyon farkli OP insektisitlere kars1 farkli

diizeylerde diren¢ ortaya koydugundan (Alout ve ark., 2007), her iki mutasyon i¢in
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gozlenen frekans farkliliklari, lokal olarak kullanilan insektisitlerin dogasi ile

agiklanabilir.

Eger insektisit kullanimi siirli ise, pleiotropik bedelden otiirii bir direng geni
cogunlukla dezavantajli olacaktir (Chevillon ve ark. 1995a). Culex pipiens’in arazi
populasyonlarinda saptanan diisiik ace-1 diren¢ mutasyon frekanslari, Gazave ve ark.
(2001), Berticat ve ark. (2002), Bourguet ve ark. (2004) ve Weill ve ark. (2005)
tarafindan detayli bir sekilde ortaya konulan mutasyonlarin uyum bedelleri durumlari
ile birlikte, toplama sezonlar1 boyunca uygulanan zayif OP/CB insektisit seleksiyon
baskilarinin bir sonucu olabilir ya da iilkemizde bu tiire kars1 uygulanan insektisit
miicadelesinin uzun tarihini géz oniine aldigimizda, ¢cok daha diisiik bir olasilikla bu
mutasyonlarin bolgede ortaya ¢ikislart yakin bir zamanda olmus olabilir. Bir diger
alternatif aciklama da sivrisineklerin ¢evredeki insektisit kullanilan alanlardan
kullanilmayan alanlara pasif tasinma ile gogleri olabilir. Yakin zamanda C.
quinguefasciatus’un laboratuvar populasyonlarinda yapilan bir galismada ortaya
konulan oldukga ilging ve dikkat ¢ekici bir bulguya gore kdr mutasyonu insektisit
kullanilmayan bir ortamda ace-1R mutasyon bedelini kompanse edebilmektedir ki bu
da sadece CB’lara direngli sivrisineklere gére hem PYR ve hem de CB insektisitlere
kars1 direncli olan sivrisineklerde ace-1R’ye kars1 seleksiyon baskisinin daha yavas
olduguna isaret etmektedir (berticat ve ark. 2008). Bu da ¢alisilan bolgede C. pipiens
populasyonlarinda AChE1 diren¢ mutasyonlarimin halen diisiik frekanslarda
bulunuyor olmalarini agiklayabilir. Bu interaksiyonlar1 anlamamiz, Tirkiye’de ve
diinyada diren¢ yoOnetimi konusunda etkili stratejiler gelistirilmesine olanak

saglamanin yani sira, fizyolojik prosesleri de anlamamiza 151k tutacaktir.

1990’lardan bu yana, OP/CB insektisitlerin vektor kontroliindeki azalan kullanimlari,
bolgedeki direng geni lizerindeki seleksiyon baskisini yeterince zayiflatan bir
unsurdur. Ancak, 6zellikle Dogu Akdeniz’de OP/CB insektisitlerin artan baskisiyla,
Culex pipiens populasyonlarinda AChE1 diren¢ mutasyonlar1 6niimiizdeki yillarda
biiyiik olasilikla hizla artacak ve yayilacaktir. Lenormand ve ark. (1998) tarafindan
bildirildigi iizere, giiney Fransa’da OP kullanilan alanlarda C. pipiens
populasyonlarinda ace-1 diren¢ mutasyonlar1 hizla artmis ve yiiksek frekanslara

ulagsmistir. Benzer sekilde, Cui ve ark. (2006) tarafindan rapor edildigi tizere Cin’de
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de OP/CB kullanilan alanlarda C. pipiens populasyonlarinda ace-1% mutasyonu

yiiksek frekanslara ulagmistir.

3.2. Populasyonlarin RAPD Belirtecleriyle Karakterizasyonlamna iliskin

Bulgular

3.2.1. Seksen RAPD primerinin alt populasyonda taranmasina iliskin

bulgular

Olusturulan alt populasyonda seksen RAPD primerinin taranmasi sonucunda, 45
primerin hi¢ birinin alt populasyon bireyleriyle yapilan ¢alisma sonucunda RAPD
band1 olusturmadigi goriilmiistiir. Geriye kalan 35 primer, en az 3 polimorfik bant
olusturmus olup, tiim bireylerde olusturdugu tiim bantlar bakimindan monomorfik

olan bir primer saptanmamistir (Cizelge 3.3.).

Taranan primerlerin 10 tanesiyle 11-14 arasinda bant iretilmistir. Buna karsilik
primerlerin biiylik ¢ogunlugunun (21 primer) 6-10 arasinda toplam bant sayisina
sahip olduklar1 goriilmiistiir. 35 polimorfik primerden 21’1 6-9 arasinda polimorfik
bant olustururken, 14’1 3-5 arasinda polimorfik bant olusturmustur (Cizelge 3.3.,
Cizelge 3.4.). Primeler tarafindan olusturulan RAPD iiriinlerinin biiyiikliikleri 500 ile
3000 baz ¢ifti araliginda degismistir (Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.3. Dort bireylik alt populasyonda taranan 80 OPERON RAPD primeri, baz dizileri,
iirettikleri toplam bant sayilary, iirettikleri bantlarin bant uzunluk araliklari ve iirettikleri
polimorfik bant sayilari.

. Primer Dizini Toplam | Bant . .
Primer Polimorfik
Kodu (5'-3) Bant Uzunluk Bant Sayis1
Sayisi Aralig1 (bp)

1 OPA-11 CAATCGCCGT |6 500 -3000 |5

2 OPA-15 TTCCGAACCC |0 - -

3 OPA-17 GACCGCTTGT |0 - -

4 OPA-18* |AGGTGACCGT |6 500-3000 |5

5 OPA-20* GTTGCGATCC |4 500-3000 |3

6 OPB-13 TTCCCCCGCT |0 - -

7 OPB-14 TCCGCTCTGG |6 500-3000 |5
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Cizelge 3.3. (Cevam

Toplam

Bant

Primer Primer Dizini Polimorfik
Kodu Bant Uzunluk Bant Sayisi
(5'-3) Sayisi Aralig1 (bp)

8 OPB-16 |TTTGCCCGGA |11 500 -3000 |9
9 OPB-19 [ACCCCCGAAG|6 500 - 3000 |5
10 OPB-20* [GGACCCTTAC |8 500 - 3000 |7
11 OPC-12 [TGTCATCCCC |0 - -
12 OPC-14 [TGCGTGCTTG |0 - -
13 OPC-17 [TTCCCCCCAG |0 - -
14 OPC-19* [GTTGCCAGCC |8 500 -3000 |6
15 OPD-11* [AGCGCCATTG |12 500 -3000 |9
16 OPD-14 [CTTCCCCAAG (0 - -
17 OPD-15 [CATCCGTGCT |0 - -
18 OPD-17 TTTCCCACGG |0 - -
19 OPE-13 [CCCGATTCGG |0 - -
20 OPE-14* [TGCGGCTGAG |11 500 - 3000 (8
21 OPE-16 [GGTGACTGTG |4 1000 - 2000 |3
22 OPE-17 |[CTACTGCCGT |8 500 - 3000 |6
23 OPE-19 ACGGCGTATG |6 500 -3000 (5
24 OPF-11 TTGGTACCCC |0 - -
25 OPF-14 TGCTGCAGGT |0 -

26 OPF-15 CCAGTACTCC |0 - -
27 OPF-18 TTCCCGGGTT |0 - -
28 OPF-19 CCTCTAGACC |0 - -
29 OPG-11* [TGCCCGTCGT |8 500 -3000 |6
30 OPG-12 [CAGCTCACGA |0 - -
31 OPG-16 [AGCGTCCTCC |0 - -
32 OPG-18 [GGCTCATGTG |0 - -
33 OPG-20 TCTCCCTCAG |0 - -
34 OPH-11 CTTCCGCAGT |0 - -
35 OPH-12* | ACGCGCATGT |6 500 -3000 (5
36 OPH-17 CACTCTCCTC |0 - -
37 OPH-19 [CTGACCAGCC |0 - -
38 OPI-11* [ACATGCCGTG |11 500 - 3000 (8
39 OPI-13* [CTGGGGCTGA |9 500 - 3000 |6
40 OPI-15 TCATCCGAGG (0 - -
41 OPI-16 TCTCCGCCCT |7 500 - 3000 |7
42 OPI-18 TGCCCAGCCT |0 -

43 OPJ-12 GTCCCGTGGT |0 - -
44 OPJ-16 CTGCTTAGGG |0 - -
45 OPJ-17 ACGCCAGTTC |0 - -
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Cizelge 3.3. (Cevam

Primer Primer Dizini Toplam Bgﬂtnluk I_30Iimorf
Bant 5 ik Bant
Kodu (5-3) Savisi Aralig Savisi
S (1) Y
46 OPJ-19 GGACACCACT |0 - -
47 OPK-14 CCCGCTACAC |0 - -
48 OPK-15 CTCCTGCCAA |9 500 - 3000 |4
49 OPK-17* |CCCAGCTGTG |10 500 - 3000 |9
50 OPK-18 CCTAGTCGAG |0 - -
51 OPL-13 ACCGCCTGCT |0 - -
52 OPL-14 GTGACAGGCT |6 500 - 3000 |5
53 OPL-17* |AGCCTGAGCC |13 500 - 3000 |9
54 OPL-18 ACCACCCACC |0 - -
55 OPM-11 GTCCACTGTG |0 - -
56 OPM-12* | GGGACGTTGG |12 500 - 3000 |9
57 OPM-14 |AGGGTCGTTC |0 - -
58 OPM-18 CACCATCCGT |0 - -
59 OPM-20 [AGGTCTTGGG |0 - -
60 OPN-13* |[AGCGTCACTC |10 500 - 3000 |8
61 OPN-14* |[TCGTGCGGGT |14 500 - 3000 |6
62 OPN-15 CAGCGACTGT |12 500 - 3000 |8
63 OPN-20* |[GGTGCTCCGT |12 500 - 3000 |9
64 OPO-12 CAGTGCTGTG |6 500 - 3000 |5
65 OPO-15* |TGGCGTCCTT |10 500 - 3000 |8
66 OPO-16* [TCGGCGGTTC |9 500 - 3000 |8
67 OPO-18 CTCGCTATCC |0 - -
68 OPP-13 GGAGTGCCTC |0 - -
69 OPP-16* [CCAAGCTGCC (9 500 - 3000 |8
70 OPP-17 TGACCCGCCT |5 500 - 3000 |4
71 OPP-18 GGCTTGGCCT |0 - -
72 OPQ-12 AGTAGGGCAC |0 - -
73 OPQ-14 GGACGCTTCA |0 - -
74 OPQ-19 CCCCCTATCA |0 - -
75 OPQ-20 TCGCCCAGTC |0 - -
76 OPR-11 GTAGCCGTCT |11 500 - 3000 |9
77 OPR-12 ACAGGTGCGT |6 500 - 3000 |4
78 OPR-14 CAGGATTCCC |0 - -
79 OPR-16* [CTCTGCGCGT |5 500 - 3000 |4
80 OPR-19 CCTCCTCATC |0 - -

*[kinci toplama dénemi orneklerinin tiimiine uygulanmak iizere segilen, tekrarlanabilirligi yiiksek

olan primerler.
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Cizelge 3.4. Primerler tarafindan iiretilen toplam bant ve toplam polimorfik bant sayilari.

Toplam Bant | Primer Sayisi Polimorfik ~ Bant | Primer Sayisi
Sayisi Sayisi

0 45 0 0

1-5 4 3-5 14

6-10 21 6-9 21

11-14 10

Polimorfik 35 primer arasindan en polimorfik, tekrarlanabilirligi en yiliksek ve en net
bant lireten 20 primer secilmis ve tiim caligma materyaline uygulanmistir. Bu

primerler Cizelge 3.3.” te (*) ile isaretlenmistir.

80 primerin 4 bireylik alt populasyonda taranmasina iliskin 6rnek bir jel fotografi

Sekil 3.21.de verilmistir.

—OPI-13

OPI-16 OPP-16 OPC-19
5 g6 7 8 9 10 2 0
- " 11 1 4 7
: - 135 1 15 16 1 18 19 2

Sekil 3.21. OPI-11, OPI-13, OPI-16, OPP-16 ve OPC-19 primerlerinin 4 bireylik alt
populasyonda taranmasi sonucu elde edilen jel goriintiisii.

3.2.2. RAPD lokuslarina gore populasyonlarin genetik yapilar:

Toplam 375 bireye uygulanan 20 primerin analizi sonucu toplam 252 lokus
saptanmigtir. Bu lokuslardan sadece biri monomorfik olup, ¢alisilan CX. pipiens
populasyonlarindaki toplam polimorfik lokus orani % 99.63’tiir. Pop-2 (Aydin-Soke
Populasyonu)’ye ait bireylerin ¢alisilan primerlerden 10°u ile olusturduklar1t RAPD

bant desenleri 6rnek olarak verilmistir (Sekil 3.22.).
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Sekil 3.22. Pop-2 (Aydin-Séke Populasyonu)’ye ait bireylerin cahisilan 10 primer ile sonuclari.
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3.2.3. RAPD lokuslarina gore populasyon ici ve populasyonlar arasi genetik

cesitlilige iliskin bulgular

3.2.3.1. Polimorfik lokus orani

0.99 kriterine gore, calisilan populasyonlarda ortalama polimorfik lokus orant %
86.03 olarak bulunmustur. En diisiik polimorfik lokus oranina sahip olan populasyon
% 77.38 degeri ile Pop-4 olmustur. Pop-1 ise % 94.84 degeri ile en yiiksek

polimorfik lokus oranina sahip populasyon olmustur (Cizelge 3.5.).

3.2.3.2. Allel sayist

Genetik ¢esitliligin bilesenlerinden birisi olan goézlenen allel sayisi (Na), biitiin
populasyonlar i¢in ortalama 1.87 + 0.33, etkili allel sayis1 (Ne) ise biitiin
populasyonlar i¢in ortalama 1.47 + 0.35 olarak bulunmustur (Cizelge 3.5.). Biitiin
lokuslar i¢in ise gozlenen ortalama allel sayis1 (Na) 2.00 £+ 0.0, ortalama etkili allel
sayist (Ne) 1.47 £+ 0.34 olarak bulunmustur (Cizelge 3.6.). Calisilan populasyonlarda
1.65 £ 0.48 ile en diisiik ‘Na’ degerine sahip populasyon Pop-6 iken, 1.95 + 0.23 ile
en yiiksek ‘Na’ degerine sahip populasyon Pop-1 olmustur (Cizelge 3.4.). Tim
populasyonlarda etkili allel sayilar1 (Ne) beklendigi gibi gozlenen allel sayilarindan
(Na) disiik bulunmustur. Ciinkii, oldirict alleller etkili allel sayisina dahil
edilmediginden, etkili allel sayis1 gézlenen allel sayisindan her zaman daha diisiik

olacaktir.

3.2.3.3. Nei’'nin genetik ¢esitliligi (Heterozigotluk)

Bu ¢alismada Nei’nin genetik ¢esitlilik degeri (h) tiim RAPD lokuslar1 igin ortalama
0.28 £ 0.16 olarak bulunmustur (Cizelge 3.6.). Calisilan populasyonlar igin ise bu
deger ortalama 0.27 (Cizelge 3.5.). En fazla genetik ¢esitlilik 0.29 degeri ile Pop-1
ve Pop-2’de saptanmistir. En diisiik genetik cesitlilik ise 0.21 degeri ile Pop-6’da
saptanmistir (Cizelge 3.5.).
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3.2.3.4. G-istatistigi

G-istatistigine gore, 252 RAPD lokusundaki toplam genetik ¢esitlilik (Hrt) 0.28 +
0.03 olarak bulunmustur. Bunun 0.27 ’sini populasyon i¢i genetik c¢esitlilik (Hs)
olusturmaktadir. Yine 252 lokus bazinda, genetik farklilasma katsayist (Gst) 0.07
olarak bulunmustur (Cizelge 3.7.).

Cizelge 3.5. RAPD lokuslarina gore, calisilan populasyonlardaki populasyon ici ve
populasyonlar arasi ¢esitlilige iliskin genetik parametreler.

Populasyon %
N Na Ne polymorphic | h |
loci
Mugla 54 1.95+0.23 1.47 £0.33 94.84 0.29 | 0.44+0.22
Aydin 55 1.93 £0.27 1.49 + 0.34 92.46 0.29 | 0.44+0.23
Izmir 71 1.87 +0.34 1.47 £ 0.35 86.90 0.28 | 0.42+0.25
Balikesir 57 1.78 £ 0.42 1.47 £0.36 77.38 0.27 | 0.41+0.26
Denizli 57 1.79 £ 0.41 1.45+0.35 78.57 0.27 | 0.41£0.25
Canakkale | 55 1.65+0.48 1.34 +£0.34 64.29 0.21 | 0.32+0.27
Ortalama 58.8 1.87+0.33 1.47 £ 0.35 86.03 0.27 | 0.43+£0.24
Na : Gozlenen allel sayisi.

Ne : Etkili allel sayis1.

h : Nei (1973)’nin genetik cesitlilik degeri.

Cizelge 3.6. Tiim RAPD lokuslarina ait ortalama 6rnek sayisi, géozlenen ortalama allel sayisi
(Na), ortalama etkili allel sayisi1 (Ne), Nei’nin genetik cesitliligi (h).

Ortalama Ornek Na Ne h
Sayist
349 2.0+0.0 1.47+0.34 0.28 £0.16

3.2.3.5. Gen akis diizeyi (Nm)

Bu calismada 6rneklenen populasyonlar igin hesaplanan gen akis diizeyi degeri (Nm)

6.61°dir (Cizelge 3.7.).

74



Cizelge 3.7. RAPD belirtecleriyle hesaplanan gen ¢esitliligi, genetik farklilasma ve gen akis

degerleri.
H+ Hs Gst Nm
0.28 £0.03 0.27+£0.03 0.07 6.61

Calismada elde edilen sonuglara gore; populasyonlar arasi gen akis diizeyinin
(Nm=6.61) literatiire uygun olarak bulundugu goriilmektedir. Buna paralel olarak da
populasyonlar aras1 genetik farklilasma (Gst=0.07) oldukca diisiik bulunmustur. Bu
degerler Lehmann ve ark. (1996)’nmin izoenzim ve mikrosatellit belirteclerini
kullanarak  Anopheles gambiae’nin Kenya ve Senegal populasyonlarinda
(populasyonlar aras1 uzaklik 6000 km’den fazla) elde ettikleri degerlere (Fst=0.016,
Nm=7.7), Besansky ve ark. (1997)’nin mitokondrial ND5 geninin 665 bg’lik
segmentinin analizi ile Kenya’nin yedi kOyline ve Senegal’in ii¢ kdyline ait A.
gambiae populasyonlarinda elde ettikleri degerlere (Fst=0.085, Nm=5.4), vyine
Besansky ve ark. (1997)’nin birbirinden 7000 km uzakliktaki A. arabiensis
populasyonlari igin elde ettikleri degerlere (Fst=0.044, Nm=10.8) ve Humeres ve ark.
(1998)’in Arjantin’deki Culex pipiens ve C. quinquefasciatus populasyonlarinda
izoenzim lokuslarinda elde ettikleri degerlere (Fst=0.088, Nm=61.12) bakildiginda

cok 6nemli farkliliklar olmadigr goriilmektedir.

3.2.3.6. Populasyonlar arasindaki genetik uzaklik (Dn)

Calisilan populasyon ¢iftleri i¢in Nei (1978)’in Standart Genetik Uzaklik (Dn)
degerleri hesaplanarak populasyonlar arasindaki genetik farklilagsmanin diizeyi
saptanmistir. 252 lokusa dayanilarak elde edilen Dn degerleri Cizelge 3.7.°de
verilmigtir. En diisiik genetik uzaklik, Dn=0.0185 degeri ile, Pop-3 ve Pop-4
arasinda bulunurken, en yliksek genetik uzaklik ise, Dn =0.9815 degeri ile, Pop-4 ve
Pop-5 arasinda saptanmistir (Cizelge 3.8.).

Populasyonlar arasi genetik uzakliklarin gorsel ifadesi, Dn degerleri ve UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Average) kullanilarak olusturulan
dendrogramda verilmigstir (Sekil 3.24.). Dendrogramdaki gruplagsmalarin genel

olarak populasyonlarin cografik yakinliklari ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 3.8. RAPD lokuslarina gore ¢cahisilan populasyonlar arasindaki genetik uzaklik (Dn)
degerleri (Nei 1978).

Populasyon Mugla Aydmn [zmir Balikesir | Denizli | Canakkale
(Pop-1) | (Pop-2) | (Pop-3) | (Pop-4) | (Pop-5) | (Pop-6)

Mugla (Pop-1)

Aydm (Pop-2) 0.0236

[zmir (Pop-3) 0.0294 | 0.0185

Balikesir (Pop-4) 0.0417 | 0.0307 | 0.0185

Denizli (Pop-5) 0.0412 | 0.0275 | 0.0222 | 0.0187

Canakkale (Pop-6) | 0.0560 | 0.0474 | 0.0407 | 0.0393 0.0375

o Mugla
+-———— 3
! Fommmmmmmm e m Avydm
- 4 ]
! ! o [zmir
I ! +--1
--5 o 2 e Balikesir
I I
! Fmm ] Dienizh
1
o Canakkale

Sekil 3.23. RAPD lokuslarina gore ¢alisilan populasyonlar arasinda saptanmis olan genetik
uzaklik (DN) degerleri ile UPGMA kullanilarak olusturulan dendrogram.
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4. SONUC VE ONERILER

Calismada gergeklestirilen PCR’a dayali molekiiler analizler, ace-1 genindeki her iki
direng mutasyonunun (Gly119Ser ve Phe290Val) da frekanslarinin diisiikk oldugunu
ve belirgin donemsel farkliliklar gostermediklerini ortaya koymustur. Buna karsilik,
bu tez galismasi kapsami disinda gerceklestirilen galismalarda ise, iki kdr direng

mutasyonu i¢in yiiksek frekanslar ve ¢arpici donemsel farkliliklar saptanmaistir.

Calisilan Culex pipiens kompleksi populasyonlart arasinda yiiksek bir gen akiginin

oldugu (Nm=6.61) saptanmustir.

Cesitli direng mekanizmalarinin varligini ve yiiksek go¢ oranlarini diistindiigiimiizde,
degisik insektisit gruplarinin rotasyonu esasina dayanan klasik insektisitle miicadele
stratejilerinin bu populasyonlara uygulanmasindaki zorluk agiktir. Direng problemine
kisa donemde mucizevi bir ¢oziim iiretecek bir yaklasimin olmadigr bilinci ile, bocek
biiylime diizenleyicilerinin (insect growth regulators), Bacillus thuringiensis var.
israelensis’den izole edilen Bti toksinlerinin ve uyumsuz bdcek tekniklerinin
(incompatible insect techniques) kullanilmasi gibi etkili alternatif uygulamalara
gecilmesi, calisilan bolgedeki C. pipiens komplesi populasyonlarin etkili ve

ozellikli kontrollerinde son derece yararli olacaktir.
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