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OZET

Karasinek (Musca domestica L.)’te organofosfat grubu insektisitlere karsi direnc,
diger biyokimyasal mekanizmalarla birlikte karboksilesteraz enzim aktivitesiyle de
baglantilidir. Esteraz gen ailesinin bir {iyesi olan oFE7'nin {riinii enzim
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynamaktadir. Diyazinona kars1 direngli
M. domestica soylarinda bu genin baz dizi analizi yapilmis ve duyarli soylar ile
karsilastirildiginda Gly137 — Asp degisimi enzimin aktif merkezinde bulunmustur.
Malatyona direngli soylarda ise Trp>>' — Ser degisimi yine enzimin aktif merkezinde
tespit edilmistir. Bu ¢alismada, iilkemizde tarimin yogun olarak yapildigi Ege ve
Akdeniz bolgelerinde 16 farkli ilden toplanan karasinek 6rneklerinde genom DNA’s1
izole edilmis ve MdaE7 geni PCR yontemi kullanilarak cogaltilmis ve ekson 3
bolgesinin basindan ekson 4’tin ortasina kadar olan bolgenin baz dizi analizi
yapilmistir. Bununla birlikte, metiltiyobiitirat substrati kullanilarak bu 6rneklerdeki
karboksilesteraz enzim aktivitesi tayin edilmistir. Deneylerimizde WHO duyarl soyu
standart kontrol grubu olarak kullanmilmistir. Her bolgeden 32 adet olmak iizere
toplam 64 birey kullanilarak deneylerimiz gerceklestirilmistir. Buna gore, Ege
Bolgesi’nde 15 Srnekte, malatyon direng tip alleli olan Gly'*’- Ser®', 7 &rnekte
diyazinon direng tip alleli olan Asp"’ - Trp®', 6 6mekte Gly"’ - Ser”' / Trp, 2
ornekte Asp’ - Ser®™'/ Trp alleleri, 1 6rnekte duyarl allel tipi olan Gly"’ - Trp®', 1
ornekte ise Gly'” - Ser®™' / Leu alleli gézlemlenmistir.

Akdeniz Bolgesi’nde ise ¢alisilan 19 6rnekte diyazinon direng tip alleli Asp137 -

137

Trp™', 5 6rnekte malatyon direng tip alleli Gly"” - Ser”', 4 6rnekte duyarli tip alleli
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Gly"” - Trp*', 2 6rnekte Asp"’ - Ser”' / Trp alleleri, 1 6rnekte Gly"’ - Leu™', 1

BT Ser™! / Trp allelleri bulunmustur. Karboksilesteraz enzim

ornekte ise Gly
aktivitesi i¢in yapilan dl¢iimlerde WHO referans soyu i¢in aktivite degeri 142,7 + 4,3
nmol/dk/mg olarak tesbit edilmistir. Buna karsin, malatyon ve diyazinon direng tipi
allellerine sahip orneklerde ise aktivite degerleri 31,4 £ 3,5 nmol/dk/mg ile 136,8 +
36,8 nmol/dk/mg arasinda degismistir. Sonuglarimiz direng allellerinin frekans ve
dagilimimin bolgelere gore degistigini gdstermistir. Bu durum iilkemizde insektisit

kullanim stratejilerinin yeniden gézden gegirilmesini zorunlu kilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Musca domestica, insektisit direnci, MdaE7, malatyon,

diyazinon, karboksilesteraz, allelik dagilim

Sayfa adedi : 53
Tez yoneticisi ¢ Yrd. Dog. Dr. Vatan TASKIN
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ABSTRACT

In housefly (Musca domestica L.), in addition to other biochemical mechanisms,
organophosphate insecticide resistance is associated with a change in
carboxylesterase activity. The product of aE7 gene, a member of the esterase cluster,
probably plays a role in the detoxification of xenobiotic esters. In the diazinon
resistant housefly strains, comparing with susceptible ones, Gly"’ to Asp
substitution was found in the active center of the product of aE7. A different amino

»! to Ser, was identified in the product of MdaE7 in the

acid substitution, Trp
malathion resistant housefly strains. In this study, the housefly samples were
collected from the farms and garbage disposal sites of 16 provinces in the Aegean
and Mediterranean Regions of Turkey. After isolating the genomic DNA, the MdaE7
gene was amplified, isolated and sequenced, from the beginning of exon 3 to the
middle of exon 4. In addition to this, the carboxylesterase enzyme activities in these
samples were assayed by using methylthiobutyrate as a substrate. In our experiments
WHO was used as a standart sensitive control. For each region 32 (totally 64)
samples were used. In the Aegean Region, 15 of the studied samples have the

137

diagnostic malathion resistance allele Gly"*” — Ser”', 7 of them have diagnostic

diazinon resistance allele Asp"’ — Trp™',
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6 of them have Gly'*” - Ser®™' / Trp, 2 of them have Asp"*’ - Ser”'/ Trp alleles, 1 of
them has diagnostic sensitive allel Gly'*’ - Trp*™', 1 of them has Gly"*’ - Ser®' / Leu
allelles.

In the Mediterranean Region, 19 of the samples have diagnostic diazinon resistance
alleles Asp"’ - Trp™', 5 of them have malathion resistance alleles Gly"” - Ser™', 4 of
them have diagnostic sensitive allele Gly"’ - Trp®', 2 of them have Asp'’’ - Ser”' /
Trp alleles, 1 of them has Gly"’ - Leu®", 1 of them has Gly"’ - Ser”'/ Trp allelles.
A high level of carboxylesterase enzyme activity (142,7 £ 4,3 nmol/min/mg) was
detected for WHO strain. However, the enzyme activities for the other samples,
having malathion and diazinon resistance alleles, differed between the range of 31,4
+ 3,5 nmol/min/mg to 136,8 + 36,8 nmol/min/mg. Based on our results; the
frequency and distribution of the alleles indicate that they evolved on a regional basis

and the pest management strategies for these regions must be evaluated again.

KeyWords : Musca domestica, insecticide resistance, MdaE7, malathion,

diazinon, carboxylesterase, allelic distribution

Page number : 53
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1. GiRiS

Insanoglu asirlar boyu cesitli sekillerde yasamini gii¢lestiren zararli bocek tiirleri
ile miicadele etme geregi duymus ve bu amagla degisik yontemler kullanmstir. Her
gecen giin yenilerinin eklendigi bu yontemleri 4 ana grupta toplamak miimkiindiir
(Kogak, 1988). Birincisi, Kiiltiirel Miicadele olup, halki bilinglendirmeye yonelik bir
miicadele yontemidir. Bunda zararlilarin yasam bicimleri ve bunlarla miicadele
konusunda halk: bilgi sahibi yapmak amaglanmaktadir. ikincisi, zararlilarin yasama
ortamlarin1  ve ireme bdlgelerini ortadan kaldirmayr hedefleyen Mekanik
Miicadele’dir. Bu da fiziksel altyapinin diizeltilmesiyle gergeklestirilebilmektedir.
Ucgiincii yéntem olan Biyolojik Miicadele ise, dogada bulunan her canlinin bir veya
birden fazla diismaninin oldugu ve bu diismanlar kullanilarak zararlilarin kontrol
altina alinabilecegi diisiincesine dayanmaktadir. Bu yontem dogaya zarar vermeyen
bir yontem olmasit nedeniyle oldukca Onemlidir. Fakat uygulamasmin zor ve
ekonomik olmamasi ayrica bazi durumlarda hedef olan canliy1 yok ederken hedef
olmayan tiirleri de yok etmesi nedeniyle ¢ok tercih edilmemektedir. Dordiincii
yontem ise, Kimyasal Miicadele’dir. Bu yontemde, kimyasal ilaglar kullanilarak
zararli bocek tiirlerinin yok edilmesi hedeflenmektedir. Bu amagla zararli bocek
populasyonlariyla miicadelede kullanilan kimyasal ilaglara genel olarak insektisit ad1

verilmektedir.

Geleneksel bir yontem olarak zararli bocek populasyonlart ile miicadelede
insektisit kullanimi ¢ok yaygindir. Buna karsin hedef, ve hedef olmayan tiirlerde
meydana gelen direng gelisimi ise bu tiirlerle miicadelede 6nemli bir engel
olusturmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) direnci; bir populasyondaki bireylerin
¢ogunu Sldiiren belirli bir insektisit dozuna kars1 hayatta kalabilme yetenegi olarak
tanimlamistir (Ay ve Sokeli, 2005). Mc Kenzie (2006) dogada 600’den fazla tiiriin
bir veya daha fazla insektisite karsi direng gelistirdigini belirtmistir. Insektisit
direncinde goriilen bu mikro-evrim, bir kisir dongii olusturarak her gegen yil birim
alanda daha fazla kimyasal kullanimina neden olmaktadir. Bunun olumsuz etkileri
de basta insan sagligi1 olmak iizere, hedef olmayan organizmalar ve genel olarak tiim
ekosistemlerde yogun bir sekilde hissedilmektedir. Bu durum insektisit kullanim

stratejilerinin dogru belirlenebilmesi zorunlulugunu da ortaya koymaktadir.



Zararl bocek tiirlerinde meydana gelen bu direng olusumunu en aza indirgemek
icin giinlimiizde bazi uygulamalar yapilmaktadir. Bu uygulamalar1 Kiremitgigil

(1995) soyle 6zetlemistir;

a) Insektisitlerin sinirl alanlarda ve zamanlarda uygulanmasi; tiim mevsimler yerine
sadece zararlilarin iireme bolgelerinde ve donemlerinde ve erginlerin asir1 gogaldigi

donemlerde kullanilmasi,

b) Mimkiin oldugunca kimyasal miicadele yontemleri digindaki diger kontrol

yontemlerinden yararlanilmasi,

c) Vektor kontroliinde kalici insektisitler yerine, kalici olmayan c¢abuk etkili

insektisitlerin tercih edilmesi,
d) Daha ¢ok ergin disilerin 6ldiiriilmesine yonelik uygulamalarin tercih edilmesi,

¢) Populasyonlarda direng gelistigi zaman doz arttirimi yerine bu konuda arastirma

ve bilgiye basvurulmasi,

f) Uygulamada zararli i¢in 6nerilen oldiiriicii doz miktarina dikkat edilerek gerekli

dozun uygulanmasinin 6nemsenmesi ve asiri doz kullanilmasindan kaginilmasi,

g) Larva ve ergin miicadelelerinde degisik grup kimyasallardan yararlanilmasi,
birbirleri ile yakinlig1 olmayan insektisitlerin ayn1 dénemde karigik veya doniisiimlii

kullanilmasi,

h) Insektisitlerin etkisini arttiran sinerjist maddeler kullanilmas ile direng gelisiminin

azaltilmasi saglanabilir.

Bocek populasyonlart ile uzun vadeli ve basarili miicadele stratejileri
gelistirirken, dogada bulunan zararli bocek populasyonlarindaki direng seviyeleri
hakkinda yeterli bilgiye sahip olmak gereklidir. Zararl1 bocek populasyonlarindaki
insektisit direng seviyelerini belirlemek icin gliniimiizde yaygin olarak kullanilan
birkag yontem vardir. Bunlardan ilki, ve en geleneksel olani; dogadan toplanan
orneklerin laboratuarda ¢ogaltilmasiyla elde edilen F; déliine ait bireyler lizerinde
uygulanan bioassay yontemidir. Bu yontem kisaca, laboratuar ortaminda bécegin sirt
ylizeyine mikroapplikatorler vasitasiyla veya bocegin besinine belirli dozlarda
insektisit eklenmesi seklinde yapilmaktadir. Yontemin temel amaci; insektisitin

uygulandigt populasyonun % 50 sini 6ldiiren dozun yani LDsy (Lethal Dose,



Oldiiriicii Doz) ve LCso (Lethal Concentration, Oldiiriicii Konsantrasyon)
degerlerinin bulunmasi esasina dayanir. Dogal populasyonlardan elde edilen LDs ve
LCsyp degerlerinin laboratuar kontrol soylarindan elde edilen LDsy, veya LCsg
degerlerine boliinmesi ile de direnc¢ seviyesi arastirilan populasyonlardaki spesifik
diren¢ orani bulunmaktadir. Bu yontem her ne kadar uygulama agisindan kolay gibi
goriinse de, cok fazla bireye ihtiyag duyulmasi, organizmadaki veya soydaki
potansiyel direncin tam olarak belirlenememesi, gibi agilardan dezavantajlara
sahiptir. Buna karsin biyokimyasal ve molekiiler biyoloji tekniklerini kullanarak elde
edilen direng seviye tespit ¢caligmalarinda ise hem az sayida 6rnege ihtiya¢ duyulmasi
hem de organizmadaki potansiyel insektisit diren¢ seviyesinin daha spesifik ve net
olarak belirlenebilmesi agisindan bioassay yoOntemine gore cok daha avantajlidir

(Kristensen 2005; Han ve ark., 1998).

Calismamizda, model organizma olarak kullandigimiz, dogadan toplanan
karasinek, M. domestica, populasyonlarindaki diren¢ mekanizmasinin genetik ve
biyokimyasal diizeyde belirlenmesi amag¢lanmistir. Elde edilecek bilgiler ve sonuglar
151¢1nda ise yeniden gelistirilecek olan ilaglama politikalar1 ile hedef olmayan bir¢ok
tiirlin korunmasi1 ve dogada bu tiirdeki potansiyel diren¢ seviyesi hakkinda bilgi

sahibi olmak miimkiin olabilecektir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Pestisitler

Pestisitler, genel anlamiyla pest (haserat) adi verilen zararli canlilar1 6ldiirmek
i¢in kullanilan maddeler olup, insektisit (bdcek oOldiiriicli), herbisit (yabanci ot
oldiiriicli), fungusit (mantar 6ldiiriicii), rodentisit (kemirgen oldiiriicii) vb. sekilde
siiflandirilan kimyasal maddelerin tiimiinii kapsamaktadir. Her ne kadar son 40-50
yil i¢inde fazlasiyla artmis olsa da, pestisitlerin kullanimi ¢ok eski tarihlere
dayanmaktadir. M.O 1500’lere ait bir papiriiste bit, pire ve yabani arilara kars:
insektisitlerin hazirlanigina dair kayitlar bulunmustur. 19. yy’da zararlilara karsi
inorganik pestisitler kullanmilmis, 1940’lardan sonra pestisit iiretiminde organik
kimyadan yararlanilmis, DDT ve diger iyi bilinen insektisit ve herbisitler
kesfedilmistir. Bugiine dek 6000 kadar sentetik bilesigin patenti alinmis olmasina
karsm, bunlarin 600 kadar1 ticari kullanimdadir. Ulkemizde tarimi yapilan kiiltiir
bitkileri, sayilar1 200’ asan hastalik ve zararlinin tehdidi altinda olup, halihazirda
1/3’lere varan oranlarda iiriin kayiplar1 yaganmaktadir. Bu nedenle de pestisitlerin
daha uzun yillar bliyik bir kullanim potansiyeline sahip olacagr kuskusuzdur

(www.dogainsanisbirligidernegi.org.tr/ makaleler/ pestisitler.doc).

2.1.1. insektisit ve insektisit gruplar

Insektisitlerin kimyasal savas igerisindeki pay1 yaklastk % 40 civarindadir.
Zehirlilikleri ise herbisit ve fungusitlere gore daha fazladir (Yamanel ve Cakar,
2004). Giinlimiizde zararl1 bocek populasyonlari ile miicadelede dort farkli insektisit
grubu kullanilmaktadir. Bunlar; organoklorinler, organofosfatlar, karbamatlar, ve
pretroidlerdir. Bu insektisit gruplarindan organofosfatlar, diinyadaki genel duruma
paralel olarak tilkemizde de diger insektisit gruplarina oranla ¢ok daha yaygin olarak

kullanilmaktadir (Delen ve ark., 2005).

2.1.1.1. Organoklorinler

Zararl bocek populasyonlarinin kontrolii amaciyla sentetik olarak hazirlanan ilk

insektisit sinifim1 olustururlar. Grubun en iyi bilinen iiyesi DDT dir, ilk defa 1874



yilinda sentezlenmesine karsin bocek 6ldiiriicii 6zelligi ancak 1939 yilinda Isvigreli
kimyager Dr. Paul Miiller tarafindan ortaya konmustur (Yamanel ve Cakir, 2004). O
tarihlerde zararlilara karsi kullanilan toksisitesi yliksek, kaliciligi az ve etkileri
diizensiz olan anorganik ve bitkisel kdkenli ilaglarla mukayese edildiginde DDT bitki
koruma alaninda kimyasal yontemlerin gelisimine ¢ok Onemli Kkatkilarda
bulunmustur. Bu smif insektisitlerin en bilyiik avantaji yiiksek derecede lipitlerde
¢Oziinebilmeleri ve ¢evre kosullaria uzun siirelerde dayanikli olmalar1 nedeniyle
uygulama boélgelerinde uzun siire kalmalaridir. Temas zehiri olarak etkileyen bu
grup, parazitlerin merkezi sinir sisteminde siddetli uyarilara sebep olmak suretiyle
koordinasyon bozukluguna ve sonugta 6liime yol acarlar. Yiiksek derecede kalici
etkiye sahip olmalar1 nedeniyle bugiin i¢in pek ¢ok iilkede kullanimlar1 kisitlanmustir.
Bu grubun bilinen baglica iiyelerine 6rnek olarak dieldrin, aldrin ve lindan verilebilir

(Sanl, 1988).

2.1.1.2. Karbamatlar

Fenol ve fenol tlirevlerinden iiretilen sentetik bilesiklerdir. Karbamat grubu
insektisitler, organofosforlu insektisitlere benzer sekilde ektoparazitlerde merkezi
sinir sisteminde bulunan kolinesteraz enzimini inhibe etmek suretiyle etkilerini
meydana getirirler. Bu grup insektisitlerin ¢ogunlugu kontakt zehiri olarak
etkilidirler. Ektoparazitlerin kontrolii amaciyla kullanilan baglica karbamat grubu

insektisitler arasinda karbaril, pirolan ve dimetan sayilabilir (Sanli, 1988).

2.1.1.3. Pretroitler

Pyrethrum cinsine ait tilirlerin ¢igeklerinden elde edilmektedir. Pretrum ekstrakti
pirethrin 1 ve pirethrin II maddelerini icermektedir. Bunlardan ilki insektisit
ozelligine ikincisi ise kisa siirede bocegi sersemletme etkisine (knockdown effect)
sahiptir. Dogal piretrumlarin, diger insektisit gruplan ile karsilastirildiklarinda, en
belirgin avantajlar;; genis bir etki alanina sahip olmalari, o6zellikle memeli
organizmalara karsi zehirliliklerinin diisiik olmasit ve kisa siirede kaliciliklarini
yitirmeleri ile ¢evreye olumsuz etkilerinin daha az olmasi sayilabilir. Buna karsin

iiretilme maliyetlerinin yiiksek olmasi, smirli miktarda iiretilebilmeleri ve piretrin



etkin 6gelerinin 1518a dayaniksiz olmasi dezavantajlar1 olarak kabul edilebilir. Bu
dezavantajlarinan otliri gliniimiizde sentetik pretroidlerin hazirlanmasma yonelik
calismalar hiz kazanmistir. Pretroid insektisitler, temas ve mide zehiri olarak
etkilidirler. Bunun yani sira sinir sistemi iizerine de olumsuz etkileri vardir. Bu
grubun 6nemli temsilcileri arasinda, permetrin, deltametrin, alletrin ve sipermetrin

sayilabilir. (Sanli, 1988; Unal ve Giirkan, 2001) .

2.1.1.4. Organofosfatlar

Organofosfat esterleri pestisit, kimyasal savag ajanlar ve ila¢ hammaddesi olarak
kullamlirlar. ikinci Diinya Savasindan énce Almanya'da kimyasal savas sirasinda
kullanilmak amaci ile sentezlenmis olan organik fosforlu bilesiklerin savas
sonrasinda giiclii insektisit etkileri ortaya ¢ikartilmis daha sonraki yillarda ayni esasa
dayanan binlerce yeni bilesik sentezlenmistir (Unal ve Giirkan, 2001). Ticari
iiretimlerine baslanmasindan bu yana c¢ok sayida organofosforlu insektisit ¢esidi
zararli bocek tiirlerinin kontroliinde kullanilmigtir (Akiner, 2003). Diinyada pestisit
tiketiminin yaklasik % 40’m1 bu grup olusturmaktadir. Sentezlenmelerinin kolay
olmas1 bu grubun biiylimesi ve cesitlenmesine neden olmustur (Yamanel, 2004).
Birgok kosulda azimsanmayacak derecede kalici etkileri bulunmakla beraber,
organoklorlu insektisitlerle karsilagtirilamayacak derecede kolay ve hizla

parcalandiklarindan genellikle bir kalint1 sorunu yaratmazlar (Sanl, 1988).

Bu grup insektisitler etkilerini sinir sisteminde bulunan asetilkolinesteraz enzimini
aktif bolgesindeki serin aminoasidine geri doniisiimsiiz baglanarak gosterirler. Bunun
sonucu olarak organizmada sinir iletimi aksar kasilma ve katilagma meydana gelerek
olim gergeklesir (Lockridge ve ark. 1997). Bu grup insektisitler 1960’11 yillarin
basindan itibaren karasinek (M. domestica) ve koyun etsinegi (Lucilia cuprina)’ne
kars1 kullanilmaya baslanmis ve dogada bu grup insektisitlere karsi ilk direngli
ornekler 1960’1 yillarin ortalarindan itibaren tespit edilmistir (Claudianos ve ark.
2002; Campbell ve ark. 1998a). Bu grubun en bilinen {iyeleri arasinda diyazinon,

malatyon, diklorvos ve asuntol sayilabilir.



2.1.1.4.1. Malatyon

Malatyon [S-(1,2-karboethoksietil) O,O-dimetildithiofosfat)] en yaygin kullanilan
organofosfat insektisitlerinden biridir. Karasinek ve sivrisinek de dahil olmak {izere
genis bir grup bocek tiirii ile miicadelede yaygin olarak kullanilmaktadir. Sari-koyu
kahverengi, hosa gitmeyen keskin sarimsak kokulu bir insektisittir. Suda az, organik
¢oziiclilerde kolay ¢Oziinlir. Yapisinda 2 adet karboksilester grubuna ve bir
fosfotriester grubuna sahip olmasi ile karakterize edilir (Sekil 2.1.). Malatyon in vivo
ortamda karisik fonksiyonlu enzimler (mixed function oxidases) tarafindan
malaokzona doniistiiriiliir, bu form malatyon karboksilesteraz enziminin gii¢lii bir

inhibitoriidiir (Campbell ve ark. 1997).
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Sekil 2.1. Malatyon insektisidinin kimyasal yapis1

2.1.1.4.2. Diyazinon

Diyazinon (O,O-dietil-O-(2-isopropil-6-metil-pirimidin-4-yl) fosforothioate) 1952
yilinda bir Isve¢ firmasi tarafindan gelistirilmis olan bu insektisit daha cok
hamambdocegi, karinca, bit ve pire gibi zararlilarla miicadelede kullanilmistir (Sekil
2.2.). Kahve renkli bir sivi olup suda az, organik ¢oziiciilerde c¢ok c¢oziiniirler.
Diyazinon sinir sisteminde bulunan asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek
organizmada 6liime yol acar (Gok¢imen ve ark., 2007). Bu insektisitin gliniimiizde

ABD’de bazi alanlarda kullanilmasi yasaktir.
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Sekil 2.2. Diyazinon insektisidinin kimyasal yapisi

2.1.2. Tiirkiye’de insektisit kullanimi

Uygulanmasinin kolay, etkisinin hizli ve maliyetinin diisiik olmasi nedeni ile
iilkemizde de diinyadaki genel duruma paralel olarak 6zellikle tarimin yogun olarak
yapildig1 bolgelerde insektisit kullanimi en fazla tercih edilen miicadele yontemidir.
1999-2002 yillan1 arasinda iilkemizde yogun olarak tiiketilen insektisit miktarlar

cizelge (2.1.)’de verilmistir.

Tirkiye’de biiyiik cogunlugu insektisit, fungisit ve herbisitler olmak iizere her yil
33-35 bin ton zirai miicadele ilaci tiiketilmektedir. Hektar basina tiiketilen tarim ilaci
aktif madde miktar1 ise 0,5 kg’dir. Bu deger Fransa ve Almanya’da 4,4 kg, italya’da
7,6 kg, Hollanda’da 17,5 kg, Yunanistan’da 6 kg, Belgika’da 10,7 kg, Japonya ve
Amerika Birlesik Devletleri’'nde 7,5 kg’dir. Diger bir deyisle Tiirkiye’ye kiyasla
Fransa ve Almanya’da 9, Italya, Japonya ve Amerika Birlesik Devletleri’nde 15,
Hollanda’da 35, Yunanistan’da 12, Belgika’da 21 kat daha fazla ila¢ tiiketilmektedir
(Keykubat ve Durmusoglu, 2005). Tirkiye’deki en biiyiikk sorun, bu ilaglarin
kullaniminda yapilan teknik ve kisisel hatalar ile bilingsiz ilag kullanimindan

kaynaklanmaktadir.



Cizelge 2.1.1999-2002 yillar1 arasinda Tiirkiye’de yogun olarak tiiketilen insektisit

miktarlar1 (Delen ve ark., 2005°ten alinmigtir).

] LDs Yillara gore insektisit tiiketimindeki
Insektisit degerleri paylari (%)
mgke) 999 | 2000 | 2000 | 2002

Methamidophos 13 19,35 17,24 12,99 14,52
Chlorpyrifos-ethyl 135 13,72 14,09 31,94 12,76
Parathion-methyl 9 10,95 12,97 9,81 10,96
Diclorvos(DDVP) 25 7,72 10,22 8,91 8,08
Endosiilfan 18 7,20 - 6,14 -
Carbaryl 307 - 5,80 - -
Azinphos-methyl 5 - - - 7,08
TOPLAM 58,94 60,32 69,79 53,40

2.2. Boceklerde Direng Tipleri

Plapp (1984), yaptig1 calismasinda boceklerde direncin, genel olarak, davranissal,
fizyolojik veya biyokimyasal olmak iizere ve iki temel mekanizmayla gerceklestigini

belirtmistir.

2.2.1. Davramssal direng

Organizmanin  uygulanan  insektisitten = kagma egilimi  gostermesidir.
Sivrisineklerin insektisit uygulanan alanlarda dinlenmemeleri veya iireme bolgelerini

degistirmeleri bu tip dirence 6rnek olarak verilebilir.

2.2.2. Fizyolojik veya biyokimyasal temelli diren¢

Bu tip direng mekanizmalar 3 grupta incelenmektedir.
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2.2.2.1. Viicut yiizeyi tarafindan insektisit aliminin azaltilmasi

Organizmanin dig iskeletinde meydana gelen, kalinlasmalar vb, degisimler
sonucunda insektisitin organizmanin dis yiizeyinden aliminin azalmasidir. Boylelikle
alman insektisit miktarinin azalmasi ile organizmanin hayatta kalma sansi artmis

olur.

2.2.2.2. Metabolik detoksifikasyonun arttirilmasi

Insektisitin  detoksifikasyonunda gérev alan esteraz, karisik fonksiyonlu
oksidazlar ve glutathion-S-transferaz gibi enzimlerde mutasyonlar sonucu meydana

gelen degisikliklerle insektisitin hizlica par¢alanmasidir.

2.2.2.3. Hedef enzimdeki degisim

Insektisitin  baglanarak etkisiz hale getirdigi hedef enzimlerde (6rn.
asetilkolinesteraz) meydana gelen degisiklikler sonucu enzimin zehirli kimyasala

kars1 duyarsizlagsmasidir.

Yukarida bahsedilen bu mekanizmalarin, pek ¢ok direng tiiriiniin gelisiminde

birbirleriyle koordineli olarak degisimler gosterdigi diisiiniilmektedir (Gressel, 1986).

2.3. Metabolik Direncte Rol Oynayan Enzimler

Genel olarak, boceklerde metabolik direngte rol oynayan baslica enzimler,
glutathion-S-transferaz (GST), asetilkolinesteraz (AKE), monooksijenaz ve genel

esterazdir. Bu enzimlerin metabolik direngteki rolleri sdyle 6zetlenebilir:

2.3.1. Glutatyon-s-transferazlar (GST)

Bu grup enzimler, insektisitleri de igine alan ksenobiyotik bilesiklerin
detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Hemingway ve ark. 2000; 2004;
Enayati ve ark., 2005). GST enzimleri indirgenmis glutatyonu (GSH) insektisitlerle
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veya onlarin metabolik iiriinleri ile birlestirerek bu zehirli kimyasallar1 metabolizma
acgisindan zararsiz bir hale doniistiiriirler. Organofosfat grubu insektisitlere karsi
direngli karasinek soylarinda, duyarli soylar ile karsilastirildiginda, yiiksek bir GST
aktivitesi gozlenmistir (Clark ve Shamaan, 1984; Zhou ve Syvanen, 1997). GST
grubuna dahil olan enzimler bir gen ailesi tarafindan kodlanmakta olup (Clark ve
Shmaan, 1984; Zhou ve Syvanen, 1997), bu gen ailesinin iiyeleri olan MdGST-1,-2,-
3,-4,-6a ve -6b genlerinin baz dizi analizleri yapilmistir. Her ne kadar, bir
karasinekte tretilen GST izoenzimlerinin gercek sayisi tam olarak bilinmese de,
MdGST-1,-3 ve -6a izoenzimlerinin organofosfat grubu insektisitlere karsi direngli
karasinek soylarinda duyarl soylar ile karsilastirildiginda fazla miktarda iiretildigi

belirtilmistir (Zhou ve Syvanen, 1997).

2.3.2. Asetilkolinesteraz (AKE) enzimi

Bu enzim, sinir sisteminde norotransmitter olarak gdrev yapan asetilkolini
hidrolize ederek, sinir uyarilarinin iletiminde 6nemli bir goérev alir. Karasinekte
organofosfat ve karbamat grubu insektisitlerin viicut igerisindeki primer
hedeflerinden biridir (Taskin ve Kence, 2004; Sussman ve ark. 1991). Ozellikle
organofosfat grubu insektisitler bu enzimin aktif bolgesindeki Serin amino asidine
baglanarak bu enzimi inhibe eder ve sinir uyarilarinin iletimini engellerler ki, bu da
organizmanin Oliimiine yol agar (Chen ve ark., 2001). Bazi bocek tiirlerinde
asetilkolinesteraz enziminde meydana gelen mutasyonlar sonucu bu enzimlerin
organofosfat grubu insektisitlere karsi duyarsizlastigi (yani bu grup insektisitler
tarafindan inhibe edilemedigi) belirtilmistir (Kozaki ve ark., 2001). Karasineklerde
Ake enziminin degisik grup organofosfat ve karbamat insektisitlerine karsi
duyarsizlasmasinin genetik temelleri ise Kozaki ve ark., (2001); Walsh ve ark.,
(2001); Tao ve ark., (2006) tarafindan calisilmis ve Ake enzimini kodlayan ake
geninde farkli mutasyonlar saptanmistir. Bir organofosfat olan Fenitrokzon’a direngli
karasinek soylarinda bu enzimi kodlayan genin baz dizi analizi yapilmis ve 342
numarali amino asidin Glisin’e, 402 numarali amino asidin ise Tirozin’e doniistiigii
bulunmustur (Yao ve ark., 1997; Kozaki ve ark., 2001). Ayrica, Charpentier ve

Fournier (2001) Drosophila melanogaster’de Ake enzim miktar1 ve paratyon (bir
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organofosfat)’a direng diizeyi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu

bildirmiglerdir.

2.3.3. Monooksijenazlar

Bocekler, bitkiler, memeliler, kuslar ve bakteriler gibi biitiin acrobik organizmalarda
mevcut olan bu enzim ailesi ilaglar, pestisitler ve bitki toksinleri gibi ksenobiyotiklerin
katabolizmasi ve anabolizmasi ile hormonlar, yag asitleri ve steroidler gibi endergonik
bilesiklerin diizenlenmesindeki rollerinden dolayr 6nemli metabolik bir sistemdir.
Sitokrom P450 monooksijenazlari bu ailenin bilinen en 6nemli temsilcisidir. Sitokrom
P450 monooksijenazlar ¢ok genis bir substrat grubu {izerine etkilidirler. Bunun en
onemli nedeni bu enzim grubunu kodlayan genlerin organizma da birden fazla sayida
kopyasmin bulunmasidir, Caenorhabditis elegans’ta 80 adet, insanda 57 adet,
Drosophila melanogaster’de ise 90 adet P450 geni oldugu bildirilmistir. Pretroit gibi
insektisit gruplar1 i¢in P450 enzimleri detoksifikasyonda onemli rol oynarken
organofosfat grubu insektisitler i¢in organizmada hem aktivasyon hem de

detoksifikasyonda rol oynadigi rapor edilmistir (Scott ve Zhang, 2003).

2.3.4. Esterazlar

Bu enzim grubu ester baglarinin hidrolizinden sorumlu olup, hormon ve feromon
metabolizmasinda, sindirim sisteminde, sinir iletiminde, lireme davranisinda ve
ozellikle organofosfot grubu insektisitlere karsi direngte dnemli rol oynamaktadir
(Claudianos, 1999b).

Esteraz enzimleri 3 farkli inhibitor grubu (siilfidril grubu bilesikler,
organofosfatlar ve eserin siilfatlar) ile vermis olduklar1 reaksiyona gore 4 simifa
ayrilirlar.  Bunlar; asetilesterazlar, arilesterazlar, karboksilesterazlar, ve
kolinesterazlar olup Oakeshott ve ark., (1993) tarafindan detayli olarak aciklanmistir.

Asetilesterazlar: Bu enzimler yukaridaki inhibitorler tarafindan etkilenmez ve
genellikle alifatik subsratlar tercih ederler.

Arylesterazlar: Sadece siilfidril grubu tasiyan inhibitorler tarafindan inhibe

edilirler ve genellikle aromatik subsratlar tercih ederler.
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Karboksilesterazlar: Bu enzimler sadece organofosfatlar tarafindan inhibe
edilirler ve genellikle asetik asitten daha uzun olan alifatik subsratlar tercih ederler.

Kolinesterazlar: Organofosfat ve eserin siilfat inhibitorleri tarafindan inhibe
edilirler ve aromatik ve alifatik esterlerin disinda kolinesterleri tercih ederler.

Bir ¢ok bocek tiirlerinde, organofosfat grubu insektisitlere kars1t metabolik direng
kazanilmasinda karboksilesteraz enzimi O6nemli bir rol oynar (Campbell ve ark.,
1998a,b). Bocek tiirlerinde, su ana kadar, organofosfat grubu insektisitlere karsi
esteraz enzim temelinde gelisen 3 farkli metabolik direng¢ mekanizmasi
bulunmaktadir, bunlar sirastyla; gen amplifikasyonu vasitasi ile diren¢ kazanilmasi
(ilgili genin organizmanin genomunda kopya sayisinin arttirilmasi), diyazinona karsi
direng ve malatyona karsi (ilgili gende meydana gelen mutasyonlar sonucu) gelisen
direnctir (Claudianos ve ark., 1999a; 2002; Newcomb ve ark., 1997; Campbell ve
ark., 1997, 1998a,b).

2.3.4.1. Gen amplifikasyonu vasitasi ile diren¢ kazanilmasi

Myzus persiace, Culex quinquefasciatus, Culex pipiens ve Nilapartave lugens’de
oldugu gibi spesifik bir karboksilesteraz geninin genom icerisindeki kopya sayisinin
artirtlmasi ile (yaklasitk 300 kopyaya kadar) iiretilen enzim miktarinin da artist
saglanir (organizmadaki protein miktarinimn yaklasitk % 3’). Bu spesifik
karboksilesteraz enziminin her ne kadar organofosfat insektisitleri pargalama miktar
diisiikse de, organizma igerisinde fazla miktarda {iretilmis olmasi onun insektisitleri
yeterli oranda parcalamasini saglar. Boylece, insektisit organizma icerisinde hedef
enzim olan asetilkolinesteraz enzimine ulagmadan pargalanabilir ve organizma
hayatta kalir (Hemingway, 2000; Newcomb ve ark. 1996, 1997; Guerro, 2000;
Devonshire ve Field, 1991).

2.3.4.2. Diyazinona kars1 diren¢

L. cuprina ve M. domestica soylarinda organofosfatli (malatyon / diyazinon)
insektisitlere karst direng, karboksilesteraz enzim aktivitesindeki degisikliklere
baghdir. a-esteraz gen ailesinin bir {iyesi olan aFE7 geninin iriinii, olasilikla
ksenobiyotik esterlerin detoksifikasyonunda rol oynamaktadir. Diyazinon / paratiyona

direncli karasinek ve koyun etsinegi soylarinda MdaE7 ve LcaE7 genlerinin baz dizi
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analizleri yapilmis, ve duyarli soylar ile karsilastirildiginda, enzimin aktif bolgesinde

7, Asp) degistigi bulunmustur, bu

137 numarali aminoasidinin Gly’den Asp’a (Gly
durumun enzime diyazinon / paratiyon grubu organofosfat insektisitleri par¢alama
(OF hidroliz) yetenegi kazandirdig1 buna karsin karboksilesteraz enzim aktivitesinin
azalmasina yol agtig1 gosterilmistir. Enzimin aktif merkezinde meydana gelen bu
degisiklikle ortamda bulunan su molekiilii fosfor-enzim ara bilesigine rahatlikla atak
yapabilme imkani kazanmig ve bdylelikle enzim organofosfatlar1 hidroliz edebilme

yetenegi kazanmustir, reaksiyonun mekanizmasi Newcomb ve ark., (1997) tarafindan

detayl olarak agiklanmusgtir.

2.3.4.3. Malatyona karsi diren¢

Malatyona direngli karasinek ve koyun etsinegi soylarinda da MdaE7 ve LcaE7
genlerinin baz dizi analizleri yapilmis ve duyarli soylar ile karsilastirilmistir. Yine
enzimin aktif merkezinde M. domestica’da 251 numarali aminoasitin Trp’dan Ser’e
(Trp™'— Ser), L. cuprina’da ise Trp’dan Leu’e degistigi tespit edilmistir (Taskin,
2002; Campbell ve ark., 1997; 1998 a, b). Bu degisiklikler enzime organofosfat
hidroliz ve malatyon karboksilesteraz enzim aktivitesi kazandirmig fakat asli gorevi
olan karboksilesteraz aktivitesinde de bir diisiise neden olmustur, reaksiyon
mekanizmas1 detayli olarak Campbell ve ark., (1998b) tarafindan tartigilmistir.
Kisaca; 251 numarali Trp’in aktif merkezde daha kiiciik bir amino asitle, Ser ve Leu
gibi, yer degistirmesi neticesinde aktif merkezdeki bosluk 4.3 A'den 6 A’a ¢ikmakta
boylece enzim substrat arasinda daha genis bir alan yaratilmakta ve bunun sonucu
olarak da sterik engelleme azalmaktadir. Bu etkilerin yani sira, aminoasit degisimi
sonucu aktif merkezde yaratilan yeni konfigiirasyon degisikliginin de yukarida
belirtilen aktivitelerin kazanilmasinda ve kaybedilmesinde biiyiik bir 6nemi vardir.

Organizmanin organofosfat grubu insektisitlere kars1 diren¢ kazanmasinda 6nemli
bir rol oynayan MdaE7 karboksilesteraz enzimi hakkinda daha detayl bilgi asagida

verilmistir.
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2.4. MdaE7 Karboksilesteraz Enzimi

MdoE7 geninin uzunlugu yaklasik 10 kb olup 6 ekson ve 5 intron bolgesinden
olusmustur (Sekil 2.5.). Intron 1 bolgesi yaklasik 7 kb, intron 2 — 5 bolgeleri siras
ile 63, 62, 61 ve 61 b¢ uzunluktadir. Intron I bdlgesinin diger intron bdlgelerinden
daha uzun olmasinin nedeni ise bu bdlgenin transpozon kapsamasindandir. MdaE7
geninde protein kodlayan ekson bdlgelerinin uzunlugu 1710 bg. olup kodlamis

oldugu aE7 enzimi ise 570 aa den olugmaktadir.

TAA

7

intron 1

L
&

%,

[
-3
(=]
e
Ll ]
=

Sekil 2.3. MdaE7 geninin intron ve ekson bolgeleri

Bu enzim karboksil / kolinesteraz enzim ailesinin sahip oldugu, enzimin katalitik
aktivitesi i¢in gerekli olan, tiim karakteristik motiflere sahiptir. Bu motifler;
a) Histidin ilmek (histidine loop) enzimde 468 — 476 numarali aminoasitler arasi,
b) Asit doniis (acid turn) 349 — 352 numarali1 aminoasitler arasi,
c¢) Niikleofilik dirsek (niicleophilic elbow) 214 — 220 numarali aminoasitler arasi,
d) Katalitik ticlii (catalytic triad) Ser”®, Glu™"' ve His""",
e) Oksianyon bosluk (oxyanion hole) Gly'*, Gly"’ ve Ala*'*’dur (Claudianos ve
ark., 1999; Tagkin, 2002).

Bununla birlikte enzimin 440 ile 450 aminoasitleri arasinda bulunan
PIYLYRFDFDS dizisi karboksil / kolinesteraz enzim ailesinde sadece MdaE7,
LcaE7 ve DmaE7’de korunmustur (Claudianos ve ark., 1999).
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2.5. Mutant Ali-Esteraz Hipotezi

Yukarida da bahsedildigi iizere, malatyon ve parathion / diyazinona direngli M.
domestica ve L. cuprina soylarinda karboksilesteraz enziminde (MdaE7 ve LcaE7)
meydana gelen degisikliklerin bir sonucu olarak enzim organofosfat grubu insektisiti
parcalarken, kendi asli gorevi olan karboksilesteraz aktivitesinin (metiltiyobiitirat,
naftil asetat vb. substratlar kullanilarak tayin edilmistir) bir kismini kaybetmektedir.
Bu durum ilk defa 1960 yilinda Oppenhort ve Van Asparen tarafindan “Mutant Ali-
esteraz hipotezi” olarak rapor edilmis olup Campbell ve ark., (1997, 1998a,b);
Newcomb ve ark., (1997); Caludianos (1997b) tarafindan da bu mekanizma

molekiiler diizeyde agiklanmistir.

2.6. Capraz Direnc¢

Organofosfat grubu insektisitlerin bir kisminin fosfor atomlarina ya 2-methoksi
grubu, malatyonda oldugu gibi veya 2-ethoksi grubu, diyazinonda oldugu gibi,
baglanmistir. Spesifik bir insektisite karsi direng kazanmig olan organizma sadece
uygulanan insektisite karsi degil, ayn1 etki mekanizmasma sahip, ayni grup ve benzer
kimyasal yapilarda olan diger insektisitlere kars1 da direng gdsterebilir. Campbell ve
ark., (1997; 1998 a, b) organofosfat grubuna ait degisik insektisitler kullanarak L.
cuprina’da bu durumu detayli olarak aciklamiglardir. Buna gore; diyazinona direngli
soylarda organizmanin bu insektisit ile benzer kimyasal yapiya sahip (fosfor
atomlarma bagli 2-ethoksi grubu bulunduran) diger organofosfat insektisitlerine de
yiiksek oranda bir diren¢ gelistirdigini tespit etmislerdir. Ayni durum, malatyona
direncli soylarda da incelenmis ve organizmanin benzer kimyasal yapiya sahip
(fosfor atomlarina 2-methoksi bulunduran) insektisitlere karsi yiiksek oranda bir
direng gelistirdigi gozlenmistir. Bu durum ¢apraz direng¢ olarak tanimlanmistir ve

organizmalarin sahip oldugu potansiyel direnci gostermesi agisindan énemlidir.



17

2.7. Model Organizma Olarak Karasinek (Musca domestica L.)

Karasinegin taksonomik siniflandirmasi:

Phylum: Arthropoda; Subphylum: Mandibulata; Superclass: Hexapoda; Class:

Insecta; Order: Diptera; Suborder: Cyclorrophae; Familya: Muscidae; Genus:

Musca; Species: Musca domestica

Glniimiizde, karasinegin bilimsel c¢alismalarda model organizma olarak

kullanilmasinin avantajlar1 asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

- Pek ¢ok yerde oldugu gibi, tarim alanlart igerisinde de yaygin olarak

bulunabilmesi,

- Y1ilin her zamani dogadan toplanmalarinin miimkiin olmast,

- Go6¢ edebilme yeteneklerinin olmasi,

- Laboratuarda iiretilmelerinin kolay olmasidir,

- Kisa zamanda fazla sayida dol verebilmesidir.

2.8. Calismanin Amaci

Bu calismanin genel amaci, Ulkemizde tarimin yogun olarak yapildigi Ege ve

Akdeniz Bolgelerinden toplanan M. domestica 6rneklerinde, tirlinii organofosfat

insektisitlerine karsi diren¢ gelisiminde 6nemli bir rol oynayan MdaE7 geninin

kismi baz dizi analizinin yapilmasi ve yine bu 6rneklerdeki, metilthiobiitirat substrati

kullanarak, spesifik karboksilesteraz enzim aktivitesinin 6l¢iilmesidir. Bu baglamda

calismaya iliskin hedefler soyledir:

1.

Tarmmin yogun olarak yapildigi bolgelerden uygun sayida orneklerin
toplanmasi ve laboratuar ortaminda ¢ogaltilarak saklanmasi,

Orneklerden genom DNA’sinin  elde edilmesi ve uygun primerler
kullanilarak PCR ydntemi ile ilgili genin ¢cogaltilmasi,

Cogaltilan DNA bantlarinin jelden izolasyonu ve baz dizi analizine
gonderilmek tizere hazir hale getirilmesi,

Baz dizi analizleri yapilan 6rneklerdeki karboksilesteraz enzim aktivitesinin
metilthiobiitirat substrat: kullanarak belirlenmesi,

Populasyonlar arasindaki varyasyonlarin degerlendirilmesi,

Gelecege doniik insektisit uygulama stratejileri hakkinda sonug ve onerilerin

¢ikarilmasi.



18

3. MATERYAL METOT
3.1. Karasinek Orneklerinin Toplanmasi

Calisma alanlarinin belirlenmesinde tarimin yogun olarak kullanildigi bolgeler
g6z Oniinde bulundurulup 6rnekleme calismalari bu alanlardan yapilmistir. Buna
gore, Tiirkiye'nin iki 6nemli tarim bolgesi olan Ege ve Akdeniz Bolgeleri 6rnekleme
alanlar1 olarak segilmis ve bu bolgelerden toplam 16 ilde (Mugla, Aydn, Izmir,
Manisa, Kiitahya, Usak, Afyon, Denizli, Isparta, Burdur, Antalya, Mersin, Adana,
Osmaniye, Kahramanmarag ve Hatay) 2006 - 2007 yillarinin yaz aylarinda tarim
alanlarindan ve sanayinin yogun olarak yapildig1 yerlerden 6rnekleme c¢aligmalari
yapilmistir (Sekil 3.1.). Ergin bireyler laboratuar ortaminda 6zel kafeslerde siit tozu,
su ve seker ile beslenmistir. Yumurtalar ise kepek, siit tozu, kiispe, maya ve su
karigimi ile hazirlanan ortamlarda toplanmistir. F, jenerasyonuna ait bireyler, 4 - 6
giinliik iken, laboratuar ortaminda CO, gazi ile bayiltildiktan sonra -80°C de
dondurularak saklanmistir. Calismamizda Hacettepe Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinden elde ettigimiz uluslararas1 standart WHO duyarh

soyu referans soy olarak kullanilmigtir.

4z

A AR A

ilometers

Sekil 3.1. Karasinek 6rneklerinin toplandigi iller.
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3.2. DNA Izolasyonu

Orneklerimizden DNA izolasyonu, Fermantas firmasma ait genomik DNA
purifikasyon kiti kullanilarak yapilmigtir. Bu metoda gore kisaca; 400 pl lysis
soliisyonu igerisinde homojenize edilen 6rnekler 65 °C’de 10 dk. siire ile inkiibe
edildikten sonra, 600 pl kloroform ilave edilmis ve tiipler 10000 rpm’de 2 dk. siire ile
santrifiij edilmistir. Daha sonraki basamakta ise, DNA tasiyan iist faz yeni bir tiipe
aktarilmigs ve 800 pl presipitasyon soliisyonu eklenmistir. 10000 rpm’de 2 dk.
santrifiijiin ardindan {ist faz uzaklagtirilip ¢okeltinin tizerine 100 pl 1,2 M NaCl ilave
edilip vorteks yapilmistir. Tiip icerisinde kalan c¢okeltiye 300 ul soguk etanol
eklenmis ve 10000 rpm’de 4 dk. santrifiij edilmistir. Son basamakta ise elde edilen
DNA % 70’lik etanolle yikandiktan sonra 30 pul ddH,O eklenerek +4 °C ‘de bir gece

bekletilmis ve 6rnekler daha sonra % 1°lik agaroz jelde goriintiilenmistir.

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
PCR dongiileri kisaca; zincirin agilmasi (ilk denatiirasyon) 95 °C’de 3 dk,
reaksiyon dongiisiiniin ilk adimi olan 95 ©C'de 1 dakika siire ile denatiirasyon,

primerlerin baglanmas1 54 °C'de 30 saniye, ve son asama olan sentez (uzama) 72

OC'de 1 dakikadir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. PCR reaksiyon siireleri ve sicakliklar
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Her PCR reaksiyonu 35 dongiiden olusmaktadir. Reaksiyonlarda MdaE49 (5°-
gggattggctttcattaggaattcc-3’) ve MdaESO (5°-cggaggattgtctatacctgaatg-3”) primerleri
kullanilarak MdaE7 geninin ekson 3 bolgesinin bagindan ekson 4 bolgesinin ortasina
kadar olan kismi g¢ogaltilmistir. PCR reaksiyonlarinda kullandigimiz bilesenlerin

konsantrasyonu ¢izelge (3.1.)’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. PCR reaksiyon karigimi

PCR Bilesenleri

ddH,0 5,55ul
dNTP (10 mM) Sul
PCR Tamponu (10X) 2,5ul
Taq polimeraz (1unit) 0,2ul
DNA (10 ng/ml) 10ul
Primer,; ve primer, (50 pmol) 0,25ul
MgCl, (1.5mM) 1,5ul
Toplam reaksiyon hacmi 25ul

3.4. PCR Uriinlerinin Gériintiilemesi ve Jelden izolasyonu

PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan ilgili gen bolgesinin goriintiillenmesi amaci
ile % 1'lik agaroz jel hazirlanmus ve Vilber Lourmant CN-15 Cabinet marka
gorlintiileme cihazinda goriintilenmigtir. Jelden DNA izolasyonu iglemi ig¢in
QIAGEN firmasina ait jel ekstraksiyon kiti kullanilmistir. Bu protokole gore; temiz
bir bistiiri ile agoroz jelden istenilen DNA bandi kesilmis ve agirhiginin 3 kati kadar
QG tamponu eklenmistir. 50 °C’de 10 dk. siire ile (2-3 dakikada bir Ornekler
vortekslenerek) jel tamamen eriyinceye kadar su banyosunda inkiibe edilmis ve
eriyen jel toplama tiipine bosaltilip 13000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Bu
islemden sonra filtrede kalan DNA {izerine 500 pl QG tamponu ilave edilmis ve 1
dk. siire ile tekrar santrifiij edilmistir. Bosaltilan tiipe elde edilen DNA’y1 yikamak
amaci ile 750 pl PE tamponu eklenip 1 dk. santrifiij edilmistir. Kolon yeni bir
mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilip {izerine 50 pl ddH,O konulduktan sonra 1 dk.
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santrifiij edilip DNA hazir hale gelmistir ve kullanilincaya kadar -20 °C’de

saklanmistir.

3.5. Baz Dizi Analizi Tespiti

Calismamizda, her ilden 4 adet olmak {izere 64 6rmek ve 1 adet WHO duyarh
laboratuar soyu ile birlikte toplam 65 birey kullanilmigtir. DNA baz dizi analizleri
yerli sirketlerden biri olan Refgen Biyoteknoloji firmasina yaptirilmigtir. Firma bu

analizler icin A3100 ABI prism cihazini kullanmustir.

3.6. Karboksilesteraz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Orneklerimizdeki karboksilesteraz enzim aktivitesi Kao ve ark., (1984) tarafindan
gelistirilen yontemle belirlenmistir. Buna gore; 4-6 giinliik 6rnekler +4 °C’de 250 ul
SEKT tamponunda (0.25 M siikroz, 0.001 M EDTA, 0.025 M KCI, 0.05 M Tris, pH
= 7.0) homojenize edilmistir. Homojenatlar 10000 rpm de 20 dk. santrifiij edildikten
sonra siipernatantlar Aydin Adnan Menderes Universitesinde bulunan Beckman
Coulter ultrasantrifiij kullanilarak 100 000 g de 1 saat siire ile santrifiij edilmistir.
Mikrozomal c¢okelti 5 ml 0.001 M pH = 8.0 potasyum fosfat tamponunda
siispansiyon haline getirilmistir. 100 ul enzim solusyonuna 100 ul 0.01 M DTNB
soliisyonu eklenip, bu karistma daha sonra substrat olarak 20 pl 0.02M
metilthiobiitirat ve 1 ml 0.1M potasyum fosfat tamponu (pH = 8.0) eklenerek 3-5
dakika inkiibe edildikten sonra aktivite degeri 412 nm de Thermo MultiSkan

Spektrofotometre’de 10 dakika siiresince 6l¢iilmiistiir.

3.7. Orneklerdeki Toplam Protein Miktarinin Belirlenmesi

Bradford (1976) tarafindan 6nerilen protokol kullanilmustir.

3.8. Bilgisayar Programlar
Baz dizi analizlerinin bir araya getirilmesinde ve diizenlenmesinde MEGA 4.0
(Tamura ve ark., 2007) ve Bioedit (Tom Hall, Ibis Biosciences A subsidiary of Isis

Pharmaceuticals, http://www.mbio.ncsu.edu/ BioEdit) programlar1 kullanilmistir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Incelenen Orneklerdeki MdaE7

Calismamizda Tiirkiye’nin iki 6nemli tarim bolgesi olan Ege ve Akdeniz
Bolgelerinden toplanan karasinek ornekleri kullanilmistir. Ege bolgesinden 8 il
(Mugla, Aydm, Izmir, Manisa, Kiitahya, Usak, Afyon, Denizli), ve Akdeniz
bolgesinden 8 il (Isparta, Burdur, Antalya, Mersin, Adana, Osmaniye,
Kahramanmarag, Hatay) olmak {izere 16 ilin farkli lokasyonlarindan toplanan
karasinek Orneklerinde MdoE7 geninin ekson 3 bolgesinin bagindan ekson 4
bolgesinin ortasina kadar, MdaE49 ve MdaES0 primerleri kullanilarak ilgili bolge
(vaklasik 650 baz cifti) PCR yontemi ile ¢ogaltilmis (Sekil 4.1.) baz dizi analizleri
yapilmis ve bu Orneklerde metiltiyobiitirat substrat olarak kullanilarak

karboksilesteraz enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.

230kh

500 kb
Ti0 kb
1000 kb

10000 kb

Sekil 4.1. Mersin (1 ve 2. ornekler) , Aydin (3. ve 4. 6rnekler) ve Burdur (5. ve 6.
ornekler) illerinin karasinek oOrneklerinin PCR f{irlinlerinin agaroz jeldeki DNA

bantlarimin goriintimii.

Boylelikle bu gen agisindan bolgeler arasi allelik farkliliklar belirlenmis ve baz
dizi degisimlerinin enzim aktivitesinde yarattig1 farkliliklar tespit edilmistir. Her il 4

ornek ile temsil edilmis olup, toplam 64 6rnek ve duyarli WHO laboratuar soyu ile
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birlikte kismi baz dizi analizi ve karboksilesteraz enzim aktivitesi 6l¢iimii yapilan
ornek sayis1 65 olmustur. intron 3 bdlgesinin uzunlugu calisilan érneklerde 61 bg ila
63 bg arasinda degisiklik gostermistir.

Orneklerden elde edilen allel dagiliminin yiizde oranlar1 sdyledir; diyazinon
direng tipi alleler (Asp"’ - Trp®') yaklasik % 40 frekansa, malatyon direng tipi
alleller (Gly"’ - Ser™") 31 % frekansa sahipken, duyarli kontrol soyu olan WHO tipi
alleller (Gly"’ - Trp®") ise toplam frekansin % 8’ini olusturmaktadir. 4 Srnekte ise
(Asp"’ - Ser”' / Trp) gozlenmistir (Sekil 4.2.). Malatyon tipi direng alleline sahip
olan bireylerin Ege bdlgesinde, diyazinon direng tip alleline sahip bireylerin ise
Akdeniz bolgesinde daha yiiksek frekansa sahip olduklar1 gozlenmistir.

Ege Bélgesi’'nde 15 6rnekte, malatyon direng tip alleli olan Gly'*’- Ser™', 7

ornekte diyazinon direng tip alleli olan Asp"’ - Trp™', 6 6rnekte Gly"” - Ser®' / Trp,

137 251
, 1

2 ornekte Asp'?’ - Ser®™ / Trp, 1 érnekte duyarli allel tipi olan Gly"’ - Trp
ornekte ise Gly"’ - Ser™' / Leu gozlemlenmistir (Cizelge 4.1.). Denizli, Kiitahya,
Aydin’dan ¢aligilan 3’er 6rnekte malatyon direng tip alleli bulunmustur. Buna karsin
Afyon bolgesinden galisilan 4 6rnekten 3’iinde ise diyazinon direng tip alleli tespit
edilmistir. Aydin ve Usak 4 numarali 6rnekler, Manisa 2, 3 numarali ornekler,

57 Ser”! / Trp allelleri bulunmustur.

Mugla 2 ve 4 numarali 6érneklerinde ise Gly
Usak 2 numarali rnek ve izmir 4 numarali 6rneklerde ise malatyon ve diyazinon
direng tip allelerinin kombinasyonu olan Asp'*’-Ser”' / Trp allelleri bulunmustur.
Kiitahya 4 numarali 6rnekte ise, duyarli soyun sahip oldugu gibi, 137 ve 251
noktalarinda sirasiyla Gly ve Trp aminoasitleri bulunmaktadir. Denizli bolgesinin 4
numarali 6rneginde ise bu gen igin iki farkli allel tespit edilmistir buna gore; her iki
allelde enzimin 137 numarali aminoasidinde Gly, 251 numarali noktasinda ise

allellerden biri Ser aminoasidine sahipken diger allel bu noktada bu aminoasitle

yaklasik ayn1 biiyiikliige sahip olan Leu aminoasidine sahiptir (Cizelge 4.1.).

251 137 _

Akdeniz Bélgesi’nde ise calisilan 19 érnekte Asp™’ - Trp

Ser”', 4 érnekte Gly"’ - Trp®', 2 drnekte Asp"’ - Ser™' / Trp, 1 6rnekte Gly" -
137

, 5 ornekte Gly
Leu™', 1 érnekte ise Gly™’ - Ser®™' / Trp bulunmustur (Cizelge 4.2.). Burdur’dan
toplanan tim ornekler diyazinon direng tip allellerine sahiptir. Hatay ve Osmaniye

bolgelerinden calisilan 6rneklerin 3’er tanesi diyazinon direng tip allellerine sahiptir.
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Sekil 4.2. Ege ve Akdeniz Bolgelerinden toplanan karasinek orneklerinde tespit
edilen MdoE7 allel frekanslar1 a) Ege Bolgesi’ndeki dagilim b) Akdeniz

Bolgesi’ndeki dagilim ¢) Bu iki bolgenin birlestirilmesinden elde edilen dagilim.

a)

Ege Bolgesi

Frekans (%9

Gly137- Aspl37 - Gly137 - Aspl37 - Gly137 - Gly137 -
Ser251 Trp251 Ser/Trp251  Ser/Trp251 Trp251 Ser/Leu251

b)
Akdeniz Bolgesi
E
Aspl37- Gly137 - Gly137 - Aspl37- Gly137 -
Trp251 Ser251 Trp251 Ser/Trp251 Leu251
¢)
Ege ve Akdeniz Bolgeleri

Aspl37-  Gly137-  Gly137-  Gly137-  Aspl37-  Glyl37-  Gly137-
Trp251 Ser251  SerfTp251  Tp251  Ser/Trp251  Ser/Leu251  Leu251
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Osmaniye 2 numarali 6rnek, Kahramanmaras 4 numarali 6rnek, Mersin 4 numarali
ornek, Isparta 2 ve 4 numarali 6rnekler ise malatyon direng tip allellerine sahiptirler.
Bununla birlikte Antalya bolgesinin 4 numarali 6rneginde enzimin 251 numarali
bolgesinde Ser aminoasidiyle yaklasik ayni biiyiikliige sahip olan Leu aminoasidi
bulunmustur. Mersin 1 numarali 6rnek ve Hatay 4 numarali drnekler de ise Asp'’ -
Ser”! / Trp allelleri tespit edilmistir. Duyarl laboratuar soyu olan WHOda ise ilgili
enzimde 137 ve 251 numarali aminoasitler sirasiyla Gly ve Trp’tir. Calismamizda,
Antalya 3 numarali 6rnek, Kahramanmaras 1 ve 3 numarali 6rnekler, Adana 1
numarali 6rnegi WHO 6rneginde oldugu gibi 137 ve 251 numarali noktalarda Gly ve
Trp aminoasitlerine sahiptirler. Adana 4 numarah érnekte ise Gly"’ - Ser®™' / Trp
allelleri bulunmustur (Cizelge 4. 2). Ege ve Akdeniz Bolgeleri’ndeki MdaE7 allelik
dagilim sekil (4. 3)’de gosterilmistir.

Calismamizda baz dizi analizlerini yapmis oldugumuz 6rneklerden elde edilen
aminoasit dizileri (Sekil 4.4.)’te sunulmustur. Buna gore, elde edilen bolge (121 —
267. aminoasitler arasi), karboksil / kolinesterazlarin, katalitik aktivitesinde 6nemli
rol oynayan, 6zel bolgelerden biri olan niikleofilik dirsek (niicleophilic elbow)
VFGESAG (Sekil 4.3°te, 94 ila 100. aminoasitleri arasinda) dizisine sahiptir. Bu dizi
igerisinde bulunan 98 numarali Ser aminoasiti enzimin katalitik ti¢liisiinden biridir.
Sekil 4.4.’te Gly'®, Gly'” ve Ala” numarali aminoasitler ayni zamanda enzimin
oksianyon boslugunu (oxyanion hole) olusturmaktadir ve biitiin 6rneklerde
korunmustur. Baz dizileri bolgesel olarak incelendiginde ise; 41 - 50, 62 -89 ve 91 -
120 bolgelerinde 6rneklerimizi diyazinon tipi direng alleline sahip olan Rutgers soyu
ve duyarli WHO soylariyla karsilagtirdigimizda herhangi bir aminoasit degisimine
rastlanmamigtir. Muhtemeldir ki, bu bolge enzim aktivitesi a¢isindan vazgegilmezdir.
Buna karsin en fazla aminoasit degisimleri, ilgingtir, diagnostik organofosfor direng
mutasyonlarmin yer aldigi 137 ve 251 numarali aminoasit bolgelerinin de igerisinde
bulundugu 11 - 30 ve 121-140 bdlgelerinde bulunan aminoasitler arasinda meydana

gelmistir.
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Sekil 4.4. Baz dizi analizleri yapilan farkli karasinek 6rneklerinde a£7 geninden elde

edilen aminoasit dizisi. Tipik, diazinon (Gly
diren¢ mutasyonlar sirasi ile kirmizi ve mavi, korunmus bdélgeler ise sar1 ile
gosterilmistir. *Rutgers baz dizisi Claudianos ve ark. 1998’den alinmistir.

137

— Asp) ve malatyon (Trp

— Ser)
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4.2. Karboksilesteraz Enzim Aktivitesi Sonuclari

Karboksilesteraz enzim aktivitesinin belirlenmesinde baz dizi analizleri yapilan
ornekler kullanilmistir. Her Ornekten 4’er defa alinarak enzim aktiviteleri
Olclilmiistiir. Boylelikle her il i¢in 4 farkli aktiviteyle birlikte standart sapma
degerleri elde edilmistir. Karboksilesteraz enzim aktivitesi belirlenirken
metilthiobiitirat substrat olarak kullanilmigtir. Duyarli laboratuar soyu ile birlikte
toplam 65 aktivite degeri mevcuttur (Cizelge 4.1. ve 4.2.). Bu aktivite degerleri 31,4
+ 3,5 nmol/dk/mg ile 151,3 £ 16,9 nmol/dk/mg arasinda degismektedir. Duyarh
laboratuvar soyu olan WHO’dan elde edilen karboksilesteraz enzim aktivitesi degeri
142,7 £ 4,3 nmol/dk/mg’dir.

137 251

Ege bolgesinde Gly ”' - Ser™ alleline sahip olan bireylerde en yiiksek aktivite
degeri 136,8 = 36,8 nmol/dk/mg ile Usak 3 numarali 6rnekte ve en diigiik aktivite
degeri 31,4 = 3,5 nmol/dk/mg ile Kiitahya 2 numarali 6rnekte Ol¢lilmiistiir.

Diyazinon tipi direng alleline (Asp"*’ — Trp*!

) sahip olan 6rneklerde ise aktivite
degeri en diisiik 77,2 + 4,6 nmol/dk/mg (Usak 1 numaral1 6rnek) ile en yiiksek 118,5
+ 22,5 nmol/dk/mg (Afyon 4 numarali 6rnek) arasinda degismektedir. Duyarli tip
allele (Gly137 - Trp251) sahip olan Kiitahya 4 numarali 6rnekte ise aktivite degeri
115,9 + 6,0 nmol/dk/mg olarak bulunmustur. Asp"’ - Ser”' / Trp allellerini
bulunduran Usak 2 numarali ve Izmir 4 numarali érneklerde ise aktivite degerleri
sirastyla 81,7 + 5,9 nmol/dk/mg ve 77,7 = 1,1 nmol/dk/mg olarak bulunmustur.
Gly"’ - Ser®™' / Trp allellerine sahip olan &rneklerde ise aktivite degerleri Usak 4
numarali 6rnekte 47,4 + 3,8 nmol/dk/mg ile Mugla 4 numarali 6érnekte 116,3 + 8,9

B7_ Ser”™ / Leu alleline sahip olan Denizli 4

nmol/dk/mg arasinda degismistir. Gly
numarali 6rnekte ise aktivite degeri 101,5 = 13,8 nmol/dk/mg olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.1.).

Akdeniz Bolgesinde ise diyazinon direnc allel tipine sahip olan 6rneklerde
karboksilesteraz enzim aktivite degerleri Osmaniye 3 numarali 6rnekten elde edilen

33,9 =+ 7,1 nmol/min/mg ve Mersin 3 numarali 6rnekten elde edilen 109,3 + 2,2

137_ Q251

nmol/min/mg degerleri arasinda degismektedir. Aktif merkezinde Gly Ser
aminoasitlerine sahip olan orneklerde ise aktivite degerleri 73,1 = 12,3 nmol/dk/mg
ile Isparta 4 numarali 6rnek en diistiik, 93,2 £ 11,2 nmol/dk/mg aktivite degeri ile

Isparta 2 numarali 6mek en yiiksek aktiviteye sahip 6rnekler olarak bulunmustur.
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Gly'-Trp*' aminoasitlerine sahip olan bireylerde ise enzim aktivite degerleri
Adana 1 numarali 6érnekte 94,6 + 5,4 nmol/dk/mg ile Kahramanmaras 3 numarali
ornekte 151,3 £ 16,9 nmol/dk/mg arasinda degistigi gozlemlenmistir. Hatay 4
numarali 6rmek ve Mersin 1 numarali 6rnekte, malatyon ve diyazinona direng tip
allelerinin kombinasyonu olan Asp'*’ - Ser®' / Trp allellerine sahip olan, Ali-esteraz
enzim aktiviteleri sirasiyla 95,6 £ 6,3 nmol/dk/mg ile 107,7 = 3,2 nmol/dk/mg’dr.
Antalya 4 numarali 6rnek enzimin aktif merkezinde Gly"*’— Leu®' bulundurmaktadir
ve bu Srnege ait enzim aktivite degeri ise 98,0 £ 23,5 nmol/dk/mg’dir. Gly'’-
Ser®™'/ Trp allellerine sahip olan Adana 4 numarali 6rnekte ise aktivite degeri ise

90,8 = 4,2 nmol/dk/mg’dir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.1. Ege Bolgesinde c¢alisilan oOrneklerde MdoaE7’de 137. ve 251.
noktalarinda gozlemlenen aminoasit degisimleri ve bu 6rneklerdeki karboksilesteraz

enzim aktiviteleri.

Iller ve 137. aa 251, aa E.E Aktivitesi  Standart sapma

drnek no (nmolmin/mg)

Drenizli

1 Gl Ser 1142 5.4

2 Gy Ser ag,7 5

3 Gy Ser 21,2 20,6

4 Gl Serllen 101,53 13,8

Elittahwa

1 Gly Ser 53,9 ] 3

2 Gy Ser 31,4 3.5

3 Gl Ser a2,6 3.5

4 Gl Trp 115,9 ]

£ ydin

1 Gy Ser 28,5 5.3
Gl Ser 7.7 3.1
Gl Ser 28,8 17
Gl Trpiser 23,5 24

Usak

1 Bap Trp 77,2 4.6

2 By ZriTrp 21,7 3.0

3 Gl Ser 136,38 36,8

4 Gy ZerfTrmp 47.4 3.2

[zmir

1 Gl Ser a3,6 12,9

2 Gl Ser 05,2 4

3 Bap Trp 1049 21,4

4 &gp ZerfTrmp 3 1.1

Ilanisa

1 Gly Ser 57,6 13,8

2 Gy ZerTrp Q6,5 12,4

3 Gy ZriTrp 12,3 7

4 Gl Ser 7.3 14,2

hingla

1 Asp Trp 05,8 6,3

2 Gy ZerTrp 104,2 3.4

3 Bap Trp 0.0 £

4 Gl ZerTrp 116,3 2.0

& fyon

1 Gy Ser 20,8 ]

2 Bap Trp Q2.6 3

3 bap Trp 26,8 14,2

4 Asp Tip 1185 213

Who Gty Tip 142,7 43
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Cizelge 4.2. Akdeniz Bolgesinde calisilan 6rneklerde MdaE7°de 137. ve 251.
noktalarinda gézlemlenen aminoasit degisimleri ve bu 6rneklerdeki karboksilesteraz

enzim aktiviteleri

iller ve 6rnek 137. aa 251. aa K.E. Aktivitesi Standart
no (nmol/min/mg) sapma
Antalya

1 Asp Trp 104.,8 4.3
2 Asp Trp 75,7 8,9
3 Gly Trp 143,8 41,9
4 Gly Leu 98 23,5
Osmaniye

1 Asp Trp 104,2 4,1
2 Gly Ser 76,8 4,6
3 Asp Trp 33,9 7,1
4 Asp Trp 57,9 14,9
K. Maras

1 Gly Trp 106 20,5
2 Asp Trp 70,3 5,1
3 Gly Trp 151,3 16,9
4 Gly Ser 75 5,3
Mersin

1 Asp Ser/T rp 107.,7 3,2
2 Asp Trp 96 14
3 Asp Trp 109,3 2,2
4 Gly Ser 88,5 5,3
Burdur

1 Asp Trp 68,9 1,4
2 Asp Trp 63,3 4,6
3 Asp Trp 56,2 7,5
4 Asp Trp 53,7 3.5
Hatay

1 Asp Trp 54,2 3.4
2 Asp Trp 89,6 6,8
3 Asp Trp 91,2 8,7
4 Asp Ser/T rp 95,6 6.3
Isparta

1 Asp Trp 77,9 20,2
2 Gly Ser 93,2 11,2
3 Asp Trp 82,4 9.8
4 Gly Ser 73,1 12,3
Adana

1 Gly Trp 94,6 5,4
2 Asp Trp 63,3 5,8
3 Asp Trp 82,1 2,1
4 Gly Ser/Trp 90,8 4,2
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Calismamizda kismi baz dizi analizini yapmis oldugumuz 16 ile ait 64 ornek,
kontrol grubu olarak WHO duyarli laboratuar soyu ile birlikte diyazinon tipi direng
alleline sahip Rutgers’a (Claudianos ve ark., 1998’den alinmustir) ait niikleotid
dizileri, alleller arasindaki iliskiyi daha detayli bir sekilde anlayabilmek amaci ile
filogenetik analizler de (UPGMA, Unweigthed Pair Group Method of Aritmetic
Averages, ve Minimum evolution) kullanilmstir.

Sekil 4.5.'"de DNA dizileri aritmetik ortalamayi1 kullanan agirliksiz ¢ift grup olarak
da bilinen UPGMA (Unweigthed Pair Group Method of Aritmetic Averages) ile
analiz edilerek temel filogenetik gruplar olusturulmustur. Afyon iline ait 1 numaral
ornek ayr1 bir kolda yer alirken geriye kalan tiim Ornekler diger grupta
toplanmaktadir. Bu 2. grupta kendi arasinda iki kola ayrilarak iist kol malatyona
direngli 6rnekler ve duyarhi referans soyu olan WHO ile aymi allelere sahip olan
ornekleri igerirken, alt kol ise diyazinona direngli bireylerle Asp'*’- Ser / Trp>"
allelerine sahip bireyleri kapsamaktadir.

Neighbor Joining filogenetik analizi (Sekil 4.6.) ve Minimum evolution filogenetik
analizinden (Sekil 4.7.) elde edilen veriler benzerlik gostermektedir. Her iki
filogenetik agacgta da malatyona direncli bireylerin st kisimda, diyazinona direncli
bireylerin ise agacin alt kisminda toplandig1 goriilmektedir. Duyarh allelere sahip
olan 6rnekler, UPGMA analizinden elde edilen sonuglara paralel olarak, malatyon
tipi dirence sahip bireylerin bulundugu gruba dahil olmustur.

3 farkli analizde de ortak nokta, malatyon direng tip alleline sahip olan 6rneklerin,
duyarli allelere sahip olan Orneklerle birlikte gruplanmasi, diyazinon direng tip

allelerine sahip olan 6rneklerin ise ayr1 kolda bir arada bulunmasidir.
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manisada mal
hatay 3 diarR
izmirz2 mal
denizli3 mal
denizlia G-s/1
iZzmirl mal
kutahyad sen
adanal sen
adanada G-sS/T
kutahyal mal
kutahyaz mal
maras4 mal
manisal mal
manisad G-s/T
antalya3 sen
manisaz2 G-ss/7T
aydin3 mal
ispartaz mal
denizli2 mal
antalyad leu
usak3 mal
aydinl mal
aydinz mal
aydinda G-ss/T
ispartada mal
mersinda mal
denizlil mal
osmaniyezZ mal
kKutahya3 mal
WHO

muglada G-ss/7T
marasil sen
maras3 sen
izmira A-sS/T
usak2 A-S/T
usaka G-sS/T
antalyal DiarR
maras2 diaR
mersinl A-s/T
hatay4a4 A-S/T
burdurl diaR
burdur2 diaRR
burdur4a diaR
mersin2 diaRR
ispartal diarR
mugla3 diaR
osmaniyel dia R
osmaniye3 diarR
afyon3 diaR
hatay 1 diarR
adana3 dia
rutgers
antalyaz DiarR
osmaniyea diar
mersin3 diaR
burdur3 diaR
usakl diaR
hatay2 diarR
muglaz G-sS/T
isparta3 diaRR
adanaz diaRrR
iZzmir3 diaRR
muglal diaRrR
afyonz diarR
afyona diaR
afyonl mal

O.000

Sekil 4.5. Baz dizi analizi yapilan bireylerin UPGMA analizi ile degerlendirilmesi

(mal: malathion direng tipi alleli; diaR: diazinon direng tipi alleli; sen: duyarl allel;

A-S/T: Asp"’- Ser / Trp™' allel; G-S/T: Gly'*’- Ser™' / Trp alleli; Leu : Gly"'-

Leu”! alleli)
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kutahya3 mal
ispartad mal
osmaniyez mal
denizlil mal

denizli2 mal

mersind mal
aydinz2 mal

aydinda G-sS/T

antalyad leu

usak3 mal

aydinl mal

kutahyal mal
kutahyaz mal
denizlida G-s/1

izmirl mal
manisad mal
hatay3 diaR

denizli3 mal

izmir2 mal

adanal sen

adanad G-sS/T

kutahyad sen
aydin3 mal
ispartaz mal
manisaz G-s/T

—

|

—

I

—

| E—

—

I
WHO

L muglaa c-s/T

— antalya3 sen
afyonl mal
marasil sen

[ E—

[E—

—

|

maras3 sen

maras4 mal

manisal mal

manisa3d3 G-sS/T

usaka G-sS/T

maras2 diaR
burdurl diaR
burdur2 diaR
burdur4a diaR
izmira A-sS/T

mersinl A-s/T

antalyal DiaR
hatay4 A-S/T
usak2 A-S/T

osmaniyel dia R

osmaniye3 diaR
adana3 dia

mugla3 diaR

hatay 1l diaR

muglal diaR

isparta3 diaR

usakl diaR

osmaniye4d diaR
ispartal diaR
afyon4a diaR
izmir3 diaR
muglaz G-ss/T
burdur3 diaR

antalyaz2 DiaR

rutgers

mersin3 diaR
hatay2 diaR
adanaz diaRrR
afyonz2 diaR

mersinz2 diaR

afyon3 diaR

Sekil 4.6. Baz dizi analizi yapilan bireylerin Neighbour joining analizi ile

degerlendirilmesi
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kutahya3 mal
ispartad mal
osmaniyez mal
denizlil mal
denizli2 mal
mersinda mal
aydinl mal
aydinz2 mal
aydind G-sS/T
antalyad leu
usak3 mal
denizlida G-s/1
izmirl mal
denizliz mal
izmir2 mal
manisad mal
hatay 3 diaR
kutahyal mal
kutahyaz mal
adanal sen
adanad G-sS/T
kutahyad sen
manisaz G-ss/T
afyonl mal
aydin3 mal
ispartaz mal
antalya3d sen
WHO

muglad G-sS/7T
marasil sen
maras3 sen
maras4 mal
manisal mal
usaka G-sS/T
manisa3d3 G-sS/T
izmira A-sS/T
burdurl diaR
burdur2 diaRR
mersinl A-s/T
burdur4a diaR
maras2 diaR
antalyal DiaR
hatay4a A-S/T
usak2 A-S/T
mugla3 diaR
adana3 dia
osmaniyel dia R
osmaniye3 diaR
hatay 1 diaR
mersin2 diaR
afyon3 diaR
muglal diaR
adanaz diaRR
rutgers

usakl diaRR
osmaniye4d diaR
isparta3 diaRR
afyyon2Z diaR
mersin3 diaR
hatay 2 diaR
antalyaz DiaR
muglaz G-ss/7T
burdur3 diaRrR
afyona diaR
ispartal diarR

izmir3 diaRR

Sekil 4.7. Baz dizi analizi yapilan bireylerin minimum evolution analizi ile

degerlendirilmesi
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Ulkemizde tarim alaninda bilingsizce ve yogun olarak kullanilan insektisitler
ciddi ¢evresel ve ekolojik zararlara yol agmaktadir. Bu olusan zararlarin en 6nemli
sonuglarindan biri, dogada bir¢ok bdcek tlriiniin bir veya birden ¢ok insektisit
grubuna karsi direng gelistirmesidir. Bu nedenle, dogal populasyonlardaki direng
seviyesinin belirlenmesi, yeni gelistirilecek ilaglama politikalarn i¢in bir
zorunluluktur.  Ulkemizde, dogadan toplanan smirli  sayida  karasinek
populasyonlariin, bioassay yontemi kullanarak, degisik grup insektisitlere karsi
direng seviyeleri belirlenmistir (Taylor 1982; Sisli ve ark., 1983, 1984; Akmer ve
Caglar 2006). Bu c¢alismada, Ege ve Akdeniz Bolgesinden toplamis oldugumuz
karasinek orneklerinde MdaE7 geninin kismi baz dizi analizi yapilmis ve bu
orneklerdeki karboksilesteraz enzim aktivitesi l¢iilmiistiir.

Baz1 bocek tiirlerinde organofosfat insektisit direng mekanizmalar1 molekiiler
diizeyde detayl olarak aydmlatilmigtir. Diyazinona direngli L. cuprina soylarinda,
karasinekteki MdoE7 nin homologu olan, LcaE7 geninin baz dizi analizi yapilmis ve

enzimin aktif merkezinde Gly13 !

— Asp mutasyonu, malatyona direngli soylarinda ise
yine enzimin aktif merkezinde Trp251—> Leu degisikligi tespit edilmistir (Newcomb
ve ark., 1997). Malatyona direncgli Anisopteromalus calandrae soylarinda, LcoE7 nin
homologu olan genin iriiniinde, Trp**— Gly degisikligi belirlenmis, ve bu

degisikligin L. cuprina’da bulunan Trp®'

— Leu degisikligine benzer oldugu ve
organizmadaki yiiksek organofosfat hidrolaz aktivitesine yol agtig1 one siiriilmiistiir
(Zhu ve ark., 1999). Buna karsin, esteraz gen ailesi bakimindan L. cuprina ve M.
domestica ile yakin akrabalik gosteren Drosophila melanogaster’de diyazinon
direncinde DmoE7’nin bir gorevi olmadigi diisiiniilmektedir (Newcomb ve ark.,
2005).

M. domestica ve L. cuprina’da organofosfat insektisitlere karst direng
kazanilmasi, yukarida da belirtildigi {izere, bir karboksilesteraz enziminde (aE7)
meydana gelen mutasyonlar sonucunda enzimin bu aktivitesini azaltarak
organofosfat hidrolaz ve malatyon karboksilesteraz aktivitesi kazanmasi temelinde
gergeklesir. Organizma boylelikle stres faktoriiniin bulundugu ortamda hayatta kalma

sans1 elde etmektedir, fakat enzimde meydana gelen bu aktivite kayb1 organizmaya

stres faktoriiniin bulunmadig1 ortamda bir yasam maliyeti (fitness cost) yiiklenmesine
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neden olur. Avustralya ve Yeni Zelanda’da dogal ortamdan toplanan L. cuprina
popiilasyonlarinda bu maliyetin azalmasimi (ndtralize edilmesini) saglayan
tamamlayict (modifier) gen tanimlanmistir. Boylelikle, diren¢ allelerine sahip
bireylerin dogada yaygin hale gelmesi miimkiin olmaktadir (Clarke ve McKenzie,
1987; McKenzie ve Game, 1987; McKenzie ve ark., 1992; McKenzie, 1993; 1994).
Avustralya’da yapilan bir ¢aligmada, laboratuar ortaminda korunan 22 izogenik L.
cuprina soyundan 18 tanesinin (% 82) Asp”’, % 4’iiniin Leu®', % 14’tiniin ise
duyarh alleli tagidig1 belirtilmistir (Newcomb ve ark., 2005). Calismamiz sonucunda
dogada bulunan direng allelerinin frekansinin % 80’in {izerinde oldugu belirlenmistir,
her ne kadar karasinek soylari igin tamamlayici gen henliz net olarak
tanimlanamamis olsa da sonuclarimiz dogadaki bu yaygmn durumun gelismesini

saglayan tamamlayici gen(ler)’in olabilecegine isaret etmektedir.
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Calismamizda duyarli allelere sahip Orneklerin (Gly Trp tim
populasyondaki oraninin yaklasik % 8 gibi diisiik bir oran oldugu (5 / 64)
gozlenmigtir. Newcomb ve ark., (2005) L. cuprina, Claudianos (1999) ise M.
domestica  soylarin1 kullanarak yaptiklart bir calismada Avustralya’da duyarh
orneklerin ve populasyonda bulunan degisik haplotip sayisinin, bu gen agisindan,
bundan yaklasik 20 - 40 yil dncesinde daha yaygin oldugunu goézlemlemisler ve
gliniimiize kadar meydana gelen bu azalmanin nedenini ise, muhtemelen, son yarim
asirda dogada insektisite dayali yogun se¢ilim (selective sweep) modeli ile meydana
geldigini belirtmislerdir. Kisaca bu modelin ii¢ temel varsayimi bulunmaktadir
bunlar; a) se¢ilim baskisinin bir gen iizerinde yogunlasmasi, b) secilim baskisindan
once populasyondaki allelik varyasyonun yeterince biiyiikk olmasi ve c¢) bu baski
ortadan kalktiktan sonra populasyonda bulunan allelik varyasyonun azalmasidir
(Brownlie, 1996). Karasinek ve koyun etsineginde yogun insektisit baskisina ragmen
aE7 temelinde gelisen insektisit direncinin sadece iki farkli allel tarafindan
gergeklestirilebilir olmasi1 (kromozomun o bdlgesinin bagka stres faktorleri altinda
olmadig1 varsayilmaktadir) ve duyarhh allelerin frekansinin ¢ok diisiik olmasi
dogadaki secilimin bu model ile gerceklestigini gostermektedir. Caligmamizda,

duyarh allel tipinin diisiik frekansta gézlemlemesinin muhtemel nedeni ise dogada

bulunan bu yogun seg¢ilimdir.
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Claudianos (1999) ve Taskin (2002)’1n yapmis olduklar1 benzer ¢alismalarda diinya
genelinde, diyazinon direng tip alleli olan, Rutgers allelinin diger allelerle
karsilastirildiginda, ¢ok daha yiiksek bir oranda bulundugunu, duyarli allelerin ise
¢ok disiik frekanslara sahip olduklarini, buna karsin malatyon direng allelerinin ise
bolgesel ve spesifik malatyon kullanimi sonucu gelismis olabilecegini belirtmislerdir.
Yine aymi ¢alismasinda Claudianos, insektisitlerin populasyonlara ilk uygulanmaya
baglanmasi ile birlikte diren¢ acisindan oncii allelerin “Pioneer alleles” secilmeye
baslandigin1 daha sonra bu allelerin yerlerini siiper allelere (Rutgers gibi) biraktigini
ve bununda zamanla MdaE7’de meydana gelebilecek varyasyonlar1 c¢ok
sinirlayacagini one slirmiistiir. Calismamizda, {ilkemizin bu iki bolgesinde diyazinon
direng tipi alleler yaklasik % 40 frekansa, malatyon diren¢ tipi allellerin 31 %
frekansa, duyarli kontrol soyu olan WHO tipi allellerin ise toplam frekansin % 8’ini
olusturdugu bulunmustur. Sonuglarimizdaki frekans dagilimma bakildiginda
Rutgers’in, Claudianos’un one siirdiigii gibi, siiper allel olmadigimni ve elde edilen
diger allellerin frekansininda diisiiniildiigiinde dogal popiilasyonlar da bu gen
acisindan varyasyonun halen yiiksek oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte,
sonuclarimizda malatyon direng allelerinin frekansinin yiiksek ve dagiliminin da
yaygin oldugu gorilmektedir, yukarida belirtildigi gibi malatyon direng allelerinin
bolgesel ve spesifik malatyon kullanimi1 sonucu gelismis olabilecegi hipotezi daha
fazla 6rnek kullanarak test edilmelidir.

Her iki bélgeden, toplam 7 6rnekte Gly'*’ - Ser™' / Trp, 4 6rnekte Asp'’ - Ser™'/

B7_ Ser” / Leu alleleri gozlemlenmistir. Laboratuarimizdaki

Trp, 1 ornekte ise Gly
kisith imkanlar nedeniyle bu 6rneklerde MdaE7 geni agisindan bir duplikasyonun
olup olmadigmi anlayabilmek amaciyla southern blot analizleri yapilamamuistir.
Bundan dolay1 yukarida belirtilen 6rneklerde ki durumun bir duplikasyon sonucu mu
yoksa ilgili gen agisindan heterozigot bir durumun varligindan mi kaynaklandigi net
degildir. Fakat her iki durum igin de, organizmalarm 6zellikle Asp’ - Ser®'/ Trp ve
Gly"’ - Ser™' / Leu allelerine sahip oldugu ve her iki allelinde esit oranda ekspres
edildigi varsayildiginda bu organizmada organofosfat hidroliz aktivitesinin iki katina
cikmas1 demektir ki bu durum “siiper direngli” organizmalarin gelismesi anlamina

gelmektedir (Campbell ve ark., 1998). Bununla birlikte, Gly">’ - Ser®™' / Trp

genotipine sahip bireylerde ise organizmanin duyarl bir allele sahip olmasi onun
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bulundugu ortamdaki yasam maliyetini (fitness cost) diisirmesi agisindan 6nemlidir
(Newcomb ve ark., 2005). Daha onceki bolimlerde, M. persiace, C.
quinquefasciatus, C. pipiens ve N. lugens’de oldugu gibi spesifik bir karboksilesteraz
geninin genom igerisindeki kopya sayisinin artirilmasi ile tiretilen enzim miktarinin da
artist  saglandigi ve bu yolla organizmanin direng gelistirdigi belirtilmistir
(Hemingway, 2000; Newcomb ve ark. 1996, 1997; Guerro, 2000; Devonshire ve
Field, 1991). Orneklerimizde yapilacak olan daha ileri galismalarla karasinek icin de
boyle bir mekanizmanin evrimlesmekte olup olmadigi hakkinda daha detayli bilgi
sahibi olunabilir.

Herhangi bir direng¢ allelinin diinyanin bir bolgesinde uygulanan stres altinda
secildikten sonra mi1 diger bolgelere yayildig1 yoksa bu direng allelerinin diinyanin
degisik bolgelerinde yakin zamanlarda birbirinden bagimsiz olarak mi secildigi
diren¢ evriminin anlasilmasinda énemli bir problem olarak karsimizda durmaktadir.
Antalya 4 numarali 6rnekte enzimin aktif merkezinde Gly"’ - Leu®' bulunmustur.
Daha 6nce Uruguay ve Yeni Zelanda'dan toplanan 2 karasinek 6rneginde de MdaE7
enziminin aktif merkezinde bu degisimlerin bulundugu rapor edilmistir (Claudianos,
2001, Taskin 2002). Denizli 4 numarali 6rnekte ise Gly137 — Ser™ / Leu allellinin
(heterozigot veya bir duplikasyonun pargasi olarak) bulunmasi, Antalya ve Denizli
illerinin cografik yakinligi géz oniinde bulunduruldugunda bu tip allelin {ilkemizde
sadece bu bolgeler ile smirli olabilecegi diisiiniilebilir. Bu durum, muhtemelen,
diren¢ evriminde yakin zamanlarda bagimsiz bir secilimin olabilecegine isaret
etmektedir.

Tiirkiye’deki direng allel frekans farkliliginin, diinyanin diger bdolgeleriyle
ozellikle Avustralya ve Yeni Zelanda ile karsilagtirildiginda, en 6nemli nedeni
muhtemeldir ki {ilkemizin Asya, Avrupa ve Ortadogu bolgeleri arasinda bir gecis ve
gb¢ yolu olmasmin yam sira bilingsizce ve kontrolsiizce kullanilan insektisit
miktarmin fazla olmasindandir. Burada diger 6nemli bir nokta ise, gegmiste bu
bolgeler arasindaki allel havuzlarinin (alelic background) farkli sayida allel kapsiyor
olabilme ihtimalinin varligidir.

Calismamiz sonucunda gozlemledigimiz direng allelerinin cografik dagilimina
bakildiginda ise net bir izolasyon goriilmemektedir, biitiin alleler her iki bdlgede de

gozlemlenmistir. Bu durum bize iilkemizdeki karasinek populasyonlar1 arasinda bir
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gen akisinin varligina isaret etmektedir. Bunda karasineklerin birgok ulagim yolu ile
(karayolu, havayolu, denizyolu vb) uzak mesafelere insanlar tarafindan istem dist
olarak tasinmasinin da rolii oldugu kesindir.

Yogun bir seleksiyon baskisi altinda bulunan bir lokusta, lokus i¢i veya lokus
yakin ¢evresindeki varyasyon se¢ilim ilerledik¢e azalma egilimi gdstermektedir ki bu
durum ayrilmama etkisi “Hitchhiking effect” olarak tanimlanir. Karasinekte MdaE7
lokusunda veya yakin cevresinde (a-esteraz cluster) de bdyle bir etkinin olup
olmadiginin anlagilmasi diren¢ evriminin daha genis bir perspektiften anlagilmasi i¢in
gereklidir. Orneklerimizden elde edilen baz dizilerinin bu yonde degerlendirilmesi de
bu konu hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi i¢in 6nemlidir.

Degisik konsantrasyonlarda malatyon ve diyazinona direncli soylar kullanilarak
Newcomb ve ark., (2005) L. cuprina’da, Claudianos (1999) ise M. domestica’da aE7
geni icin filogenetik analizler yapmiglardir. Her iki organizma iginde malatyon direng
allelinin duyarli allelden evrimlestigini fakat diyazinon direng allelinin ise,
muhtemelen, duyarli allel ile birlikte gecmiste de var oldugunu 6ne siirmiislerdir. Bu
konuda net bir yargiya varabilmek icin insektaryumlardaki eski yillarda igneleme
yontemi ile saklanan Orneklerden daha fazla analizler yapilmasi gereklidir.
Calismamizda inceledigimiz Orneklere ait baz dizilerini MEGA 4.0 programina
yiikleyerek filogenetik agaglar olusturulmustur, Sekil 4.5., 4.6. ve 4.7.’de goriildiigii
iizere genel olarak malatyon tipi dirence sahip O6mekler WHO ve diger duyarh
orneklerle bir arada diyazinon tipi dirence sahip Ornekler ise ayr1 bir kolda

toplanmigtir. Sonuglarimiz bu agidan Claudianos (1999) ve Newcomb ve ark., (2005)
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tarafindan One siiriilen teoriyi destekler niteliktedir. Bununla birlikte, Gly ~' - Ser

B7 _ Ser” / Leu alleleri malatyon direng tipi alleler ile birlikte

Trp, ve Gly
gruplanmus, Asp137 - Ser”!/ Trp allelleri ise diyazinon direng tipi alleleri ile birlikte
gruplanmustir. Dogada bulunan Asp’ - Ser®' / Trp allellinin diyazinon direng
allelinden mi yoksa duyarl allellerden mi evrimleserek gelistiginin anlagilabilmesi
icin bu Orneklerdeki ilgili genin tamaminin baz dizi analizinin ve southern
analizlerinin birlikte yapilmasi ile miimkiin olabilir. Bu durum diren¢ gelisim evrimi

acisindan ¢ok dnemlidir, Brownlie (1996) dogada bulunan direng allelerinin, duyarh

allelerden gelisebilecegini belirtmistir. Asp"’ - Ser”' / Trp alleli igin gerek bir
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duplikasyonun varlig1 ve gerekse de ilgili gen i¢in heterozigot bir durumun varlig
karasinek i¢in literatiirde bir ilktir.

Orneklerimizdeki karboksilesteraz enzim aktivitesi metiltiyobiitrat subsrat olarak
kullanilarak Olclilmiistir. Boylelikle enzimin aktif merkezinde meydana gelen
aminoasit degisikliklerinin enzim aktivitesini nasil etkiledigi de gdzlemlenmistir.
Parathion / diyazinon, ve malatyona direngli L. cuprina soylarinda LcoE7’nin
mutasyonlar sonucu, gerek organofosfat hidrolaz ve gerekse malatyon
karboksilesteraz enzim aktivitesinin nasil degistigi yapay (artificial) substratlar
kullanilarak detayli olarak agiklanmistir (Campbell ve ark., 1997; 1998). Calismamiz
sonucunda, malatyon ve diyazinon direng tip allellerine sahip olan 6rneklerde duyarh
WHO soyu ile karsilastirildigi zaman enzim aktivitesinin diisiik bulundugu
goriilmiistiir. Bunun yam sira enzimin aktif merkezinde Leu™' tastyan 6rneklerinde
de enzim aktivitesi kontrol soy ile karsilastirildiginda diisiiktiir. Direncli allelere
sahip orneklerdeki spesifik alifatik-esteraz aktivite diisiikliigliniin, muhtemelen,
nedeni daha Once “mutant ali esteraz hipotezi “ bashgi altinda aciklandigi gibi
enzimin aktif merkezinde meydana gelen aminoasit degisimlerinin aktif merkezde
yaratmis oldugu degisimlerin bir sonucudur. Calismamizda kullandigimiz duyarli soy
WHO 6rneginde Gly"’ - Trp*' bulunmustur. Bunun yansira dogadan topladigimiz
orneklerde Antalya 3, Kahramanmaras 1 ve 3, Adana 1 ve Kiitahya 4 numaral
orneklerde enzimin ayni noktalarinda ayni aminoasit degisimleri gézlemlenmistir. Bu
orneklerin ikisinde (Antalya 3 ve Kahramanmaras 3 numarali 6rnekler) elde ettigimiz
aktivite degerleri sirastyla 143,8 + 41,9 nmol/dk/mg ve 151,3 + 16,9 nmol/dk/mg'dur.
Bu sonuglar duyarli soydan elde etmis oldugumuz karboksilesteraz enzim
aktivitesine yakin degerlerdir. Buna karsin diger 3 ornekte ise kontrol soyuna gore
diisiik aktivite tespit edilmistir. Bununla birlikte ayn1 direng allelerine sahip diger
orneklerde gozlemlenen karboksilesteraz enzim aktivite farkliliklari, muhtemelen,
enzimin aktif merkezinin disinda bulunan bolgelerde, 6rneklerimizde baz dizi analizi
yapilmayan boélgelerde, meydana gelen mutasyonlarin enzimin aktif merkezinin {i¢
boyutlu konfigiirasyonunu, diger bir deyisle proteinin katlanmasini, etkilemesinin
sonucudur. Bu nedenle MdaE7 geninin bastan sona baz dizi analizinin yapilmasi bu

orneklerdeki diigiik aktivite degerlerinin acgiklanabilmesi i¢in gereklidir.
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Populasyonlarda gelisen direncin evrimsel mekanizmalarinin daha iyi
anlasilabilmesi icin, organizma seviyesinde gerceklesen birbiri ile baglantili
kompleks diren¢ mekanizmalarinin daha net olarak aydinlatilmas: gereklidir. Plapp
(1984) yaptig1 c¢alismasinda, karasinekte, belki diger bdcek tiirlerinde de, II.
Kromozom {izerinde bulunan bir gen iirliniin metabolik direncte 6nemli rol oynayan
diger enzimlerin koordineli bir sekilde ekspresyonunu yonlendirdigini ileri
stirmiistiir. Feyereisen (1999) ise, GST genlerinden MdGST-1 ve MdGST-3’lin ve
diger P450 genlerinin koordineli sekilde bir genin {iriinii tarafindan regiile
edilebilecegini One siirmiistiir. Haritalama c¢aligmalar1 sonucunda bu genin
karasinekte II. kromozom {izerinde bulunan diyazinon direncini saglayan MdaE7
lokusunun iiriinii olabilecegini belirtmistir. Gelecege yonelik olarak, yukarida da
verilen populasyon seviyesindeki Onerilerin yani sira direng gelisiminin organizma

seviyesindeki koordinasyonu da arastirmaya aciktir.

Gergeklestirilen bu ¢alismada, model organizma olarak dogadan toplanan M.
domestica populasyonlari kullanilmis ve {ilkemizde tarimin en yogun olarak
yapildigi Ege ve Akdeniz bolgelerindeki insektisit direng allelerinin dagilimi
belirlenmistir. Ege Bolgesinde, muhtemelen, bugiine kadar yogun malatyon (veya
benzer etki gdsteren baska bir organofosfat) insektisiti kullanimina bagli olarak
gelisen yiiksek bir malatyon tip direng allel frekansi tespit edilmistir. Akdeniz
bolgesinde ise diyazinon (veya benzer etki gosteren baska bir organofosfat)
insektisiti kullanimina bagl olan yiiksek frekansta diyazinon tip direng allelinin
varligi tespit edilmistir. Bu durumun, biiyiik ihtimalle, diger zararli bdcek
populasyonlart i¢in de aynmi oldugunu disiiniilmektedir. Bu iki bolgemizdeki
ilaglama politikalar1 tekrar gdzden gecirilmeli ve zararlilarla miicadeleye farkli grup
insektisitler diisiik dozlarda uygulanarak tekrar baglanmalidir. Bunlarin yani sira
dogal karasinek populasyonlarinda daha 6nce MdaE7 geni icin rapor edilmemis yeni
allel (veya duplikasyonlar) kombinasyonlar1 tespit edilmis olmasi, iilkemizde,
organofosfat insektisit direncinde 6nemli bir rol oynayan, MdaFE7 geni i¢in zengin

bir allel havuzu olduguna isaret etmektedir.
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