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ON SOz

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Biyoloji
Anabilim Dali Doktora Programinda hazirlanan bu ¢alisma ile lilkemizde ve diinyada
yaygin olarak dagilim gosteren Culex pipiens kompleks tiirlerinde yogun insektisit
kullanimina bagli olarak gelisen insektisit direncinin molekiiler temeli aragtirilarak,
alinacak oOnlemlere 1s1k tutmasi amaglanmistir. Bati Nil Viriisii, Rift vadisi atesi,
Chikungunya gibi pek ¢ok hastaligin vektorliigiinii yapan Culex pipiens kompleks
tiirlerinin frekans ve dagiliminin bu hastaliklarin insanlara bulagmasi yoniiyle kontrol
altinda tutulmasi gerekmektedir. Bu nedenle iilkemizde farkli bolgelerde en ¢ok
karsilasilan molekiiler diren¢ mekanizmalarindan olan kdr (Knock Down direnci) ve
ace (Asetilkolinesteraz) direncinin varligi arastirilmis ve genetik degisimi incelenerek
olas1 bir kontrol siirecinde ortaya ¢ikacak problemlerin dogru yontemlerle giderilmesi
amaclanmugtir.
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danisman hocam Sayin Dog¢. Dr. M. Mustafa AKINER’e sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim. Ayrica laboratuvar caligmalarimda yanimda olarak bana destek olan
arkadasrm Murat Oztiirk’e ve hayatim boyunca her zaman daha iyisini basarabilmem
icin bana imkan veren aileme ¢ok tesekkiir ederim.
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OZET

YAPAY VE YARI YAPAY ALANLARDA YAYILIM GOSTEREN
Culex pipiens KOMPLEKS TURLERINDE GOZLENEN KDR VE ACE
DIRENCI

Culex pipiens L., 1758 (Diptera: Culicidae) diinyadaki en 6nemli ve hastalik
vektorii olan tlirlerden biridir. Efektif bir kontrol yapilabilmesi i¢in insektisitlere karsi
gelisen direncin takip edilmesi biiyiik 6neme sahiptir. Bu ¢alismada Tiirkiye Orta ve
Dogu Karadeniz Bolgesi’nde 2020 yili aktif sezonunda dokuz ilden toplanan Cx.
pipiens orneklerinde vgsc (kdr L1014F/C) ve ace-1 (G119S, F290V) spesifik
bolgelerinde direng ile ilgili mutasyonlarin varligr arastirilmistir. kdr i¢in, her bolgede
L1014F mutasyonu belirlenirken, duyarli ve direngli tip aleller igin ti¢ farkli sessiz
mutasyon tespit edilmis olup ¢alisilan popiilasyonlarin hi¢birinde L1014C mutasyonu
saptanmamigtir. ace-1 bolgesi i¢in, calisilan popiilasyonlarda F290V degisimi
heterozigot genotipte ve diisiik oranlarda saptanirken, G119S degisimi daha yaygin
bulunmustur. ace-1 bolgesi icin G1191 (6 popiilasyon) ve GI119N (5 popiilasyon)
degisimleri ilk defa tespit edilmistir. Dirence neden olan mutasyon tiplerinde yapay ve
tarimsal alanlar arasinda anlamli fark bulunamamastir.

Anahtar Kelimeler: ace-1 direnci, Culex, insektisit direnci, kdr direnci
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ABSTRACT

KDR AND ACE RESISTANCE OBSERVED IN Culex pipiens
COMPLEX SPECIES DISTRIBUTING IN ARTIFICIAL AND SEMI-
ARTIFICIAL AREAS

Culex pipiens L., 1758 (Diptera: Culicidae) is one of the most important pests
and disease vectors in the world. It is of major importance to monitor the development
of insecticide resistance in order to effectively control. This study investigated the
presence of mutations in specific loci of the vgsc (kdr L1014F/C) and ace-1 (G119S,
F290V) gene, associated with insecticide resistance in Culex pipiens collected from
nine provinces in central and eastern Black Sea Region of Tiirkiye in the 2020 active
season. For kdr, L1014F mutation was determined for each region with three different
silent mutations for wild and resistant type alleles, while L1014C was not recorded in
any of the analyzed populations. For ace-1, substitution F290V was detected at a low
frequency in heterozygosity, while G119S was more widespread, in the analyzed
populations. For ace-1, G119I (6 populations) and G119N (5 populations) substitution
was firstly described. Types of mutations differences related to the resistance between
artificial sites and agricultural fields were not significantly different.

Keywords: ace-1 resistance, Culex, insecticide resistance, kdr resistance
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GIRIS

Sivrisinekler tipki diger kan emen atropodlar gibi yumurtalarini olgunlastirmak
icin kana ihtiya¢ duyarlar ve bunu insan ve/veya hayvan gibi ¢esitli konaklari
kullanarak elde eden vektor organizmalardir (Mehlhorn vd., 2012). Vektorel
hastaliklarin etkinligi disiiniildiigiinde sivrisinekler, diinya genelinde entomolojik
arastirmalarin  merkezinde ilk siralarda yer almaktadir (Becker vd., 2010).
Sivrisinekler tarafindan bulastirilan hastalik etkenleri; viruslar, protozoonlar ve filarial
nematodlar olarak karekterize edilir. Sivrisinekler, yiiksek morbidite ve mortalite ile
seyreden ve ¢ogunlukla ciddi sosyal ve ekonomik kayiplara yol acan sitma, Japon
Ensefaliti, La Crosse Ensefaliti, St. Louis Ensefaliti, Bat1 Nil Virusu, Bat1 At
Ensefaliti, Deng Virusu, Rift Vadisi Atesi, Sar1 Humma, Murray Vadisi Ensefaliti,
O’Nyong-nyong, Ross Nehri Virusu, Cikunguya, Sindbis ve Filariasis gibi ciddi
hastaliklarin gecisinde vektor olarak islev goriirler. Ayrica sivrisineklerin tularemi
etkeni Francisella tularensis ve sarbon etkeni Bacillus anthracis’i de bulastirdigi
bildirilmistir (CHPPM, 2022) !. Disi sivrisineklerin hastalik etkenlerini nakledebilmesi
icin en az bir yumurtlama dongiisiinii tamamlanmasi ve tekrar kan emmesi gerekir
(Bentley vd., 1989). Kan, genellikle memeli hayvanlar ve kuslardan emilir; fakat
birkag sivrisinek tiirii diizenli olarak kurbaga ya da siirlingenler iizerinden de beslenir.
Bazi tiirler ise hem kuslardan hem de memeli hayvanlardan kan emeler (Alten, 1991;
Snow, 1990). Kan emme davranisi ile sivrisineklerin diinyada her yil yaklasik 70
milyondan fazla insana hastalik etkenini bulastirdigi bilinmektedir. Bundan dolay1
sivrisinekler diinya genelinde, kiiresel olarak halk sagligi tizerinde ciddi bir problem
olusturmaktadir (Fradin, 1998).

Arbovirus enfeksiyonlart yeni milenyumda diinyanin yiizlestigi ¢ok 6nemli
halk sagligi problemleri arasindadirlar. Uluslararas1 arbovirus katalogunda kayith
520’den fazla arbovirus vardir ve bunlarin yaklasik 100 tanesinin insanlar1 enfekte
ettigi bilinmektedir (Woodbridge vd., 2002). Son dénemlerde insan populasyonlarinin
cok hizli bir sekilde biiylimesi ve tagimacilik sistemlerinin gelisimi ile tiim diinya

cografyasi kiiresel bir sekilde birbiriyle baglanti i¢cine girmistir. Bu hizli biiylime ve

L http://chppm-www.apgea.army.mil/ento/FACTS/Tularemia.pdf, US Army Center for Health
Promotion and Preventive Medicine (Son erisim tarihi: 20.05.2022)



tagimacilik sonucunda biyocografik bariyerler kirilmais, tiirler yeni habitatlara girmeye
baslamistir. Ticaret ve seyahatin meydana getirdigi bu kiiresellesme sonucu yeni
alanlara tasinan tiirlerden bircogu da insanlar, hayvanlar ve yaban hayati {izerinde ciddi
saglik sorunlarina yol agan patojenler olarak yeni habitatlarda varliklarini
korumaktadirlar. Sivrisinekler, Flavivirus, Phlebovirus ve Alphavirus genuslarina ait
cok fazla sayida arbovirusiin taginmasinda sebep olurlar. Flavivirusler insan
patojenlerini de igeren bati nil virusii (BNV), deng virusii (DENV) ve japon ensefalit
virusii (JE) gibi 70'den fazla virus tiirii i¢erirler (Kuno vd., 1998). Alphavirusler de
yakin zamanda giiney Avrupa'ya girmis ve Italya ve Fransa 'da yerli insan
bulasimlarina neden olmus tibbi 6nemi olan chikungunya virusiinii icerirler (Rezza
vd., 2007; Gould vd., 2010). Tirkiye'de ise yapilan c¢alismalar birgok Onemli
arbovirusun varligini ortaya ¢ikarmistir. Asya, Avrupa ve Amerika’da yogun sekilde
enfeksiyona ve dliimlere sebep olan BNV iilkemizde de ortaya ¢ikmistir (Kalaycioglu
vd., 2011). Diger taraftan BNV vektorleri olabilen ve son yillarda iilkemizdeki
populasyonlarinin ortadan kalktigi diisiiniilen Aedes aegypti ile tilkemizde daha once
varhigi bildirilmemis olan Ae. albopictus tiirlerinin 2015 yilindan itibaren Karadeniz
Bolgesi’nde hizla yayildigi ve yerel popiilasyonlar olusturdugu da belirlenmistir
(Ozkul vd., 2006; Ergiinay vd., 2013; Akmer vd., 2016; 2019). Ayrica sivrisinek
tiirlerinin yayilig alan1 tropik ve subtropik bolgelerde 120 milyon insanin Wuchereria
bancrofti ile enfekte oldugu bilinmektedir (WHO, 2004)? ve sadece sitma hastalig1 her
yil milyonlarca insanin hayatim etkilemektedir (WHO, 2017)%. Diinya saghk Orgiitii
(DSO) raporlarina gore diinyadaki sitma vakalarmin %80’i 15 Afrika iilkesinden
bildirilmistir, vakalarin %50°’si Nijerya, Kongo Cumhuriyeti, Mozambiya ve Hindistan
gibi tropikal iilkelerde meydana gelmektedir. Ayrica 2016 yilina kadar Ermenistan,
Azerbeycan, Glircistan, Kirgizistan, Kazakistan, Rusya, Tiirkmenistan, Tacikistan,

Tiirkiye ve Ozbekistan’da sitma vakalar1 aralikli olarak rapor edilmistir (WHO,
2018)*.

2 https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/68729/WHO_CDS_WHOPES_GCDPP_2004.8.pdf
(Son erisim tarihi: 20.05.2022)

3 https://reliefweb.int/report/world/world-malaria-report-2017 (Son erisim tarihi: 25.06.2022)
4 https://www.who.int/publications/i/item/9789241565653 (Son erisim tarihi: 12.05.2022)
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1. GENEL BIiLGILER

1.1.  Culex pipiens Tiir Kompleksi Tiirleri

Sivrisinekler, Arthropoda subesi, Insecta sinifi, Diptera takiminda yer alan
Culicidae familyas1 igerisinde incelenmektedir. Culicidae uzun antenli, uzun ince
bacakli, larva ve ergin abdomeninde 10 segmentin sayilabildigi sineklerin yer aldigi,
Nematocera alttakimi igerisinde yer alir (Becker vd., 2003). Culicidae familyasi
Anophelinae, Culicinae ve Toxorhychitinae olmak iizere ii¢ alt familyaya ayrilir. Insan
sagligit acisindan en Onemli gruplar Anophelinae ve Culicinae igerisinde
bulunmaktadir (Eldridge, 2005). Son arastirmalara gore sivrisinekler 485 tiir
Anophelinae ve 3061 tiir Culicinae alt familyalarinda bulunan cinslerde tespit edilmis
olup toplam 3546 tiir ile temsil edilmektedir (Harbach ve Kitching, 2015). Tiirkiye’de
ise Anopheles (11), Aedes (25), Culiseta (5), Coquillettidia (2), Culex (15),
Orthopodomyia (1) ve Uranotaenia (1) cinsine ait toplam 60 tiirden olustugu ortaya
cikarilmigtir. Ayrica An. hyrcanus var. pseudopictus ve Cx. pipiens f. molestus’un da
listeye eklenmesi durumunda bu say1 62’ye ¢ikmaktadir (Giinay 2015).

Tirkiye’de Cx. pipiens, iilkemizde genis dagilima sahip bir tiirdiir (Aldemir,
2003). Biyolojik toleransi yiiksek olan bu tiiriin hemen her tiirli tatli su habitatinda
larvalar1 bulunabilmektedir ve diger sivrisinek tiirleri ile ayni sucul habitati
paylasabilmektedir (Bosgelmez vd., 1995). Cx. pipiens kompleks tiirleri diinya
genelinde Cx. pipiens, Cx. quinquefasciatus, Cx. pallens, Cx. australicus ve Cx.
globoxitus 5 tiir ile temsil edilir. Bu komplex tiirler igerisinde Cx. pipiens diinya
genelinde yaygin bir dagilima sahiptir, kutup daireleri disinda her anakarada bulunur.
Culex pipiens davranigsal ve yasam alani agisindan farklilik gésteren pipiens ve
molestus olmak {tizere iki farkli biyotip olusturmustur (Becker, 2003). Bu iki biyotipin
tiir ayrimi morfolojik olarak imkansizdir, bu nedenle tiir ayrimlarinda molekiiler
yontemler kullanilir. Ancak, bu iki tiirin habitat tercihleri ve yumurta birakma
davraniglar1 dikkate alindiginda morfolojik tiir ayrimlari miimkiin olabilmektedir.
Ornegin, pipiens biyotipi habitat olarak daha ¢ok acik alanlar1 tercih ederken, molestus
biyotipi daha cok kapali alanlar1 tercih eder. Beslenme davraniglarinda molestus

biyotipi yumurta birakmak i¢in kan emmeye ihtiya¢c duymaz, ancak pipiens biyotipi



ilk yumurta birakma sirasinda kan emmeye ihtiya¢ duyar. Bununla birlikte, bu iki
biyotipin hibrit bireyleri de bulunmaktadir (Bahnck ve Fonseca, 2006).

Culex quinguefasciatus genel olarak ekvatoral tropik kusakta yayilim gosteren
bir tiirdiir, son yillarda subtropik alanlarda da varlhigi bildirilmistir. Culex pallens,
yalnizca Asya kitasinin belli bélgelerinde goriilen bir tiirdiir. Culex australicus ve Cx.
globoxitus tiirleri Avustralya ve Okyanusya kokenlidirler (Oztiirk, 2018). Hatta,
kompleks iiyelerinin yayilim alanlarinin ¢akistigi ortamlarda bu tiirlerin hibrit
olusturduklar1 da ortaya ¢ikmistir (Farajollahi vd., 2011). Kompleks iiyelerinin disinda
yer alan Cx. torrentium, Cx. pipiens’in ikiz tiirli olarak bilinir. Bu tiir morfolojik olarak
Cx. pipiens’e oldukca benzemekte olup, morfolojik tiir ayrimlar1 sadece genital
karakterleler miimkiin olabilmektedir. Bu tiirler arasinda davranissal, konak tiir se¢cimi

ve beslenme tercihleri olarak da farkliliklar vardir (Shaikevich, 2004).

1.2.  Culex pipiens Kompleks Tiirlerinin Biyo-Ekolojisi

Culex pipiens kompleks tiirlerinin yasam dongiileri diger sivrisineklerde
oldugu gibi yumurta, larva, pupa ve ergin yasam evrelerinden olusmaktadir. Culex
pipiens yumurtalarini, durgun su yiizeylerine oval bir sal seklinde birakir. Yumurta
sallar1 olarak da ifade edilen bu yapilar tipik olarak 150-300 arasinda yumurta igerir.
[lk larvalar ¢ikinciya kadar sallar su yiizeyinde yiizer halde kalir. Larvalar 30°C'de bir
giin, 20°C'de ii¢ giin ve 10°C'de on giin sonra yumurtadan ¢ikarlar, sicaklik 7°C'nin
altina diistiigli zaman embriyonik gelisim tamamlanamaz. Larvalar sicakliga bagh
olarak birkag hafta i¢inde (30 °C'de 6-7 giin, 15 °C'de 21-24 giin) eriskin hale gegerler.
Birinci evre larvalar genellikle soluk renkli ya da kahverengidir. Viicudun bas
kisminda ag1z pargalari, bir ¢ift bilesik goz ve anten bulunur. Larvalarin beslenmesinde
ag1z parcalarindaki yanal firgalar sudaki organik maddeleri filtrelemeye yardime1 olur
(Foster ve Walker, 2002). Larva antenlerinin uzunlugu bas kismindan daha kisadir.
Karn silindirik ve sekiz belirgin boliimden olusur. Abdomen kisminda yer alan
segment III ve IV'teki abdominal setalar genellikle ¢ifttir. Abdomenin son kisminda
yer alan uzun ve ince sifon sekizinci abdominal segmentten ¢ikar (Darsie ve Ward,
2005). Sifon, genellikle orta noktadasin da genisliginden dort ila bes kat daha uzundur.
Tiriin pupa evresi ise tipik olarak diger sivrisinek tlirlerinin pupalarina benzer ve

virgiil benzeri bir sekle sahiptir. Pupa basi ve gogilis kafesi bir sefalotoraksta



kaynasmistir ve abdomen bunun altinda kivrilmis halde bulunur (Foster ve Walker,
2002). Pupa evresi beslenmez, ancak sik sik solunum i¢in su yiizeyine g¢ikar.
Erginlesmeden 6nce pupa koyulasir ve su yiizeyine ¢ikarak i¢ basincini artirmak igin
hava yutar ve T seklinde yirtilarak ergin ¢ikar. Culex pipiens eriskinleri diger
sivrisineklere gore kiiclik ya da orta boydadir. Eriskin boyutu genel olarak ortam
kosullarina, genetik o6zelliklere, larvanin beslenme durumuna gore degisiklik
gostermektedir. Erigkin bireylerin viicut yapisi bas, gévde ve abdomen olmak iizere 3
kisimdan olusur. Bas kisminda antenler, kan emme hortumu ve palpler yer alirken,
govde kisminda 3 ¢ift bacak ve 2 ¢ift kanat ve abdomen kisminda sifon ve genital
organlar bulunur. Culex pipiens'in gévdesi pullarla ortiiliidiir ve pullar soluk ve agik
kahverengidir. Kan emme hortumu koyu renklidir ve antenlerle kabaca ayni uzunluga
sahiptir. Scutum (toraksin dorsal kism1) kahverengidir ve dar altin- kahverengi pullarla
kaplidir (Carpenter ve La Casse, 1974). Her abdominal segment, dorsa-lateral olarak
iki noktada daralmis bazal soluk bantlara sahiptir. Karin tepe noktasi sirttan
bakildiginda agik bir sekilde yuvarlaktir (Darsie ve Ward, 2005). Yetiskin kanatlari
3.5 ila 4,0 mm uzunlugundadir ve dar koyu pullarla kaplidir (Carpenter ve La Casse
1974).

Culex pipiens tiirii holometabol davranis gosterirler. Tiiriin kan emmis ve
dollenmis disileri yumurtalarini durgun haldeki sulara; su basmis mahzenler,
santiyeler, yol kanallar1 ve ¢ukurlari, su varilleri, metal tanklar, siis havuzlar1 ve her
tiir kap (0rnegin bahgeler veya mezarliklar) gibi insan yapimi su kiitlelerinin igine
birakirlar. Berrak suda oldugu kadar organik maddelerle kirlenmis suda da
ureyebilirler ve hatta az miktarda tuzluluga (6rnegin kiy1 batakliklar1 veya kaya
havuzlar) tolerans gosterebilirler. Tiir, iklim kosullarina bagl olarak yilda birkag nesil
tamamlayabilir (Vinogradova, 2000; Oztiirk, 2019). Ulkemizde larvalar ¢ok cesitli
tireme habitatinda Nisan aymin basindan Kasim ayma kadar bulunabilmektedir
(Merdivenci, 1984). Tiirlin larvalar1 sucul habitatlarda uygun fiziksel ve kimyasal
kosullar altinda 4 farkli larva evrelerini ve pupa evresini tamamlarlar. Larvalar
bulunduklar1 ortamlarda organik madde, mikroskobik organizmalar, hayvan ve bitki
parcaciklari ile beslenirler (Foster ve Walker, 2002). Dérdiincii evreye gelisen larvalar

pupalara dontisiir. Pupa evresinden 2 ila 3 giin sonra erigkin sivrisinekler ortaya ¢ikar.



Pupadan ¢ikan erigkinlerin ugma yetenekleri, ancak 30- 60 dakika dinlenmeden sonra
elde belirginlesir.

Palearktikte, Cx. pipiens pipiens ve Cx. pipiens molestus baslica biyotipler
olarak kabul edilmektedir (Farajollahi vd., 2011). Pipiens ekoformunun sadece
ornitofilik oldugu diisiiniiliirken, molestus ekoformunun insanlar dahil diger memeli
konaklardan beslendigi bilinmektedir (Harbach vd., 1984; 1985). Culex pipiens
pipiens, yumurta gelisimi ig¢in bir kana ihtiyag duyarken (anotojeni), kuslardan
(ornitofilik) beslenmeyi tercih etmektedir ve kis aylarinda diyapoza girmektedir. Buna
karsilik Cx. pipiens molestus formu tipik olarak kan besinine (otojen) sahip olmayan
ilk yumurta grubunu birakabilir, memelilerden beslenir (mamofilik) ve yil boyunca
aktif kalirlar. Larvalar ilkbahar ortasindan ilk donlara kadar bulunabilir ve tiirler yaz
ve sonbaharda bol miktarda bulunur (Schaffner, 2001). Sadece ¢iftlesmis disiler kis1
mahzenler, magaralar, siginaklar veya yer oyuklar1 gibi derin don olmayan
barinaklarda gegirirler. Disiler, sicakkanli omurgalilart geceleri, igeride veya disarida
isirir ve kanin  sindirimi i¢in iceride dinlenirler. Diapause/kislayan disilerin
reaktivasyonu, sicaklik ve fotoperiyod arttiginda ilkbaharda gergeklesir (Ciota vd.,
2011). Yetigkinler iireme alanlarindan genellikle 500 metreden az uzaga dagilmazlar
(Becker, 2010). Dogada disiler, diger sivrisinek tiirlerinin daha sik goriildigi yer
seviyesinden daha fazla golgelik seviyesinde bulunur (Becker, 2010; L'Ambert vd.,
2012).

Pipiens ve molestus klasik formlar1 arasinda farkliliklar vardir. Pipiens
disilerinin esas olarak konake¢ilarin1 kuslar (yani ornitofilik) olusturur, disarida
beslenirler (yani egzofajik) ve disarida dinlenirler (yani egzofilik). Ilk parti
yumurtalarini (yani anatojen) birakmak i¢in ise kana ihtiyaglar1 vardir ve yetiskinlik
asamasinda zorunlu bir kis diyapozuna sahiptirler ve larvalar esas olarak temiz suda
bulunur (hem dogal hem de yapay cisimler). Molestus formu, disileri genellikle
insanlar ve diger memelilerden i¢ ortamlarda (6rn. (yani otojen) beslenirler ve zorunlu
diyapoz durumlar1 yoktur. Larvalar genellikle yiiksek miktarda organik madde iceren
sularda, her zaman olmamakla birlikte genellikle yeraltinda bulunur (6rnegin,
kanalizasyon ve metro sistemlerinde, su basmis mahzenlerde, ¢ukurlarda, toplama
havuzlarinda ve atik su havuzlarinda) (Schaffner vd., 2001; Harbach, 2012; Becker

vd., 2010; Farajollahi vd., 2011). Bu nedenle, molestus formu insan ortamlarinda daha



sik goriiliir ve kis boyunca su igeren karanlik ve sicak kentsel habitatlarda ¢ogalabilir
veya 1sitilmamis mahzenlerde veya benzer insan yapimi barinaklarda kis1 gegirebilir.
Pipiens formunun erigkinleri i¢in gegerli olmayan, yavrulama olmadan kapali
alanlarda ciftlesebilirler, bu da onlar1 laboratuvarda iiretmeyi ¢ok zorlastirir. Genel
olarak, pipienslerin ve molestus formlarinin popiilasyonlar1 agiktir ve Alplerin
kuzeyinde farklilik gosterir, ancak Alplerin giineyinde, mevsim boyunca
davraniglarindaki degisiklikler, farkli hava kosullari ve muhtemelen hibridizasyondan

da kaynaklanmaktadir (Gomes vd., 2009; Brugman vd., 2018).

1.3.  Culex pipiens Kompleksinin Cografi Dagilim

Culex pipiens tiiriiniin gliniimiizde yaygin olarak genis bir dagilimi1 olmasina
ragmen, Afrika, Asya ve Avrupa'ya 0zgii bir tiirdiir ve Avrupa, Asya, Afrika,
Avustralya ve Kuzey ve Giiney Amerika'nin iliman bolgelerinde yayilis gosterir. Culex
quinguefasciatus diinyanin tropikal, subtropikal ve sicak 1liman bolgelerinde diisiik ila
orta yliksekliklerde bulunur (Harbach, 2012). Culex torrentium Kuzey Avrupa'da
46°K enlemine kadar ve daha giineyde sadece yiiksek rakimlarda goriiliir (Aranda vd.,
2000; Hesson vd., 2014).

Culex pipiens, izlanda ve Faroe Adalar1 harig tiim Avrupa iilkelerinde ve tiim
Orta Dogu ve Kuzey Afrika iilkelerinde bulunur. Culex quinquefasciatus Irak ve
Kuveyt hari¢ bu iilkelerde bilinen yerlesik popiilasyonlart bulunmamaktadir (Robert
ve ark., 2019). Bu tiiriin Tirkiye'de (Giinay vd., 2015) ve Yunanistan’da ortaya
cikisina iliskin bilgiler bulunmasina ragmen, bu hibrit popiilasyonun hala
dogrulanmasi gerekmektedir (Shaikevich vd., 2014). Yakin zamanda Cx. pipiens'in
yeni alanlara yayildigma dair bir kanit yoktur, ancak Amerika, Asya ve
Avustralya'daki varligi, gemiler aracilifiyla tarihsel girisi ve ardindan yayilimi

bilinmektedir (Harbach, 2012).

1.4.  Culex pipiens’in Vektorel Onemi

Culex pipiens, diinya genelinde genis bir dagilim gosterdiginden ve ¢ok ¢esitli
konakg¢1 grubundan beslendigi i¢in birgok patojenle temas halindedir. Bundan dolay1
eriskin popiilasyonlar, ¢esitli patojenlerle dogal enfeksiyon, baz1 vektor yeterlilikleri

ve hatta 6nemli vektorel kapasiteler gosterir. Culex pipiens, ayni zamanda ¢ok sayida



arbovirlislin enzootik vektorii olarak bilinir ve tarihsel olarak ornitofilik sivrisinek
olarak smiflandirilmigtir.  Culex pipiens disileri genellikle dogada BNV
sirkiilasyonunda primer vektorler olarak rol oynar. Avrupa, Cek Cumbhuriyeti,
Portekiz, Romanya ve Rusya'da (Pages vd., 2009), ispanya'da ve son zamanlarda
Hirvatistan, Yunanistan, Italya ve Sirbistan'da birgok kayit bulunmaktadir (Vilibic-
Cavlek vd., 2019; Papa vd., 2011). Laboratuvar deneyleri, Cx. pipiens kompleksine
ait pipiens ve molestus tiirlerinin Avrupa popiilasyonlarinin, hem BNV enfeksiyonuna
duyarli hem de virlis soyuna bagli olarak bulasma yetenegine sahip oldugunu
gostermistir (Martinet vd., 2019). Vektor yeterliligine ve dogal enfeksiyon sikligina
dayali olarak Cx. pipiens, BNV iletiminde ana vektor olarak kabul edilir: enzootik
dongiide (kuslardan kuslara) cogaltici bir vektor, epizootik dongiide (kuslardan
memelilere) bir koprii vektorii ve bir rezervuar olarak rol oynar. (Savage vd., 1999;
Balenghien vd., 2008). Aslinda Cx. pipiens, esas olarak kuslarla beslenen pipiensleri
olusturur, muhtemelen enzootik dongiide 6nemli bir rol oynar, oysa hem kuslar hem
de memelilerle beslenen form molestus ve hibritlerin epizootik dongiide bir koprii
vektorii rolii oynamasi daha olasidir (Vogels vd., 2017).

Culex pipiens sivrisineklerinin Avrupa'daki son salgilar sirasinda (BNV'de
oldugu gibi) siklikla dogal olarak USUYV ile enfekte oldugu bulunmustur ve deneysel
enfeksiyonlar, hem pipiens hem de molestus formlarmin vektor yetkinligini
gostermistir (Martinet vd., 2019). BNV ile bir bagka benzerlik, tiirtin konakg1 tercihleri
ve salgin alanlarindaki bollugu ve diger tiirlere kiyasla yiiksek dogal enfeksiyon
sikligidir, bu da Cx. pipiens’in iliman bolgelerde bir USUV vektorii olarak 6nemli bir
rol oynadigimi gostermektedir (Fros vd., 2015; Camp vd., 2019). Cin'de Cx. pipiens
form molestus'un laboratuvar enfeksiyonuna dayali olarak Japanese ensefalit viriisii
i¢in orta derecede kompetan bir vektor oldugu da diisiiniilmektedir (Pages vd., 2009).
Culex pipiens'in orta derecede etkili bir SINV vektorii oldugu ise viriisiin sivrisinegi
onemli Ol¢iide enfekte etme ve yayma kabiliyeti, dogada gozlenen enfeksiyonlar ve
eriskinlerin bollugu ve beslenme davranisindan dolay: diisiiniilmektedir. Ancak ikiz
tiirii Cx. torrentium enzootik dongiide daha 6nemli bir rol oynayabilmektedir (Turell
vd., 2012; Hubalek, 2008).

Culex pipiens disilerinin Romanya'da dogal ortamlarda TAHV ile enfekte

oldugu bulunmustur (Arcan vd., 1974) ve laboratuvar deneyleri bazi vektor



yetkinliklerini gostermistir (Pchelkina vd., 1978). Bu nedenle tiirler, Avrupa
baglaminda bir vektor olarak hareket edebilmektedirler (Arcan vd., 1974). Culex
pipiens Saint Louis ensefalit viriisiiniin enfeksiyonuna ve yayilmasina karsi orta
diizeyde bir duyarlilik gostermis olmasina ragmen, Dogu at ensefalit viriisii,
Veneziiella at ensefalit viriisii ve Bat1 at ensefalit viriisii ediniminde yetersiz kabul
edilmistir (Turell vd., 2012). Avrupa’da Cx. pipiens'in (hem pipiens hem de molestus
formlar1), laboratuvar deneylerinde kanitlandigi gibi vektor yeterliligine ve
dirofilariosis odaklarindaki bolluguna ve 1sirma aktivitesine bagli olarak, kopekler ve
muhtemelen insanlar i¢in hem Dirofilaria immitis hem de D. repens'in bir vektorii
oldugu diistiniilmektedir (Bravo-Barriga vd., 2016). Birkag sivrisinek tiirtiniin, kus
sitma parazitlerinin (Plasmodium relictum, Plasmodium vaughani) vektorleri oldugu
diistiniilmektedir ve Cx. pipiens, kuzey yarimkiirede 6nemli bir vektordiir (Lalubin vd.,
2013). Genel olarak, dogada bir patojenin sivrisinekler tarafindan bulagmasi, yalnizca
vektor yetkinligine degil, ayn1 zamanda yerel ortamda vektor, patojen ve konakei
arasindaki etkilesimin yogunlugunu tanimlayan faktorlere de baghdir (Moutailler vd.,
2008). Bu nedenle, bir sivrisinek popiilasyonunun vektorel kapasitesini ve
bulagsmadaki roliinii belirlemek i¢in vektor ve konuk¢u yogunluklari, cografi dagilim,

uzun 6miir, dagilim ve beslenme tercihleri dikkate alinmalidir.

1.5.  Sivrisinek Miicadelesinde Kullanilalan Kimyasal Miicadele Ajanlar:

Hem sivrisinek miicadelesi hemde diger boceklerle miicadelede kullanilan
insektisitler i¢in pek ¢ok smiflandirma yontemi olsa da bu yontemler arasinda en ¢ok
tercth edilen smiflandirma yontemi aktif madde igeriklerine gore yapilanidir.
Siniflandirma yontemi igerisinde 4 ana grup (organoklorlu, organofosforlu, karbamat

ve piretroid) yer almaktadir (Demirtas, 2017).

1.5.1. Organoklorlu Insektisitler

Bu insektisitler yapilarinda bulunan aromatik veya alifatik bilesiklere klor
iceren ¢esitli bilesiklerin baglanmasi ile elde edilir. Bu grup insektisitler isimlerini
baglanan bu klorlu bilesiklerden almaktadir (Onen vd., 2016). Bu bilesikler
sivrisinekler iizerinde yiiksek toksik etkiye sahipken mememelilerde daha az toksik

etkiye sahip olmalar1 agisindan avantajli bilesiklerdir. Ancak bu grup insektisitlerin



dogadaki kaliciliklar1 fazladir. Ornegin bu gruptan ilk olarak kesfedilen ve en ¢ok
bilinen DDT dogada yaklasik 10 yil kadar bozulmadan kalabilir. Ayrica bu bilesiklerin
biyolojik olarak yiikseltgenmeleri, yararli bocek gruplarmi ve diger yararli canl
gruplarin1 da etkilemeleri, dogada ve canlilarda biyolojik birikime neden olmalari;
yagmur, kar, riizgar, su akintilar1 gibi etmenlerle taginarak siirtiklendikleri yerlerdede
canlilara zarar vermeleri sebebiyle yasaklanmis durumdadir (Campbell ve Reece,
2006; Onen vd., 2016;Demirtas, 2017, Oztiirk, 2018).

Bu grup igerisinde DDT olarak bilinen diklorodifenil trikloroetan ilk olarak
1930’Iu yillarda Isvigreli kimyager Paul Miiller tarafindan sentezlenmistir. O yillarda
bdcek miicadelesinde devrim olarak tanimlanan bu bulus Miiller'e 1948'de Fizyoloji
ve Tip alaninda Nobel Odiilii'nii almasina sebep olmustur. Ancak bu insektisitin
dogaya zararlarinin belirlenmesi ve direng vakalarinin ortaya ¢ikmasi ile birlikte
diinyanin pek ¢ok bélgesinde yasaklanmistir (Onen vd., 2016).

Organoklorlu insektisitler genel olarak boceklerin sinir sistemi iizerinde
etkilidir. Kullanilan insektisitin etkisi molekiil yapisina gore degisiklik (molekiiliin ig
boyutlu yapisi, biiylikliigii, uguculugu gibi) géstermektedir. Bu gruptan en ¢ok bilinen

insektisitler DDT, aldrin, dieldrin, endrin, toksafen, lindan, klordandir.

1.5.2. Organofosforlu Insektisitler

Organofosforlu insektisitler; triester yapidadir ve fosforik asitten koken alirlar.
Etken madde olarak yapilarinda fosfor ihtiva ederler. Kimyasal yapilar1 fosforun
baglandig1 maddeye gore ¢ok sayida ¢esitlenebilmektedir. Paratiyon, metil-paratiyon,
malation, diazinon, siilfrofos, klorpirifos, monokrotofos, triklorfon, TEPP (tetraetil
pirofosfat) bu grup icerisinde en ¢ok bilinen insektisitlerdir (Oztiirk, 2018). Bu grup
insektisitlerin zehirlilik diizeyleri oldukg¢a yiiksek olup genellikle temas, sindirim ve
solunum yolu ile etki etmektedir ve boceklerde larva, ergin, nimf gibi dénemlerde
etkindir. (Bursali, 2013).Bu grup insektisitler organoklorlu insektisitlere alternatif
olarak ortaya ¢ikmistir ve organoklorlu insektisitlerde baslica problem olan dogada
kalicilik sorununu ortadan kaldirmistir. Bu grup insektisitler de organoklorlu
insektisitlerde oldugu gibi sinir sistemi iizerinde etkilidir. Ancak bu grup insektisitler
organoklorlu insektisitler gibi sodyum kanalin1 degil asetilkolinesteraz1 hedef alir

(Demirtas, 2017).
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1.5.3. Karbamat Grubu Insektisitler

Karbamik asitin esterleri olarak kabul edilen karbamath insekisitler ilk olarak
1951 yilinda Isvigre’de sentezlendi (Becker vd., 2010). Bu grup insektisitler bocekler
tizerinde oldukga etkilidir ve genel olarak ergin miicadelesinde kullanilirlar. Bu grup
insektisitlerin etki mekanizmalar1 organofosfatlarda oldugu gibi sinir sistemine etki
eder ve asetilkolin esteazi inhibe eder. Ancak bu gruba ait insektisitlerin asetilkoline
etki mekanizmalar1 organofosfatli insektisitlerden farklidir. Bu nedenle organofosfatl
insektisitlere direng gelistiren canlilar tizerinde de etkili olarak kullanilabilmektedirler
(Bursali, 2013). Bu gruba ait karbaril, maneb, aldikarb, aminokarb, metomil,
tiyodikarb, karbofuran, priopoksor, bendiocarb, propoxur, en ¢ok bilinen karbamat
grubu insektisitlerdir (Ozdemir, 2006; Ozcel ve Daldal, 1997; Bursali, 2013).

1.5.4. Piretroid Grubu Insektisitler

Piretroitler giinimiizde en fazla kullanilan insektisit grubudur. Bu grup
insektisitler Asteraceae familyasina ait Chrysanthemum cinerariaefolium bitkisinin
ciceklerinin ekstraksiyonuyla elde edilen krisantemik asit (piretrin I) ve pteritik asit
(piretrin II)’in kullanilarak sentezlendigi insektisitlerdir (Davies vd., 2007). Bu
insekitisitler ilk olarak Cin’de 1000’li yillarda kesfedilmistir. Ancak bu gruba ait
insektisitler dogada olduk¢a hizli bozunabilmektedir. Bu sinirliligi sebebiyle bu
insektisitlerin kullnima alinmalar1 uzun yillar siirmiistir. Bu insektisitlere ilk olarak
1949 yilinda Cinerin 1 bitkisel eksrakti allethrin sentezlenmesiyle baslanmistir.
Boylece bu grup insektisitlerin dogadaki ¢ok hizli bozunmalarinin 6niine gegilmistir.
1980°1i yillarda ise piretroit grubu insektisitlerin sentezi ile elde edilen insektisit
sayilar1 artis géstermis ve glinimiize kadar sayisiz piretroit grubu insektisit
sentezlenmistir. Bu grup insektisitleroldukga yiiksek oldiiriicii 6zellige sahip olup, bu
nedenle az miktarda kullanilsalar bile etkinlikleri yiiksektir. Ayrica ugucu
ozelliklerinden 6tiirii bocek uzaklastirict 6zelliklerinin de olmasi onlart daha cazip hale
getirmistir (Caglar vd, 2008). Bu grup insektisitler organoklorlu insektisitlerde oldugu
gibi sodyum kanal proteini tizerinde etkilidir ve boceklerin sinir sistemini hedef alarak
bogegin sodyum kanal proteininin agik kalarak sinir hiicrelerinin elektriksel yapisinin
bozulmasina neden olur (Oztiirk, 2018). Kimyasal yap1 olarak 2 tip piretroid grubu

insektisit bulunmaktadir. Tip I piretroitler yapilarinda siklopropan karboksilik asit
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esterleri bulundurur. Tip 1 piretroidlerden en ¢ok bilinen insektisitlere; bioallethrin,
fenothrin, permethrin, etofenprox, pyrethrin, cysmethrin ve tetramethrin 6rnek
verilebilir. Tip 2 piretroitler ise tip 1 insektisiklerin yapilarina siyano grubu
eklenmesiyle elde edilirler. Cypermethrin, alpha-cypermethrin, cyfluthrin, lambda-

cyhalothrin ve fenvalerat bilinen Tip Il piretroitlerdir (Becker vd., 2010).

1.5.5. Bocek Biiyiime Diizenleyicileri

Bocek biiyiime diizenleyicileri boceklerin ergin 6ncesi evrelerinde etkili olan
insektisit grubudur. Bu insektisitler boceklerin kitin sentezinden sorumlu enzim ve
hiicresel yapilarina etki ederek bocegin baskalasim gecirmesine engel olurlar. Sadece
boceklerde etkili olmalar1 bu insektisitlerin baslica avantajlarindandir. Ancak bu
insektisitler hedef bocek gruplart disinda diger bocekleri de etkilemektedir.
Methroprene ve pyriproxyfen en fazla kullanilan bocek biiyiime diizenleyicileridir
(Ozcel ve Daldal,1997).
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2. LIiTERATUR OZETi

Sivrisinek kaynakli hastaliklar, milyonlarca 6liimciil vakaya yol agarak diinya
genelinde niifusun yarisim etkiledigi icin halk sagligi acisindan onemli bir tehdit
olusturmaktadir. Sivrisineklerin neden olduklar1 hastaliklarin insidansinin diinya
genelinde arttig1 ve bu hastaliklarin yayilim alanlarinin da genisledigi goriilmistiir.
Ornegin, Romanya'da 1996'da gériilen ilk biiyiik salgindan bu yana Giineydogu
Avrupa ve Akdeniz Bolgesinden Bati Nil viriisii hastaligi vakalar1 bildirilmistir
(Ceianu vd., 2001; Rezza, 2014; Martinet vd., 2019). Bu tiir hastaliklarin epidemik
potansiyeli, palearktik bolgede istilaci sivrisineklerin yayilimi ile birlikte artmistir
(Marshall, 2000). Yaygin olarak 'kuzey ev sivrisineg'i olarak adlandirilan Cx. pipiens
L., 1758 (Diptera: Culicidae) kompleks tiirlerihem insanlardan kam emme davranisi
nedeniyle verdigi rahatsizliktan dolayithem debaslicasiBati Nil viriisii, Rift Valley
hummasigibi ¢esitli arboviriisleri ve Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) (Spirurida:
Onchocercidae) bilinen nematodun vektorliigiinii yapmasi agisindan dnemli bir tiirdiir.
(Diaz-Badillo vd., 2011; Akiner ve Eksi, 2015; Grigoraki vd., 2018; Zakhia vd., 2018).
Bati Nil virlisii vakalarinin ilki Tirkiye’de 1970'li yillarda tespit edilmistir. O
zamandan giiniimiize kadar pek ¢ok farkli bolgelerde insan, koyun, at, kegi, karga, kedi
ve kopek gibi konaklarin varligi ile birlikte Cx. pipiens s.s. (Linnaeus, 1758), Aedes
caspius (Pallas, 1771), Cx. quinquefasciatus (Say, 1823), Cx. perexiguus (Theobald,
1903) vektor tiirleri de tespit edilmistir (Meco, 1977; Ozkul vd., 2006; Ergunay vd.,
2010a, Ergunay vd., 2010b, Kalaycioglu vd., 2012; Yazici vd., 2012; Failloux vd.,
2017; Ari, 1972; Ergunay vd., 2014; Akiner vd., 2019).

Sivrisinek kaynakli hastaliklarin etkili bir tedavi yontemi ve gelistirilmis bir
asisibulunmamaktadir. Bu nedenle hastaliklar1 dnlemenin en 6nemli adimi konak ile
vektor etkilesimini en aza indirmek ya da tamamen ortadan kaldirmaktir (Alten ve
Caglar, 1998). Vektor ve konak etkilesimini an aza indirmek i¢in siklikla bagvurulan
yontem sivrisinek popiilasyonunu hem daha az maliyetli hem de basit bir yontem olan
kimyasal miicadele yontemi tercih edilmektedir (Oztiirk, 2018).Tiirkiye’de insektisit
kullanim1 Cumbhuriyetin ilk kuruldugu yillarda sitma vektorii olan Anopheles cinsi
sivrisineklere kars1 organoklorlu insektisitler (6zellikle DDT) kullanilarak baslamistir

ve 1980’li yillara kadar devam etmistir. Ancak organoklorlu insektisitlerindogaya
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verdigi zararin ortaya ¢ikmasiyla birlikte kullanimi yasaklanmistir (Demirtas, 2017).
Gliniimiizde ise sivrisinek miicadelesinde piretroid, organofosfat ve karbamatl
insektisitler siklikla kullanilmaktadir. Bununla birlikte, kimyasal insektisitlerin agiri
kullanimi, diren¢ genleri i¢in secilim baskis1 olusturarak sivrisineklerin zamanla
insektisitlere direngli hale gelmesine yol agar (Akiner, 2009).

Sivrisineklerde insektisit direncinden fizyolojik, genetik ve davranigsal
mekanizmalar1 igeren pek ¢ok insektisit diren¢ mekanizmasi olmasina ragmen bu
diren¢ mekanizmalari igerisinde metabolik ve hedef bolge duyarsizligl en 6nemli ve
dirence en fazla neden olan iki farkli insektisit direng tipidir (Akiner, 2009). Metabolik
insektisit direnci, boceklerde viicuda alinan insektisitin (kullanilan insektisit grubuna
bagli olarak glutatyon S-transfereraz, karisik fonksiyonlu oksigenaz, ve karboksi
esteraz gibi) kendisini etkisizlestiren enzimlerin miktarinda artis ile beraber bocegin
viicudundan uzaklastirilmast ve boylece toksik etkisinin giderilmesidir (Kasai vd.,
1998; Hemingway vd., 2004; Whalon vd., 2008; Akiner ve Eksi, 2015). Hedef bolge
direnci ise sinir sisteminde yer alan basta sodyum kanali ve asetil kolin esterazi
kodlayan genlerde meydana gelen nokta mutasyonlarindan dolayr insektisitin
hedefindeki enzim yapisinda bulunan yapisal degisikliklerden kaynaklanmaktadir
(Hemingway vd., 2004; Shi vd., 2015).

Iki temel hedef bolge direnci boceklerde ©nemlidir. Bunlardan kdr
(Knockdown resistance) direnci, piretroit grubu insektisitlere ve DDT ’ye kars1 gelisen
direngten sorumludur (Donnely vd., 2009). Sodyum kanal proteinini kodlayan
Voltage-Gated Na* Channels (Vgsc) geninde meydana gelen nokta mutasyonlari
piretroit grubu insektisitlerin ve DDT’nin hedefinde bulunan sodyom kanal proteinine
affinitesini disiirerek bu insektisitlerin etkisiniazaltmaktadir. Giiniimiizde otuzun
tizerinde kdr direncine neden olan nokta mutasyonu bilinmektedir (Wang vd., 2012;
Lol vd., 2013). Ancak bu mutasyonlardan en 6nemli ve en ¢ok bilinen kdr direnci
nokta mutasyonu sodyum kanali proteini domain Il igerisinde yer alan ve 16sini
kodlayan TTA kodonunun mutasyon sonrasi fenilalanine kodlayan TTT kodonuna
doniistimii ile olusan L1014F kdr direncidir (Shi vd., 2015). Dirence neden olan bu
nokta mutasyonu tipi ayni zamanda piretroit ve DDT ninmetabolik parcalanmasinda
rol oynayan P450 enzim miktarindaki artisa neden olarak birlikte direng miktarini
daha da yiikseltmektedir (Edi vd., 2012). Her ne kadar L1014F mutasyonu en
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cokbilinen mutasyon tipi olsa da 1014 noktasindal.1014H/C/S/W gibi farkli mutasyon
tipleri de onceki ¢alismalarda bildirilmistir(Rinkevich vd., 2013; Scott vd., 2015;
Taskin vd., 2016).

Temel insektisit gruplarindan organoposfat ve karbamat grubu insektisitler
asetilkolinesteraz enzimini hedef alan insektisit gruplaridir. Bu insektisitler hidrolaz
ozellige sahip ace enzimine baglanarak asetilkolinin serbest asetil ve kolin haline
ge¢mesini engeller (Colovic vd., 2013). Bu insektisit gruplari yapisal olarak
asetilkolinin yapisina asir1 benzer yapidadir. Bu nedenle asetilkolinle yarisarak
asetilkolin esteraza baglanir ve boylece bocegin sinir sistemini inhibe eder (Alout vd.,
2008). Temel olarak boceklerde hedef bolge direncine neden olan 3 nokta mutasyonu
organofosfat ve karbamat direncinden sorumlu tutulur. Ancak Cx. pipiens tiirlerinde
dirence neden olan iki farkli hedef bolge degisimi mutasyonu bilinmektedir. Bu
mutasyon tipleri ace-1 geninin 119. noktasinda yer alan ve G119S olarak bilinen
glisinin serine doniistiigti nokta mutasyonudur. Diger ace-1 gen mutasyonu ise
felilalaninin  valinaminoasidinedoniistiigiic. ve F290V olarak bilinen nokta
mutasyonudur (Alout vd., 2008)
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3. YAPILAN CALISMALAR

3.1.  Orneklerin Toplanmasi ve Alan Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ornek toplama islemi 2020 yili aktif sezonda (Mayis-Ekim aylar1 arasinda)
Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi’nden 9 ilden (Artvin, Rize, Trabzon, Giresun, Ordu,
Samsun, Sinop, Corum, Amasya) 33 farkli lokasyondan yapilmistir (Sekil 1).
Ormeklem yapilan alanlar arasinda minimum 1 km? uzaklik olmasina dikkat edilmistir.
Orneklem islemi ECDC (Avrupa Hastalik Kontrol Ajansi) tarafindan belirlenen
protokole uygun olarak larva ve ergin seklinde gergeklestirilmistir (Medlock vd.,
2018). Kullanilan metodlar kisaca; larva o6rneklemesi i¢in 250 ml’lik larva kepgesi
kullanilarak durgun sulardan her 6rneklem alani i¢in minimum 100 Culex pipiens
ornegi elde edilecek sekilde gergeklestirilmistir. Larva toplama alanlari olarak
kullanilmis lastikler iglerinde biriken sular, atik metal ve plastik kaplar, kovalar,
bodrum i¢i su birikintileri, mezarlik basliklarinda biriken sular, sulama kanallari,
goletler ve tarim alanlar1 secilmistir. Ergin toplama islemi CO? ile gekiciligi
giiclendirilmis EVS (Ensefalit Vektor Taramas1 Tuzag1) tuzaklar kullanilarak giinliik
kontrol saglanmustir. Ornek toplama alanlar1 koordinat bilgileri GPS cihaz1 (eTrex
Vista HCx, Garmin, Olathe, KS, USA) kullanilarak koordinat bilgileri WGS84
formatinda ondalik derece olarak kaydedildi. Alan 6zelliklerinin belirlenmesi Avrupa
Cevre Ajansi tarafindan belirlenen Corine arazi 6zelliklerine gére yapilmistir. Corine
arazi Ortiilleri uydu goriintiileri iizerinden arazi Ortiisiiniin bilgisayar ortamina
aktarilarak yorumlanmasii saglayan veriler kullanilarak yapilmasini saglamistir.
Corine arazi oOrtiileri 5 ana (yapay bolgeler, tarimsal alanlar, orman ve yar1 dogal
alanlar, sulak alanlar, su yapilar1 ) simif altinda yer alan 44 alt siniftan olusmaktadir.
Corine arazi verileri tarim ve ormancilik bakanlhigi internet sitesinden 1 km
¢oOziiniirliikte elde edilmistir. Elde edilen arazi koordinatlarinin alan 6zellikleri Corine
haritas1 kullanilarak ArcGIS 10.5 de belirlenmistir. Orneklem alanlarmin koordinatlari

ve alan ozellikleri Tablo 1 de verilmistir.
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Sekil 1. Ornek toplama alanlari
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Tablo 1. Sivrisinek toplama alanlar1 ve 6zellikleri

Corine kodu
Bolge Latitude Longitude (Sumf1 e gire) Evre Habitat
Artvin  41,181000 41,830800 112 (Yapay) Larva Atik lastik
Hopa  41,387600 41,437800 121 (Yapay) Larvave ergin Atik lastik
Bor¢ka  41,383170 41,690850 222 (Tarimsal) Larva Atik lastik
Yol
kenarindaki su
Artvin Arhavi  41,358600 41,318400 112 (Yapay) Larva birikintisi
Findikli  41,280100 41,152700 112 (Yapay) Larva Atik lastik
Ardesen  41,189330 40,970080 112 (Yapay) Larva Atik lastik
Atik
lastik,Larva
Pazar  41,182010 40,893200 112 (Yapay) Larvaveergin habitatina yant
Hamidiye 41,183170 40,953530 222 (Tarimsal) Larva mermer
Yol
kenarindaki su
Cayeli  41,071960 40,715180 121 (Yapay) Larva birikintisi
Rize 41,041600 40,577100 121 (Yapay) Larva Su birikintisi
Iyidere ~ 40,987991 40,330908 112 (Yapay) Larva Atik lastik
Rize Ikizdere ~ 40,773983 40,557746 242 (Tarimsal) Larva Atik lastik
Yol
kenarindaki su
Strmene 40,908611 40,107778 112 (Yapay) Larva birikintisi
Arsin 40,963056 39,988889 112 (Yapay) Larva Metal kap
Siimela  40,730670 39,637359 243 (Tarimsal) Larva Plastik kap
Trabzon 40,976600 39,748000 121 (Yapay) Larva Atik lastik
Akgaabat 41,012200 39,593500 111 (Yapay) Larva Atik lastik
Carsibagt  41,087700 39,385900 112 (Yapay) Larva Atik lastik
Mermer, Larva
Trabzon Vakfikebir 41,040200 39,280200 112 (Yapay) Larvaveergin habitatina yani
Giresun Gorele  41,037400 38,983900 222 (Tarimsal) Larva Metal kap
Turnasuyu 40,980279 38,001947 222 (Tarimsal) Larva Su birikintisi
Yol
kenarindaki su
Gilyal1  40,966800 38,057200 112 (Yapay) Larva birikintisi
Ordu Unye 41,122930 37,294650 111 (Yapay) Larva Atik lastik
Engiz 41,494129 36,085397 212 (Tarumsal) Larva Sulama kanal1
Su birikintisi
Carsamba 41,205200 36,741700 242 (Tarimsal) Larva ve ergin vetiinel
Samsun Bafra  41,617670 35,874580 212 (Tarimsal) Larva ve ergin  Sulama kanali
Boyabat 41,465420 34,821711 213 (Tarimsal) Larva Sulama kanali
Sinop Dikmen 41,650838 35,267845 242 (Tarimsal) Larva Sulama kanali
Lagin 40,775116 34,886957 112 (Yapay) Larva Su birikintisi
Corum  Osmancik 40,969140 34,804194 112 (Yapay) Larva Gol
Merzifon 40,871039 35,463934 111 (Yapay) Larva Su birikintisi
Amasya 40,667425 35,846207 112 (Yapay) Larva Atik lastik
Amasya  Saluca  40,784078 35,681733 242 (Tarimsal) Larva Sulama kanali
3.2.  Toplanan Orneklerin Laboratuvara Getirilmesi ve Saklama Kosullar

Araziden toplanan larvalar her alan i¢in ayri ayr1 500 mL’lik kaplar icerisinde
canli olarak getirilmistir. Farkl1 alanlardan toplanan 6rneklerin karismamasi i¢in her

lokasyon i¢in toplama kaplar iizerine lokasyon adi ve toplama tarihleriyazilarak
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etiketlenmistir. Toplanan larva drnekleri Recep Tayyip Erdogan Universitesi Biyoloji
Bolimii Vektor Kontrol ve Ekolojisi Laboratuvar’inda bulunan insektaryuma
getirildikten sonra drnekler i¢erisinde Culex cinsi disindaki cinsler ayiklanarak her bir
lokasyon i¢in ayri kaplara alinmis ve larvalar giinliik olarak balik yemi ile beslenmistir.
Her bir kap i¢in larvalar giinliik olarak kontrol edilmis ve pupalasan larvalar 30 cm x
30 cm x 30 cm’luk tiil kafeslere alinarak erginlestirilmistir. Kafeslerdeki orneklerin
beslenmesi i¢in %10’luk sekerli su ¢ozeltisi kullanilmistir. Tamami erginlesen
bolgelere ait 6rnekler agiz aspiratdrii kullanilarak toplanmis ve -20 °C’de 6ldiiriilerek
laboratuvar ¢alismalarina kadar -80 °C’de derin dondurucuda saklanmistir. Araziden
ergin olarak toplanan drnekler ise kuru buz lizerinde laboratuvara getirilerek yine kuru

buz iizerinde cins tayinleri yapildiktan sonra -80 °C’de saklanmustir.

3.3. Laboratuvar Cahsmalar:

3.3.1. Morfolojik Tiir Tayini

- 80 °C’de saklanan arazi drnekleri morfolojik tiir tayinleri kuru buz {izerinde
yapildiktan sonra tiir teshisi icin  bilgisayar destekli Leica Microsystem EZ4
stereomikroskop  (Leica  Microsystems, Wetzlar, Almanya) kullanilarak
tamamlanmistir. Turiin belirlenmesi islemi Schaffner ve ark. (2001) tarafindan
hazirlanan ve bilgisayar ortaminda gorsellestirilmis “Avrupa Sivrisinekleri” Tiir
Teshis Anahtar1 kullanlarak gergeklestirilmistir. Culex pipiens’in  morfolojik

ayriminda kullanilan ana karakterler Sekil 2°de verilmistir.
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Sekil 2. Culex pipiens kompleks tiir teshisinde kullanilan ana karakterler (Schaffner
vd., 2001)

3.3.2. DNA izolasyonu

Morfolojik olarak tanimlanan ve Cx. pipiens oldugu belirlenen 6rneklerin DNA
izolasyonu, GeneJET Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (Thermo Scientific®)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismanin tamaminda disi bireyler kullanilmis olup
DNA izolasyonu kisaca asagida tarif edildigi sekildedir: Her disi birey ayr1 bir 1,5
mL'lik mikrosantrifiij tiipiine alinmistir. 180 pL Bozundurma soliisyonu ve 20 uL
Proteinaz K soliisyonu ilave edildikten sonra sivrisinekler porselen ¢ubukla ezilmis ve
ornekler 56 °C'de yarim saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan tiiplere 20 uL
RNase A soliisyonu eklenerek oda sicakliginda (25°C) 10 dakika inkiibe edildikten
sonra 400 pL %50 etanol ilave edilerek vortekslenmistir. Ortaya ¢ikan homojenat
kolonlara alinmis ve 6000 g'de 1 dakika santrifiijlenmistir. Toplama tiipii yenilenerek

kolonlara 500 pL yikama tamponu | ilave edilmis olup 8000g'de 1 dakika santrifiij
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edilmistir. Devaminda yikama tamponu II kullanilarak ayni islem tekrarlanmistir.
Toplama tiipleri atilarak yeni bir steril 1.5 mL mikrosantrifiyj tiipii ile degistirilmistir.
Kolona 200 pL eliisyon tamponu eklendi, oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi ve
8000 g'de 1 dakika daha santrifiijlendi. DNA igeren mikrosantrifiij tiipleri etiketlenerek
-20°C'de saklandi.

3.3.3. Molekiiler Dogrulama

Morfolojik ¢alismalarin molekiiler olarak dogrulanmasi Smith & Fonseca'ya
(2004) tarafindan belirlenen ve morfolojik olarak Cx. pipiens kompleks {iiyelerine
oldukga benzeyen Cx. torrentium tiiriiniin jel goriintiilerinden ayrimini saglayan ve
al¢ak dipterlerde bulunan ace-2 gen bdlgesinin ¢ogaltilmasi ile gergeklestirilmistir.
PZR islemi i¢in

ACEquin (5'- CTTCTTGAATGGCTGTGGCA-3)),

ACEpip (5-GAAACAACGACGTATGTACT-3),

ACEtorr (5'-TGCCTGTGCTACCAGTGATGTT-3') ve

B1246 (5-TGGAGCCTCCTCTTCACGGC-3' ) primer dizileri kullanildi.
PZR islemi i¢in kullanilan master miks 30 pLhacim igin 100 ng genomik DNA, 1x
tampon,2.5 mM MgCly, her biri 250 mM dNTP, her biri 100 nM primer ve 1 {inite
Biolabs® Taq polimeraz kullanildi. PZR kosullari, ilk denatiirasyon i¢in 94°C'de 5
dakikalik bir dongii ve 35 dongii boyunca 94°C'de 30 saniye denatiirasyon, 56°C de30
saniye baglanmave 72° C'de 60 saniye uzama Ve son uzatma i¢in 72°C'de 5 dakika
olacak sekilde yapildi. Elde edilen amplikonlar, %1.5 agaroz jel kullanilarak
goriintlilendi. Tiir teshislerinin dogrulanmasi daha 6nce yazar tarafindan belirlenen Cx.
pipiens i¢in 610 bp, Cx. quinquefasciatus 274 bp ve Cx. pallens 478 bp ve Cx.
torrentium igin 500 bp jel goriintiilerine gore ayrim yapildi (Smith ve Fonseca, 2004).

Orneklerden elde edilen jel goriintiileri Sekil 3°de verilmistir.
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Sekil 3. Orneklerden elde edilen ace-2 ye ait jel goriintiileri

3.3.4. Hedef Gen Bolgesi Mutasyon Taramalar:

3.3.4.1. kdr Mutasyon Taramasi

Voltaj-duyarli sodyum kanali (Vssc) genindeki mutasyondan kaynaklanan
hedef bolge duyarsizligina neden olan kdr direnci taramalar1 yapilmast igin alanlardan
rastgele secilen ve morfolojik ve molekiiler dogrulamasit yapilmig Ornekler
kullanilmistir. Orneklerin jel goriintiilerinden direncin belirlenmesi i¢in her bdlgeden
50’ser olmak iizere toplam 1650 &rnek ile calisilmustir. Orneklerin PZR islemi
Martinez-Torres vd. (1998) gore yapilmistir. PZR islemi es zamanli olarak 2 PZR
seklinde olarak yapildi. Tk PZR islemi icin Cgd1 (5° GTG GAA CTTCAC CGACTT
C 3’),Cgd2 (5 GCA AGG CTA AGA AAA GGT TAA G 3”) ve Cgd3 (5’CCA CCG
TAG TGA TAG GAA ATT TA 3°), primerleri kullamlarak gerceklestirildi. Uginci
PZR islemi i¢in Cgd1 (5 GTG GAA CTTCAC CGACTT C 3’),Cgd2 (5 GCA AGG
CTA AGA AAAGGTTAAG3’)veCgd4d (5 CCACCGTAG TGA TAG GAA ATT
TT 3”) primerleri kullanilarak reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Her iki PZR i¢in PZR
master mixi Biolabs® Taq Polymerase kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR
karisimi igerigi 3 pL Buffer (10X), 3 uL MgClz (25 mM), 1,5 uL 2.5 mM dNTP mix,
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1’er puL her bir primerden (Primer ileri-Cgdl (20 uM), Primer geri-Cgd2 (20 uM),
Primer ileri-Cgd3 (20 uM), 0,5 pL. Taq DNA Polimeraz (5 U/ puL), 5 uL Kalip DNA
ve toplam hacim 25 pl olacak sekilde ddH.0 (sterildistile su) kullanilarak
hazirlanmistir.Elde edilen karisim igin PZR reaksiyonu kosullar1 ise su sekildedir:
95°C’de, 15 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, takip eden 40 dongii boyunca 94 °C’de
30 saniye ve 48 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 30 sn son uzama i¢in 72 °C’de 10 dakika
olacak sekilde T100 ™Thermal Cycler—Bio-Rad® PZR cihaz1 ile yapilmstir.Elde
edilen PZR iirtinleri %1.5’luk agaroz jel elektroforezi sonucunda bant biiyiikliiklerine
gore heterozigot direngli ya da homozigot direngli ya da homozigot duyarli olarak
Sekil 4°de verilen ve daha 6nce yazar tarafindan tanimlanan bant biiyiikliklerine gore

siniflandirildi.

A 481-510 bp (genel bant)

354-383 bp (duyarl bant)

——
m——
—
| e——
| —
pum—

L Cgd3 Cgd4 Cgd3 Cgd4 Cgd3 Cgd4

S R H

Sekil 4. kdr gen bolgesinin yerlesimi ve agaroz jel elektroforezi goriintiisii (S=
duyarli, R=direncli, H= heterozigot) (Martinez-Torres vd., 1999).
kdr gen bolgesinde 1014. noktada bulunan mutasyonlarin ve yeni mutasyon
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tiplerinin belirlenmesi i¢in her bolgeden 10’ar o6rnek kullanilarak islemi
gerceklestirildi. kdr gen bolgesi PZR islemi daha once gerceklerstirilen PZR
karistmindan farkli olarak yanlizca Cgdl ve geri Cgd2 primerlerikullanilarak tek
adimda gergeklestirilmistir. Kullanilan PZR kosullar1 daha 6nce belirtilen kosullar
altinda gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri % 1,5’1uk agaroz jel elektroforezi
sonucunda net bantlar elde edilen amplifikasyon iiriinleri dizileme yapilana kadar -20

°C kosulunda muhafaza edilmistir.

3.3.4.2. ace-1 Direnci Mutasyon Taramasi

3.3.4.2.1. F290V Mutasyonu

F290V mutasyonunu direng frekansini belirlenmesi i¢in her bolgeden 50 6rnek
olacak sekilde toplam 1650 6rnegin PZR islemi gergeklestirildi. PZR iglemi i¢in Valdir
(5°’ACG CTG GGG ATC TGC GAG G3’), Valrev (5°TCC ACA ACC GGA ACG
AAC GGA AA3’), CxEx5dir (5°GTC TGG CCG AGG CCG TCA3’), CxKrev2
(5’TGC TTC TGT GCG TGT ACA GG3’) primer setleri kullanilmistir (Weill vd.,
2004; Alout vd., 2007b). PZR master mix igerigi 3 uL Buffer(10X), 3 uL MgCl. (25
mM), 1,5 uL 2.5 mM dNTP Mix, 1er uL her bir primerden (Valdir (20 uM), Valrev
(20 uM), CxEx5dir (20 uM), CxKrev2(20 uM), 0,5 uL. Taq DNA Polimeraz (5 U/ pL),
5 uL Kalip DNA ve toplam hacim 25 pL olacak sekilde ddH20 Biolabs® Taq
polymeraz kiti kullanilarak hazirlanmistir.PZR islemi T100 ™Thermal Cycler—Bio-
Rad ® PZR cihazi ile yapilmistir. PZR reaksiyon kosullar1 baglangig i¢in 95 °C’de 15
dakika ve takip eden 30 dongli boyunca 94 °C’de 30 saniye, 51 °C’de 30 saniye, 72
C°de 40 saniye ve son olarak olarak 72 °C’de 5 dakika final uzama olacak sekilde
gergeklestirildi. Elde edilen PZR’leri %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra Alout
vd., 2007b tarafindan belirlenen ve Sekil 5°te verilen bant biiyiikliiklerine goére

homozigot duyarli, homozigot direncli ve heterozigot direngli olarak siniflandirildi.
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Sekil 5. ace-1 F290V gen bolgesinin yerlesimi ve agaroz jel elektroforezi goriintiisii

F290V mutasyonu varyasyonunun arastirilmasi i¢in her bolgeden 10 ar 6rnek
alinarak ikinci bir PZR islemi gerceklestirildi. PZR karisiminda ilk karisimdan farkli
olarak CxEx5dir ve CxKrev2 primerleri kullanilmistir. Elde edilen PZR iirtinleri %1,5’

lik agaroz jelde gortntiilendikten sonra pozitif 6rnekler ile sekanslama yapilmistir.

3.3.4.2.2. G119S Mutasyon Bolgesinin Cogaltilmasi

ace-1 gen bolgesindeki G119S mutasyonunu direng frekansinin belirlenmesi
icin her bolgeden 10 6rnek olacak sekilde PZR islemi gergeklestirildi. PZR islemi
icinCxEx3dir (5’CGA CTC GGA CCC ACT GGT3’) ileri ve CxEx3rev (5’GTT CTG
ATC AAA CAG CCC CGC3’) geri primerleri kullanilmistir. PZR karigimi olarak 3
uL Buffer (10X), 3 uL MgCl2 (25 mM), 1,5 uL 2.5 Mm dNTP Mix, 1’er uL her bir
primerden (CxEx3rev (20 uM), CxEx3dir (20 uM), ,0,5 uL. Tag DNA Polimeraz (5 U/
uL), 5 uL Kalip DNA ve toplam hacim 30 pL olacak sekilde ddH20 Biolabs® Taq
polimeraz kiti kullanilarak hazirlanmistir. Reaksiyon dongiisii 95 °C’de 15 dakika
baslangi¢ denatiirasyonu, 94 °C’de 30 sn ve 60 °C’de 30 sn, 72 °C’de 30 saniye olacak
sekilde 32 déngii yapilmistir. Son uzama icin 72 °C de bes dakika bekletildikten sonra
reaksiyon sonlandirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu dongiileri sonucunda elde
edilmis olan PZR {irtinleri % 1,5'lik agaroz jelde 100 bazgiftlik (b¢) DNA biiytikliik
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belirteci ile birlikte elektroforezi yapilmistir. Elde edilen ve kontrolii yapilan

amplifikasyon iiriinleri dizileme yapilana kadar -20 °C kosulunda muhafaza edilmistir.

3.3.5. Veri Analizleri

Dogal sivrisinek popiilasyonlarinda PASA yontemi ile belirlenen frekanslar,
GenAlEx (ver. 6.5) yaziliminda Hardy-Weinberg beklentileri ile karsilastirildi. Yapay
ve tarimsal alanlardan gelen frekanslar arasindaki farklar AMOVA testi kullanilarak
incelenmistir (Diren¢ kodonlar1 kullanilarak Arlequin programinda hesaplanmaistir).
Ham dizi verileri Mega 7 programlar ile islenmistir. Gen bolgelerindeki SNP
mutasyon noktalari, Martinez-Torres vd. (1998), Alout vd. (2007a) ve Weill vd. (2004)

tarafindan incelenmis ve SNP'lerin frekanslar1 hesaplanmustir.
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4. SONUCLAR

Calismada Cx. pipiens kompleksine aittoplam 1650 adet 6rnek ile galisilmistir.
Toplanan Cx. pipiens kompleksi {iyeleri tiim 6rnekleme noktalarindan larva ve bazi
bolgelerde ergin olarak toplanmistir. Larva toplama alanlarinda daha ¢ok kullanilmis
lastiklerin i¢ kisimlari tercih edildi (yaklasik %39,394). Diger larva yasam alanlari ise
su birikintileri, mermer, metal ve plastik kaplar, sulama kanallar1 ve golet olarak
secildi.

Morfolojik tanmlamalart yapilan CX. pipiens drneklerimolekiiler tanimlama

icinagaroz jel tizerinde yiiriitiilmiis ve yaklasik 600 bg'lik bantlar iirettigi goriilmiistiir.

4.1. DDT ve Piretroid Diren¢ Mutasyonlari

Culex pipiens kompleks tiirlerinde yayginolarak goriilen L1014F mutasyon
taramalari, PASA yontemi kullanilarak taranarak, taramalara ait 6rnek jel goriintiileri
Sekil 7°de verilmistir. Taramalar sonucunda, 8 ilden alinan 33 popiilasyonunduyarli
tip, heterozigot ve homozigot olmak tizere {i¢ alelinin tiimii i¢in farkli frekanslar
icerdigi goriildii. kdr duyarl: tip alelinde popiilasyonlarin frekansi 0 ile 0,700 arasinda
yer aldi. En yiiksek duyarlilik frekansi Arsin popiilasyonunda, en diisiik duyarlilik
frekans1 ise Dikmen popiilasyonunda gozlenmistir. Heterozigot frekans 0 ile 0,750
arasinda degisirken, lyidere popiilasyonu en yiiksek heterozigot alel frekansina sahipti.
Findikli popiilasyonunda ise hi¢ heterozigot alel bulunmadi. Bazi popiilasyonlarda ise
(Borgka, Arhavi, Ardesen, Pazar, lyidere, ikizdere, Arsine, Vakifkebir, Boyabat ve
Lacin populasyonlar) direng alel frekansinin sifir oldugu gortildii. Popiilasyon genotip
frekanslarinin ¢ogunun Hardy-Weinberg dengesine uygun olmadig belirlendi (p <
005). Ayrica, tim popiilasyonlarda dirence neden olan bir varyasyon varligi

dogrulanmistir (Tablo 2, Sekil 6).

27



Tablo 2. Culex pipiens'te PASA yontemine gore L1014 kdr mutasyonu i¢in genotip
ve varyant alel frekanslari, Hardy-Weinberg dengesi (x2) ve P degerleri (n = 50).

. " Alel frekanslari
11 Bolge N | 10141 L1014L/F L1014F vAF £ PV
Artvin 50 0,36 0,47 0,15 0,39 0,00 0,95
Hopa 50 0,26 0,41 032 052 139 0,23
Bor¢cka 50 0,38 0,61 0,00 0,30 9,87 0,00*
Artvin Arhavi 50 0,47 0,52 0,00 0,26 6,48 0,01*
Findiklh 50 0,28 0,00 0,71 0,71 50,00 0,00*
Ardesen 50 0,55 0,44 0,00 0,22 4,08 0,04*
Pazar 50 0,60 0,40 0,00 0,20 3,12 0,07
Hamidiye 50 0,33 0,37 0,29 047 3,09 0,07
Cayeli 50 0,17 0,76 0,05 0,44 15,17 0,00*
Rize 50 0,27 0,31 040 056 6,17 0,01*
iyidere 50 0,25 0,75 0,00 0,37 18,00 0,00*
Rize Ikizdere 50 0,66 0,33 0,00 0,16 2,00 0,15
Sirmene 50 0,51 0,25 0,22 0,35 9,68 0,00*
Arsin 50 0,70 0,30 000 0,15 155 0,21
Simela 50 0,25 0,50 0,25 0,50 0,00 1,00
Trabzon 50 0,55 0,22 0,22 0,33 12,50 0,00*
Akcgaabat 50 0,41 0,33 0,25 0,41 4,93 0,02*
Carsibast 50 0,44 0,33 0,22 0,38 4,46 0,03*
Trabzon Vakfikebir 50 0,33 0,66 0,00 0,33 12,50 0,00*
Giresun Gorele 50 0,62 0,25 0,12 0,25 555 0,01*
Turnasuyu 50 0,44 0,17 0,37 0,46 21,35 0,00*
Gilyal: 50 0,27 0,27 045 058 9,35 0,00*
Ordu Unye 50 0,30 0,50 0,19 0,44 0,00 0,92
Engiz 50 0,28 0,42 0,28 050 1,02 0,31
Carsamba 50 0,11 0,11 0,77 0,83 18,00 0,00*
Samsun Bafra 50 0,48 0,22 0,29 0,40 14,08 0,00*
Boyabat 50 0,50 0,50 0,00 0,25 5,55 0,01*
Sinop Lagin 50 0,60 0,40 0,00 0,20 3,12 0,07
Dikmen 50 0,00 0,25 0,75 087 1,02 0,31
Corum  Osmancik 50 0,25 0,25 050 0,62 10,88 0,00*
Merzifon 50 0,41 0,21 0,37 0,48 16,29 0,00*
Amasya 50 0,54 0,36 0,09 0,27 0,34 0,55
Amasya Saluca 50 0,33 0,22 0,44 0,55 15,12 0,00*
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Sekil 6. Culex pipiens'te PASA yontemine gore L1014 kdr mutasyonu dagilimlart

Sekil 7. kdr taramas1 amaciyla yapilmis olan PZR sonucunun %1,5’luk agaroz jel

elektroforezi 6rnek goriintiisii (x ile isaretlenen 6rnek ciftleri degerlendirmeye

alimmamuistir ve iist sirada Direngli, alt sirada Duyarli kontrol 6rnegi kullanilmistir).
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4.2.  Organofosfat/karbamat Diren¢ Mutasyonlari

Organofosfat/karbamat direncine neden olan F290V mutasyonu taramalar1
PASA yontemi kullanilarak yapildi. F290V mutasyonuna ait 6rnek jel goriintiisii Sekil
8’de verilmistir. Dirence ait dagilim frekanslar1 haritasit Sekil 9 da verilmistir.
Taramalarda, duyarli tip alelin frekansinin yiiksek, direngli alellerin frekansinin ise
oldukga diisiik oldugu goriilmiistiir. Duyarl: tip alel frekanslariningenel olarak 0,6 ile
1 arasinda degistigi ve en yiiksek duyarli alel frekansmin Ardesen, Cayeli, Unye ve
Merzifon popiilasyonlarinda bulundugu gozlendi. Direngli alel frekansinda O ile 0,05
arasinda yigilma gozlendi, en yiiksek direngli alel frekansi Arsin popiilasyonunda
gdzlenmistir. Varyant alel Ardesen, Cayeli, Unye ve Merzifon popiilasyonlar1 disinda
tiim popiilasyonlarda bulunmustur.Popiilasyon genotip frekanslari Findikli, Arsin ve
Siirmene populasyonlari disinda Hardy-Weinberg dengesine uygun bulunmamistir
(Tablo 3).

b
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Sekil 8. ace-1 bolgesi F290V mutasyonu taramas1 amaciyla yapilmis olan PZR
%1,5’luk agaroz jel elektroforezi 6rnek goriintiisii
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Sekil 9. Culex pipiens'te PASA yontemine gore F290 kdr mutasyonu dagilimlart
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Tablo 3. PASA yontemine gore Cx. pipiens kompleksinde F290 ace mutasyonu igin
genotip ve varyant alel frekanslar1 Hardy-Weinberg dengesi (y2) ve P degerleri

Alel frekanslari
il Bolge N ¥ Pv
F290F F290F/VV F290V VAF
Artvin 50 0,7 0,28 0,02 0,16 0,08 0,76
Hopa 50 0,86 0,14 0,00 0,07 0,28 0,59
Borcka 50 0,64 0,34 0,02 019 054 045
Artvin Arhavi 50 0,84 0,16 0,00 0,08 037 0,53
Findikli 50 0,02 0,96 0,02 0,50 42,32 0,00*
Ardesen 50 1 0,00 0,00 000 - -
Pazar 50 0,92 0,08 0,00 0,04 0,08 0,76
Hamidiye 50 0,94 0,06 0,00 0,03 0,04 0,82
Cayeli 50 1 0,00 0,00 000 - -
Rize 50 0,86 0,14 0,00 0,07 0,28 0,59
Iyidere 50 0,66 0,34 0,00 0,17 2,09 0,14
Rize Ikizdere 50 0,92 0,08 0,00 0,04 0,08 0,76
Siirmene 50 0,38 0,62 0,00 0,31 10,09 0,00*
Arsin 50 0,8 0,15 0,05 0,13 7,26 0,00*
Stimela 50 0,68 0,28 0,04 018 0,13 0,71
Trabzon 50 0,86 0,14 0,00 0,07 0,28 0,59
Akgaabat 50 0,72 0,26 0,02 015 0,01 0,89
Cargibast 50 0,78 0,2 0,02 012 0,14 0,70
Trabzon Vakfikebir 50 0,84 0,16 0,00 0,08 0,37 0,53
Giresun  Gorele 50 0,8 0,18 0,02 011 0,32 0,56
Turnasuyu 50 0,86 0,14 0,00 0,07 0,28 0,55
Giilyah 50 0,84 0,14 0,02 0,09 1,05 0,30
Ordu Unye 50 1 0,00 0,00 000 - -
Engiz 50 0,82 0,16 002 01 061 043
Cargamba 50 0,62 0,34 0,04 021 0,03 0,86
Samsun Bafra 50 0,92 0,08 0,00 0,04 0,08 0,76
Boyabat 50 0,76 0,2 0,04 014 143 0,23
Sinop Lagin 50 0,72 0,26 0,02 0,15 0,01 0,89
Dikmen 50 0,78 0,2 0,02 0,12 0,14 0,70
Corum  Osmancik 50 0,82 0,16 0,02 0,1 0,61 0,43
Merzifon 50 1 0 0,00 0,00 - -
Amasya 50 0,66 0,3 0,04 0,19 0,032 0,858
Amasya Saluca 50 0,84 0,16 0,00 0,08 0,378 0,539
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G119S mutasyon taramasi, sekans analizi ile gergeklestirildi. Duyarli tip
genotipin frekansi yiiksek, direngli alellerin frekanslari ise oldukca diisiik bulundu.
Duyarli tip genotip frekanslar1 0,3 ile 0,8 arasinda degismekte olup, en yiiksek alel
frekans1 Rize, lyidere, Arsin, Carsibasi, Unye'de gdzlenmistir. Direngli genotip
frekans1 0,5'e kadar ¢ikmis ve en yliksek alel frekanst Merzifon populasyonunda
gozlenmistir. Varyant aleli tim popiilasyonlarda bulunmustur. Bafra, Dikmen,
Osmancik ve Amasya populasyonlarinin disinda populasyon genotip frekanslarinin
Hardy-Weinberg dengesine uygun olmadigi goriildii (Tablo 4). Dirence ait frekans

dagilim haritasi ise Sekil 10°da verilmistir.

G119S mutasyonu
B G119
B G119§S
KARADEN1Z B G1%s
\\;
o 0 o ® |
L¥Y N 09 #00
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Sekil 8. Culex pipiens'te PASA yontemine gore G119S ace mutasyonu dagilimlari
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Tablo 4. Sekans verilerine gére Cx. pipiens'te G119 ace-1 mutasyonu igin genotip ve
varyant alel frekanslar1 (VAF) Hardy-Weinberg dengesi (y2) ve P degerleri
(belirtilmedik¢e n = 10)

. Genotip frekanslar:
Il Bolge v P
G119G  Gl119G/S  G119S VAF

Artvin 0.70 0.30 0.00 0.15 0.31 0.57

Hopa 0.60 0.40 0.00 0.20 0.62 0.42

Borgka 0.60 0.40 0.00 0.20 0.62 0.42

Artvin Arhavi 0.50 0.30 0.20 0.35 116  0.28
Findiklt 0.60 0.20 0.20 0.30 2.74 0.09

Ardesen 0.50 0.30 0.20 0.35 1.16 0.28

Pazar 0.50 0.40 0.10 0.30 0.02 0.88

Hamidiye 0.60 0.20 0.20 0.30 2.74 0.09

Cayeli 0.60 0.30 0.10 0.25 0.40 0.52

Rize 0.80 0.20 0.00 0.10 0.12 0.72

lyidere 0.80 0.20 0.00 0.10 0.12 0.72

Rize Ikizdere 0.70 0.30 0.00 0.15 0.31 0.57
S&“f%‘;e 0.66 0.33 000 016 036 0.54

Arsin 0.80 0.20 0.00 0.10 0.12 0.72

Stimela 0.60 0.20 0.20 0.30 2.74 0.09

Trabzon 0.60 0.20 0.20 0.30 2.74 0.09

Akcaabat 0.70 0.20 0.10 0.20 141 0.23

Carsibasi 0.80 0.20 0.00 0.10 0.123 0.72

Trabzon Vakfikebir 0.60 0.20 0.20 0.30 2.74 0.09
Giresun Gorele 0.60 0.30 0.10 0.25 0.40 0.52
Turnasuyu 0.60 0.40 0.00 0.20 0.62 0.42

Giilyal: 0.60 0.20 0.20 0.30 274  0.09

Ordu Unye 0.80 0.20 0.00 0.10 0.123 0.72
Engiz 0.50 0.30 0.20 0.35 116 0.28

Carsamba 0.60 0.20 0.20 0.30 2.74 0.09

Samsun Bafra 0.70 0.00 0.30 0.30 10.0  0.00*
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Tablo 4. (devam) Sekans verilerine gore Cx. pipiens'te G119 ace-1 mutasyonu igin
genotip ve varyant alel frekanslari (VAF) Hardy-Weinberg dengesi (x2) ve P
degerleri (belirtilmedikge n = 10)

. Genotip frekanslari
Il Bolge 1 P
G119G G119G/S G119S VAF

Boyabat

Sinop =9y 06 0.22 000 022 115 0.28
Lagin 0.50 0.40 0.10 0.30 0.02 0.88
Dikmen  0.70 0.10 0.20 0.25 5.38 0.02*
Corum Osmancik 0.70 0.00 0.30 0.30 10.0 0.00*
Amasya Merzifon 0.30 0.20 0.50 0.60 3.40 0.06
Amasya  0.60 0.10 0.30 0.35 6.09 0.01*
Saluca 0.60 0.20 0.20 030 274 0.09

4.3. Mutasyon Kombinasyonlari

Insektisit direnci ile iliskili olan kdr igin L1014 ve ace-1 i¢in G119 ile F290
lokuslar1 incelendiginde L1014F mutasyon noktasinda altt farkli genotip
kombinasyonu belirlendi. Tiim konumlar i¢in, TTA (16sin) kodonu en yiiksek frekansa
(0,679) sahipken, TTA/C (I6sin/fenilalanin), TTG (16sin), TTT/G (fenilalanin/I16sin)
kodonlarinin frekanslar1 oldukga diisiik olup degerleri sirasiyla 0,009, 0,006 ve 0,009
olarak gozlendi. Ayrica 16sin amino asitini kodlayan TTG kodonu sessiz bir mutasyon
olarak izlendi. Belirlenen gen kombinasyonlarinin frekanslar1 Tablo 5'te verilmistir.

Ace-1 geninin G119S bolgesinde dort farkli kodon belirlendi. Tim diziler
arasinda GGC (glisin) kodon ve AGC (serin) kodon frekanslari takip edilerek
degerlerinin sirastyla 0,709 ve 0,079 oldugu goriildi. Nokta mutasyonunun
heterozigot frekansinin (RGC) 0,176 oldugu, ATC ve ARC mutasyonlarinin sikliginin
ise popiilasyonda oldukga diisiik ve sirastyla 0,018 ve 0,015 degerlerine sahip oldugu
izlendi. Glisin/izolosin (6 popiilasyon) ve glisin/asparagin (5 popiilasyon) ikame
frekanslar1 oldukga diisiik ve belirlenen tiim popiilasyonlar i¢in 0,1 civarinda bulundu.
Bu tiir ikameler ilk olarak G119 lokusunda tanimlanmis, diger ace-1 geninde bulunan
ve dirence neden olan F290V mutasyon noktasinda ise TTT (fenilalanin) ve G/TTT
(valin/fenilalanin) kodon kombinasyonlar1 belirlenmis ve mutasyonlarin frekans

degerlerisirasiyla 0,842 ve 0,158 olarak bulundu (Tablo 5).
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Tablo 5. kdr L1014F ve ace-1 G119S, F290V mutasyon sitelerindeki kodon
kombinasyonlari ve bunlarin frekanslar1 (W:A veya T, M:A veya C, K:G veya T ve
R:A veya G; n = konum bagina 10)

L1014F G119S F290V
Bolge
TTA TTW TTT TTM TTG TTK GGC AGC RGC ATC ARC TTT KTT
Artvin 04 03 01 - 01 01 o038 - 01 01 - 08 02
Hopa 0.7 0.3 - - - - 0.7 - 0.2 - 01 09 01
Borgka 05 03 01 - - 01 038 - 0.2 - - 09 01
Arhavi 0.7 0.3 - - - - 06 01 02 01 - 09 01
Findikl1 02 07 01 - - - 0.8 - 0.2 - - 08 0.2
Ardesen 09 01 - - - - 05 02 03 - - 1.0 -
Pazar 08 0.2 - - - - 06 01 03 - - 09 01
Hamidiye 08 01 0.1 - - - 0.7 01 02 - - 0.8 0.2
Cayeli 09 01 - - - - 06 01 03 - - 1.0 -
Rize 0.7 0.2 - 0.1 - - 0.8 - 0.2 - - 0.8 0.2
lyidere 05 02 02 01 - - 0.8 - 0.2 - - 0.7 03
Ikizdere 1.0 - - - - - 0.8 - 0.2 - - 0.8 0.2
Siirmene 04 05 - 0.1 - - 0.7 - 0.2 - 01 06 04
Arsin 08 01 01 - - - 0.8 - 0.2 - - 09 01
Siimela 06 02 02 - - - 07 01 01 01 - 0.7 03
Trabzon 07 02 01 - - - 07 02 01 - - 09 01
Akgaabat 06 0.3 0.1 - - - 0.8 - 0.1 - 01 07 03
Carsibasi 07 02 01 - - - 0.9 - 0.1 - - 08 0.2
Vakfikebir 0.8 0.2 - - - - 0.7 01 02 - - 0.8 0.2
Gorele 0.7 03 - - - - 0.8 - 0.2 - - 0.7 03
Turnasuyu 0.7 0.2 0.1 - - - 0.8 - 0.1 - 01 08 0.2
Giilyah 07 02 01 - - - 0.7 - 0.3 - - 09 01
Unye 09 01 - - - - 0.8 - 0.2 - - 1.0 -
Engiz 07 02 01 - - - 06 01 03 - - 09 01
Carsamba 05 04 0.1 - - - 06 02 02 - - 0.7 03
Bafra 06 0.2 - - 01 01 08 01 - - 01 1.0 -
Boyabat 05 04 01 - - - 0.8 - 0.1 - - 0.7 03
Lagin 06 03 01 - - - 05 01 03 01 - 08 02
Dikmen 06 02 02 - - - 07 02 01 - - 08 02
Osmancitk 05 03 0.2 - - - 08 0.2 - - - 09 01
Merzifon 1.0 - - - - - 05 03 01 01 - 1.0 -
Amasya 08 01 01 - - - 06 03 01 - - 09 01
Saluca 0.9 - 0.1 - - - 06 01 02 01 - 1.0 -
Total 0.67 0.22 0.07 0.00 0.00 0.00 0.70 0.07 0.17 0.01 0.01 0.84 0.15

4.4. AMOVA Analizleri

Seviye 1'deki Corine arazi ortiisiinde kdr ve ace-1 direncini belirlemek igin
AMOVA analizi yapildi. Gruplar aras1 kdr direnci varyans bileseni analizi diigiik
(9%0.61) ve FCT mesafesi 0.24242 (P > 0.05) bulundu. Popiilasyonlar arasindaki farkin
yiiksek oldugu ve FST degerinin %75,3 gibi diisiik bir mesafe ortaya koydugu
goriildii(P < 0,005). Seviye 1 sonuglarinda Corine arazi ortiisiinde ace-1 F290V bolge
direnci ile yapilan AMOVA analizi, kdr diren¢ analizi ile benzerlik gdstermistir.

Gruplar aras1 varyans -%0,98 ve FCT degeri 0,21798 (P > 0,05) olarakizlendi.
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Popiilasyonlar arasindaki varyans bileseni gruplar icinde ve popiilasyonlar i¢inde
strastyla 0,00343 (%21,0) ve 0,01229 (9%79,0) olarak alinirken FSC ve FST degerleri
sirastyla 0,21032 ve -0,00980 alind1 (P > 0,05). G119S i¢in bélge analizinin, gruplar
ve popiilasyonlar arasinda herhangi bir 6nemli farklilik ortaya ¢ikarmadigi goriildii.
FCT, FSC ve FST istatistikleri, test edilen konumlar arasinda en diisiik olantydr ve

aralarinda 6nemli bir fark bulunmad: (Tablo 6).

Tablo 6. Culex pipiens L1014F ve F290V, G119S mutasyonlarmnin iki grubunun
(yapay alanlar ve tarim alanlar1) Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA)

Varyans bilesenleri (varyasyonun yiizdesi) F-statistigi
Capraz Gruplar  Cruplaricindeki L
kargilastirma P popiilasyonlar  ~ CPY2VOMAT £oT psc FsT
arasinda icinde
arasinda
L1014F 0.00 0.02 (24.9%) 0.07 (75.3%) 0.24 0.24* 0.00*
(0.61%) ' ' ' ' ' ' '
F290V 09y 0.00 (21.0%) 0.01(79.0%) 0.21 0.21* -0.00*
0.98%) . . . . . . .
-0.00 (- .
G119S 0.64%) 0.00 (0.29%) 0.08 (100%) 0.00 0.00 -0.00
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5. TARTISMA

Culex pipiens, insanlarda kan emme yoluyla rahatsizlik olusturan ve insan ve
hayvan saglig1 i¢in 6nemli olan birgok patojenin vektoriidiir. Bu nedenle vektor kontrol
caligmalar1 genellikle bir¢ok alanda bu tiirii hedef almaktadir. Bununla birlikte, vektor
kontrol caligmalar1 insektisit direncinin gelisimine neden olmaktadir.Bu tiiriin
insektisit direncinin belirlenmesi bu tiirle yapilacak olan ya da yapilmasi planlanan
saha uygulamalarmin daha etlkili sonuglar vermesine yardimci olacaktir. Tarimsal
amagl insektisit uygulamalar1 bir¢ok tarim alaninda sivrisinek tiirleri i¢in seleksiyon
baskisini desteklemistir (Awolola vd., 2007; Akmer vd., 2013). Benzer sekilde hem
vektorel miicadele hemde verdikleri rahatsizlik sebebiyle kentsel alanlarda kullanilan
insektisitler de bu bolgelerdeki ve gog¢ edebildigi alanlardaki insektisit segilim
baskisini arttirmaktadir.Gerek tarimsal zararlilar gerekse vektor miicadelesinde
Piretroit, organofosfat ve karbamat grubu insektisitler siklikla tercih edilen
insektisitlerdir. DDT ve diger organoklorlu insektisitler ise geg¢miste bocek
miicadelesinde kullanilmis insektisitlerdir. Ancak bu alanlarda kullanilan insektisit
miktarlar1 ve gesitleri arasinda ne sekilde farkliliklar bulundugu bilinmemektedir. Bu
nedenle, farkli alanlardan gelen insektisit se¢ilim baskisina gore farkli alanlarda vgsc
ve ace-1 gen frekanslar farkli olacaktir.Yapilan bu ¢alismada Tiirkiye'nin Orta ve
Dogu Karadeniz Bolgesi'ndeki Cx. pipens kompleks tiirlerinde insektisit direnci ile
ilgili vgsc ve ace-1 genlerindeki mutasyonlar arastirildi. Ikinci olarak, insektisit
direnci ile ilgili farkli alellerin frekanslarin yapay (insan tarafindan insa edilen veya
degistirilen) alanlar ve tarim alanlarindaki olas1 farkliliklar1 karsilastirildi. Ek olarak,
insektisit direnci ile ilgili genetik lokuslarda yeni mutasyon tiplerinin varligiarastirildi.

Voltaj kapili sodyum kanallari, hiicre zarmin elektiriksel potansiyelinin
ayarlanmasindan sorumludur (Yu ve Catterall, 2003). Kanal proteini kodlayan gen
bolgesinde meydana gelen mutasyonlar boceklerde dirence neden olmaktadir.
Glintimiizde 50 den fazla sodyum kanal proteini genlerinde nokta mutasyonu
belirlenmistir (Dong vd., 2014; Rinkevich vd., 2013). Ancak bu nokta
mutasyonlarindanCulex pipiens tiirlerinde de goriillen 1014. pozisyondaki 16sini
kodlayan TTA kodonunun; fenilalanini kodlayan TTT, serini kodlaya TCA, sisteini
kodlayan TGT kodonlarina doniismesi ile ortaya ¢ikan knockdown direncien ¢ok
bilinen direng tipidir (Scott vd., 2015; Tmimi vd., 2018). L1014F mutasyonu ilk olarak
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Piretroid grubu insektisitler ve DDT ile ilgili Musca domestica L.'de kesfedilmistir
(Chandrasiri vd., 2020). Ilerleyen yillarda pek ¢ok bocek tiiriinde bu mutasyon
belirlenmistir ve dirence neden oldugu kesin olarak bilinmektedir (Rinkevich, 2013;
Demirtas, 2017; Martinez-Torres vd., 1998; Scott vd., 2015; Shi vd., 2015; Bkhache
vd., 2019; Wang vd., 2015; Taskin vd., 2016). Yerel ve bolgesel dlgeklerde piretroid
ve DDT direnci ile ilgili farkli alel kombinasyonlarinin frekanslar1 hakkinda temel
verilerin elde edilmesi 6nemlidir (Wang vd., 2012). Bununla birlikte duyarl: tip olarak
bilinen ve 16sini kodlayan Vgsc L1014 (TTA) kodonunun, tiim popiilasyonlardavarligi
belirlenmis ve farkli ¢alismalarda elde edilen sonuglarda allel frekanslar1 farkli
popiilasyonlarda farklilik gostermistir (Martinez-Torres vd., 1998; Scott vd., 2015; Shi
vd., 2015; Wang vd., 2015; Bkhache vd., 2019; Taskin vd., 2016).

Tez calismamizda elde ettigimiz sonuglarimiz igerisinde, duyarli tip ve direncli
tip olmak tizeregenotipler igerisinde ti¢ farkli sessiz mutasyon belirlenmistir. Bu sessiz
mutasyonlardan biri 16sini kodlayan TTA kodonunun yine l6sini kodlayan TTG
kodonuna doniismesiyle olsusan sessiz mutasyondur ve homozigot olarak
bulunmaktadir. Diger sessiz mutasyon ise direcli tip fenotipe sebep olan ve fenil
alanini kodlayan TTT kodonunun yine fenil alanini kodlayan TTC kodonuna
donigmesiyle olusan mutasyondur ve heterozigot olarak bulunmaktadir. Her ne kadar
calismamizda bulunan bu sessiz mutasyon tipleri nemsiz olarak goriilse de zamanla
bu kodonlarda ortaya ¢ikacak olan yeni mutasyonlar bu kodonlarin yeni animo asitleri
kodlamasina neden olabilir. Calismada 1014 noktasinda kdr direnci ile ilgili 4 farkli
kodon tipi belirlendi ve bunlar TTA homozigot duyarli, TTW (A/T) heterozigot
direngli, TTT homozigot direngli, sessiz mutasyonluheterozigot direngliTTM (A/C) ve
duyarl sessiz mutasyonluhomozigotTTG ve sessiz mutasyonlu heterozigot direncli
TTK (G/T) genotipleridir.Ponce vd. (2016), Culex quinguefasciatus (Say, 1823)
(Diptera: Culicidae) popiilasyonlarinda sistein, histidin, serin veya triptofan ile ¢esitli
ikameler bildirmistir. Sonuglarimiz alti tip genotip ortaya cikarsa da, genotipler
yanlizca iki tip amino asit ¢esidi ortaya ¢ikarmaktadir.Elde edilen sonuglarimizda A
niikleotidi Tniikleotidine, Antikleotidi Cniikleotidine ve AniikleotidiGniikleotidine
doniistiigii mutasyon tipleri saptanmis olup bu mutasyon tiplerinden Aniikleotidinden
Tniikleotidine doniisiimiin oldugu mutasyon tipinin frekansi yliksek bulunmustur.

Roberts ve Andre (1994), Sri Lanka’da Cx quinquefasciatus'teAniikleotidinden

39



Cniikleotidine donilisiimiin oldugu mutasyonlarin baskin oldugunu bildirmesine
ragmen, Chandrasiri ve arkadaslar1 (2020), daha sonraki yillarda yaptiklari ¢alismada
Sri Lanka’da Cx. quinquefasciatus popiilasyonlarinda Adenin niikleotidinden Timin
niikleotidine doniisiimiin oldugu mutasyonlarin baskin oldugunu buldu. Bu sonuglar,
mutasyon frekanslarinin zamanla degisebilecegini ve insektisit direncinin dinamik bir
stirec oldugunu gostermistir. Ayrica Taskin ve arkadaslart (2016) Tiirkiye’de
yaptiklar1 ¢aligmalarda Cx. pipiens populasyonlarinda da 1014. kodonuniigiincii
konumundaki Aniikleotidinden T niikleotidine ve Aniikleotidinden Cniikleotidine
donilisimiin oldugu mutasyon tiplerinin varhigini gormiisler ve ayrica yaptiklar
caligmalarinda Aniikleotidinden T niikleotidine doniistimiin oldugu mutasyon tipinin
baskin mutasyon tipi oldugunu belirtmiglerdir. Losini kodlayan TTG kodon
mutasyonu, calismanin baz1 popiilasyonlarinda (Artvin, Borcka ve Bafra
popiilasyonlar1) homozigot ve heterozigot olarak belirlendi. Bu sessiz mutasyon tipi
onceki caligmalarda da Cin'de Anopheles sinensis (Wiedemann, 1828) (Diptera:
Culicidae)'de tespit edilmistir (Zhong vd., 2013; Wang vd., 2015). Bununla birlikte,
Cx.pipiens kompleks tiirlerinde bu mutasyon tipine iliskin daha once bir rapor
bulunmamaktadir. Duyarli alelin (L1014L) ortalama frekansi, ¢alismamizda nispeten
yiiksekti (0.2-0.9). Heterozigot ve homozigot direng tipi alellerin sikligi, Tiirkiye'deki
Orta ve Dogu Karadeniz popiilasyonlarinda orta veya diisiik diizeyde direngle
desteklenebilir. Taskin ve arkadaslari (2016), Tirkiye'de Ege Bolgesi Cx. pipiens
populasyonlarindabu iki tip mutasyonun (L1014F ve L1014C) frekanslarinin
yiiksekoldugunu bildirdi. Ancak Ege Bolgesi’nde yiiksek frekansta bulunan L1014C
mutasyon tipi Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi Cx. pipiens popiilasyonlarinda
belirlenememistir. Tagkin ve digerleri, (2016) Tiirkiye’deki Cx. pipiens kompleksi
tiirlerinde kdr direncinin 6nemli bir insektisit direnci mekanizmasi olabilecegini
belirtmislerdir.

Calisilan popiilasyonlardaki kdr alel frekanslar1 genel olarak Hardy-Weinberg
beklentisi i¢in uygun degildi ve fark istatistiksel olarak anlamli degildi (P < 0.05). Bu
durum, bu alanlardaki direng¢ se¢ilim baskisi ile iliskilendirilebilir. Borgka, Arhavi,
Ardesen, lyidere, Vakfikebir, Boyabat ve Cayeli populasyonlarinda homozigot
direngli genotip frekanslar sifir veya oldukga diisiik, heterozigot genotip frekanslar

ise yiiksek bulunmustur. Bu durum, bu konumlarda bir denge segilimi oldugunu
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gosterebilir. Yiiksek direncli genotip frekanslar1 (Rize, Giilyali, Findikli, Carsamba ve
Osmancik populasyonlar1) bu alanlarda seleksiyon baskisinin devam etmesini
aciklayabilir. Disiik veya orta diizeyde L1014F mutasyonlari, DDT'nin Tiirkiye'de
sitma eradikasyonu kampanyasi ve bir¢cok alanda tarim i¢in uzun siireli kullanimin
gosterebilir. Tagkin ve arkadaslar1 (2016), ayn1 durumu Tiirkiye'nin Ege Bolgesi'nde
yaptiklari galigmalarinda yiiksek frekansta baska bir mutasyon olan L1014C'yi bularak
bildirmislerdir. Bu sonuglar1 permethrin ve bu alanlarda baska bir yeni insektisit
(piretroid) kullanimi ile iliskilendirdiler. Ek olarak, uzun siireli ve asir1 piretroid
kullaniminin ve o bolgedeki Cx. pipiens'e karsi asirt secilim baskisinin dneminden
bahsettiler.

ace-1 bolgesinde organofosfat ve karbamat direnci ile ilgili ti¢ farkli mutasyon
tanimlanmistir (Massouli vd., 1992). Sivrisineklerde (Cx.pipiens dahil) en yaygin
diren¢ mutasyon tipi, katalitik bolge etrafindaki ace-1 gen bolgesinde G119S olarak
tanimlanmustir (Weill vd., 2003). F290V mutasyonu, Cx. pipiens’te Kibris ve Akdeniz
bolgelerinde birkag kez belirlendi (Wirth ve Georghiou, 1996; Alout vd., 2009; Osta
vd., 2012; Taskin vd., 2016) Baska bir nokta mutasyonu (F331W) Direng ile ilgili
Dogu Asya’da bulunanCulex tritaeniorhynchus (Giles, 1901) (Diptera: Culicidae)
popiilasyonlarinda tanimlanmigtir (Nabeshima vd., 2004; Alout vd., 2007a,b).
Calismamizda ace-1 G119 pozisyonunda dort kombinasyon bulundu: GGC (glisin)
homozigot duyarli, AGC (serin) homozigot direngli, RGC (GGC/AGC) heterozigot
direncli ve izoldsin ile serin, asparagin ARC (AGC) kodlayan farkli kodon
kombinasyonlari /AAC). Dort kombinasyon bulunmasina ragmen, homozigot duyarl
frekanslar baskindi (0.709). Homozigot direngli frekanslar, test edilen popiilasyonlarin
yaklagik yaris1 kadar bulundu, ancak frekanslar olduk¢a diisiik olarak bulunmustur
(0,079). Artvin, Hopa, Borcka, Bafra ve Osmancik disindaki tiim popiilasyonlarda
heterozigot direngli genotipler tespit edildi. Izolésin (ATC) veya asparagin/serin
(AAC/AGC) kodlayan diger tiirlerin frekanslar1 olduk¢a diisiik olarak saptanmstir.
Yapilan diger ¢aligmalarda Cx. pipiens ve diger sivrisinek tiirlerinde, GGC kodonunun
frekansinin yiiksek, AGC kodonunun frekansinin diisiik oldugunu bildirmiglerdir
(Alout vd., 2007b; Dabire vd., 2014; Taskin vd., 2016; Major vd., 2020). Sonuglarimiz
Akdeniz iilkelerinde yapilan ¢aligmalarin bulgulart ile uyumludur (Osta vd., 2012;

Kioulos vd., 2014). Bulunan yiiksek mutasyon frekanslari, Akdeniz Havzasi
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cevresindeki bdcek Oldiiriicii miidahalelerin ge¢misini yansitabilir ve muhtemelen
secilim baskisinin hala devam ettigini isaret etmektedir. Taskin ve arkadaslar1 (2016)
ayni durumu Tiirkiye'nin Ege Bolgesi'nde anlatmiglardir. Ayrica Cx. pipiens ve diger
sivrisinek tiirleri ile ilgili diger ¢alismalarda belirlenen ATC ve AAC kodonlari igin
herhangi bir kayda rastlanmamistir. Yeni kodon tipinin tiir iizerindeki etkisinin
belirlenmesi gerekmektedir. Bu bakimdan insektisit direncine katkilar1 aragtirilmalidir.
ace-1 gen kombinasyonu F290V'de ikinci mutasyon ¢alisma alaninda gézlenmistir. Bu
mutasyon tipleri Kibris’ta Cx. pipiens popiilasyonlarinda belirlenmistir. (Alout vd.,
2007b; Alout vd., 2009). G119S mutasyonu tiim diinyada tanimlanmis olmasina
ragmen, F290V Yunanistan, Fas, Tunus ve Tiirkiye gibi Akdeniz iilkelerinde nadiren
kaydedilmistir (Alout vd., 2007b; Kioulous vd., 2014; Ben Cheikh vd., 2019; Taskin
vd., 2016; Arich vd., 2021). Bu ¢alismada organofosfat/karbamat direncine neden olan
F290 mutasyon noktasinda iki farkli kodon kombinasyonu tanimlanmistir ve bu
kombinasyonlar TTT kodonu (duyarli tip) ve valini kodlayan GTT kodonu (direngli
tip) olmustur. TTT kodonunun tiim popiilasyonlardaki sikligi yiiksek ve degeri 0,842
idi. GTT kodonu popiilasyonlarda sadece heterozigot olarak saptanmigtir. Calismada
elde edilen sonuglar, Tiirkiye'nin Ege Bélgesi'nde elde edilen sonuglarla koreledir
(Tagkin vd., 2016). Tiim ace mutasyonlar1 i¢in, incelenen popiilasyonlar agiri
heterozigot egilimi gostermektedir. Bazi yazarlar tarafindan da benzer sonuglar elde
edilmistir (Taskin vd., 2016; Arich vd., 2021).

Sonuglarimiz, insektisit direnciyle ilgili farkli derecelerde hedef bolge
mutasyonunun varligin1 ortaya c¢ikarmistir. Hedef bolge mutasyonlar1 alanda
heterozigotluk gostermektedir ve mutasyonlarin derecesi alanda hala diisiik
goriilmektedir. Bu durum, insektisit direncinin dogas1 geregi gelecekte arazide
yapilacak kontrol uygulamalari i¢in sorunlara neden olacaktir. Elde edilen direng
frekanslar1 ile yapilan AMOVA analizlerinde yapay sahalar ile tarim arazileri
arasindaki diren¢ farklarinin diisiik oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte,
poplilasyonlar arasinda 6nemli farkliliklar vardi. Bu durum, insektisit direncinin alan
bazinda farklilik gostermedigini (insan ve tarim alanlarinin degistirilmesiyle insa
edilmis/degistirilmis veya gegici yetistirme alanlar1) ve insektisit direncinin, alanlarda
insektisit kullanilip kullanilmadigina bagh olarak farklilik gosterebilecegini ifade

etmektedir.
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