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ONSOZ

Bu ¢aligma Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji
Ana Bilim Dal1 Yiiksek Lisans Programinda gerceklestirilen bu tezde iilkemizde yogun
bir sekilde insektisit kullanilmasin dogal sonucu olarak pek ¢ok bocek tiiriinde insektisit
direnci gelisimine neden olan molekiiler mekanizmalar arastirilmistir. Boceklerin
insektisitlere karsi gelistirdikleri direncin arastirilmasi ve bu anlamda 6nlem alinmast i¢in
detayli ve sistematik arastirma yapilmasi gerekliligi direncin multifaktoriyel olmasi
nedeniyle elzemdir. Planlanan bu tez ¢alismasinda iilkemizin Dogu Karadeniz Bolgesinde
yayilan, Bat1 Nil viriisii, Chikungunya, Rift vadisi atesi, Sindbis, Kunjin gibi viriislerin
insanlara bulastiriimasinda vektorliik yapan Culex pipiens kompleks tiirlerinde molekiiler
anlamda dirence neden olan kdr (Knock Down direnci) ve ace (Asetilkoliensteraz direnci)
gen bolgelerindeki mutasyonel farkliliklar ve bunun direng gelisimine olan katkist ile

olas1 kontrol problemlerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Yiiksek Lisans ogrenciligim ve tez calismam siirecinde benden destegini
esirgemeyen, her zaman bana ilham veren ve galisma azmimi artiran ¢ok degerli
danisman hocam Saym Yrd. Dog. Dr. M. Mustafa AKINER’e, degerli hocam Yrd. Dog.
Dr. Fatih Saban BERIS’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica labaratuar
calismalarimda yanimda olan degerli arkadasim Murat OZTURK ’e de biitiin kalbimle
tesekkiir ederim. Degerli jiiri liyesi hocalarima bana verdikleri desteklerden ve tezime

katkidalarindan 6tiirii ¢ok tesekkiir ederim.

Bugiinlere kadar gelmemde benden hicbir zaman desteklerini esirgemeyen fedakar
babam Ramazan DEMIRTAS’a, cefakar annem Hanim DEMIRTAS’a ve sevgili esim

Sedef A. DEMIRTAS’a minnet, siikran, en derin sevgi ve saygilarimi sunarim.
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OZET

ORTA ve DOGU KARADENIZ BOLDESINDE YAYILAN Culex pipiens kompleks
TURLERINDE kdr ve ace DIRENCI

Ridvan DEMIRTAS

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damismani: Yrd. Do¢. Dr. M. Mustafa AKINER

Yapilan bu tez galismasinda, insektisit direncinin molekiiler dogasinin belirlenmesi amaciyla Orta
ve Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yayilim gosteren Culex pipiens kompleks tiirlerine ait
popiilasyonlardan ornekleme yapilmustir. Toplanan 6rneklerin morfolojik olarak tiir ayrimi
yapildiktan sonra DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen PZR sonunda, kdr
L1014F, ace-1 F290V ( Agaroz jel elektroforezi goriintiisii ve dizileme), ace-1 G119S (dizileme)
mutasyonlarina gore direng durumu degerlendirilmigtir. kdr L104F bolgesi i¢in homozigot
direncli, homozigot duyarli ve heterozigot direncli bireylerin varligi gozlenmistir. Bélge bazinda
degismekle birlikte heterozigotlugun yiiksek oldugu, dizileme sonuglarina gore de
dogrulanmustir. ace-1 geni F290V mutasyonunun frekansinin bolge genelinde ¢ok diisiik oldugu
hem jel elektroforezi hemde sekans sonucuyla dogrulanmis ve alanda homozigot direngli birey
bulunmadigi gézlenmistir. ace-1 geni G119S mutasyonu bdlgesinde ise homozigot direngli birey
frekans1 diisiik seviyelerde, heterozigotlarin oram1 ise F290V mutasyonuna gore yiiksek
bulunmustur. Her ti¢ mutasyon bolgesi iginde alanda mutasyonlarin varligi belirlenmis ancak kdr
Mmutasyonunun orani ace mutasyonlarina gore yiiksek bulunmustur. Bu durum alanda hem
pyrethroidlere hem de organikfosforlu/karbamatli gruplara karsi var olan molekiiler direnci
dogrulamigtir. Her ii¢ bolgede de gozlenen mutasyon tipleri alanda segilim baskisinin
pyrethroidler bazinda yiiksek, organikfosforlu ve karbamatli gruplar bazinda diisiik oldugunu

gostermistir.

2017, 55 sayfa

Anahtar Kelimeler: Culex pipiens, ace direnci, kdr direnci, Dogu Karadeniz Bolgesi
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ABSTRACT

kdr and ace RESISTANCE OF Culex pipiens complex SPECIES THAT
DISTRIBUTED MIDDLE and EASTERN BLACKSEA REGION

Ridvan DEMIRTAS

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Asst. Prof. Dr. M. Mustafa AKINER

In this thesis study, Culex pipiens complex species populations that distributed in the Central and
Eastern Black Sea Region were sampled in order to determine the molecular nature of the
insecticide resistance. DNA isolation was carried out after morphologically identification of the
species which were collected. The resistance status was evaluated according to kdr L1014F, ace-
1 F290V (Agarose gel electrophoresis image and sequencing), ace-1 G119S (sequencing)
mutations at the end of the PCR. The presence of homozygous resistant, homozygous sensitive
and heterozygote resistant individuals for the kdr L104F locus was observed. The heterozygosity
was also high as confirmed by the sequencing results with regional variation. It was observed that
the frequency of the ace-1 gene F290V mutation was very low throughout the region. This result
confirmed both by gel electrophoresis and sequencing, and there was no homozygous resistant
individual in the field. In the ace-1 gene G119S mutation region, the frequency of homozygous
resistant individuals were found low level and the proportion of heterozygotes were found higher
than the F290V mutation. The presence of in all three mutations was determined throughout the
study region, but the rate of kdr mutation was found to be higher than that of ace mutations. This
confirms the existing molecular resistance to both the pyrethroids and the organophosphorus /
carbamate groups. The mutation types observed in all three regions showed that the selection

pressure was high on pyrethroids and low on organophosphorus/carbamate groups.

2017, 55 Pages

Keywords: Culex pipiens, ace resistance, kdr resistance, Eastern Black Sea region
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Sivrisinekler, insan ve hayvanlardan kan emmeleri ve insanlara rahatsizlik
vermeleri ile bilinirler. Kan emme 06zellikleri nedeniyle sarthumma, sitma, deng
hummasi, filarya ve arboviral ensefalitler gibi 6nemli 6nemli hastaliklarin vektorliigini
yaparlar. Giliniimiizde bilinen 182 arboviriis enfeksiyonundan 147°si sivrisinekler

tarafindan taginir ve bulastirilir (Kilig, 2015).

Kutup hari¢ tiim iklim kusaklarinda var olmalari, hizli iireyebilmeleri, kan emme
davranigsinda sogukkanli ve sicakkanli pek ¢ok canliyr tercih edebilmeleri nedeniyle
sivrisinekler bocekler igerisinde ve vektor tiirler arasinda ayricalikli bir konuma
sahiptirler (Akiner, 2009). Insan saglig1 acisindan oldukca énemli bir yere sahip olan
sivrisineler farkli cografyalarda ¢ok sayida problemlere yol agmaktadir. Diinyanin farkli
bolgelerinde sivrisineklerin neden oldugu hastaliklar; imparatorluklar yikmis, birinci ve
ikinci diinya savasinda, savas alaninda fazla insan kaybina neden olmus, ciddi salginlar
neticesinde niifus degisimlerine neden olmus, ¢ok biiyiik kitleleri etkilemis ve buna
paralel olarakta insan hareketlerinde, yerlesimlerinde ve yasam bigimlerinin

sekillenmelerinde 6nemli yer tutmustur (Demirpolat, 2016).

Ulkemiz kuzeydogusunda yer alan Orta ve Dogu Karadeniz Bélgesi Giircistan ile
sinir konumundadir. Tiirkiyenin en islek sinir kapislarindan biri olan Sarp sinir kapisi bu
bolgede yer almaktadir. Bu sinir kapisindan yilda binlerce yerli ve yabanci insan giris
¢ikis yapmaktadir. Bu smir kapisinin bu kadar iglek olmasi bolgeye gelebilecek bir
hastalik riskinide arttirmaktadir. Bélgede, hem yurt i¢i hemde yurt dis1 ulagima sahip olan
hava alanin bulunmasi, bolgenin sahip oldugu dogal giizellikler ve yaylalara sahip olmasi
sebebiyle cok sayida yerli ve yabanci turist gekmesi, Orta Karadeniz'in en biiylik ve en
islek limani olan Samsun limaninin bu bdlgede olmasi bu riski daha da arttirmaktadir.
Ayrica bolgede bulunan kuslarin Karadeniz’i dogrudan gegmek igin kizilirmak deltasini
kullanmasi bati nil viriisti gibi hastaliklarin bolgeye girme olasiligini arttirmaktadir. Bu
nedenle bu bdlgede yapilacak olan miicadele planinin iyi degerlendirilmesi ve olasi bir

risk karsisinda en hizli ve en etkin sekilde miicadele yapilmasi 6nemlidir.
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Sivrisineklerle bulagtirilan hastaliklarin engellenmesinde ve olas1 bir salgin
durumunun engellenmesinde ana konu sivrisineklerle konak arasindaki bagin
koparilmasindan gegmektedir (Alten ve Caglar, 1998). Bu bagin koparilmasinda
kullanilacak en etkili yontem vektorle miicadeledir. Yapilan bu miicadele; habitatlardan
uzak durma ¢abalarini, mekanik miicadele ve sonunda da kimyasal ve biyolojik miicadele
seklinde olmus olup bu miicadele sekillerinin her biri hem insan hem hayvan sagligi
anlaminda ciddi kazanimlar1 igermektedir. Hi¢ siiphesiz ki bu miicadele yontemleri
arasinda hizli sonu¢ vermesi agisindan en fazla tercih edilen yontem kimyasal
miicadeledir. 1900’lerin basindan itibaren ciddi miicadele g¢aligmalart ve kimyasal
miicadelenin baglangici olarak kabul goren II. Diinya savasindan sonra ise karsilasilan
zorluklar ve miicadele basarisizliklarinin temelinde yatan {i¢ temel faktoriin basinda ise
insektisit direnci gelmektedir. Diger iki temel durum ise kiiresel 1sinma ve tiirlerin yeni
alanlar1 yayilmasi temelinde istilaci tiirler olarak bilinen pek ¢ok tiiriin yeni alanlara
yayilmasidir. Kimyasal miicadele, miicadele ¢alismalarinin omurgasini olusturmakta
olup, en hizli ¢6ziime ulagtiran ve gerektigi her an kullanilabilecek bir silah
konumundadir (Kirimli, 2007). Miicadele araglari, genellikle sentetik yapilar olup bu
ajanlar hedef organizmalar disinda canlilar1 etkilemeleri ve bitkiler lizerinde de cesitli
etkilere sahip olmalar1 nedeniyle ciddi problemler olusturabilecek konumdadirlar (Das,
2004; Kirimli, 2007). Bu kimyasallar ayn1 zamanda kanserojen ajan konumunda olmalari
nedeniyle tercihlerinde dikkat edilmesi gereken gruplardir. Her ne kadar kaliciliklar
diisiik kimyasallar glinlimiizde daha ¢ok tercih ediliyor olsa da ilk kullanilan miicadele
ajanlart (DDT, Dieldrin, Aldrin vb.) ciddi kalicikliklara sahip ve biyoakkiimiilasyon
neticesinde dokularda depolanabilme 6zelliklerine sahiptirler (Kirimli, 2007). Uygulama
her zaman ¢0ziim olarak goriilse de uygulayicilarin bilgisiz ve uzman olmamasi ciddi
sorunlarida beraberinde getiren énemli bir durumdur. Ozellikle korumasiz ve bilingsiz
uygulamalar, uygunsuz depolamalar gibi durumlarda zehilenmeler ve Oliimler
gozlenebilmektedir (Keles, 1991). Miicadele planlar1 kurgulanirken tiim hayat evreleri
dikkate alinsa da miicadele anlaminda temel iki evre 6nemlidir. Bu evreler larva ve ergin
evreleri olup yumurta ve pupa evresinde insektisit kullanilmasinin hicbir faydasi yoktur.
Bu evrelerde yumurta yapisi geregi, pupa da beslenme aktivitesi gostermedigi icin
uygulanan insektisit bosu bosuna yapilmis olur. Insektisit uygulamalari alanda yapilacak
miicadele calismalarinda kilit oldugu i¢in zamanlama ve dogal secilimi indiikleyecek
uygulamalardan kaginilmasi gereklidir. Uygulama i¢in ergin evrede aktif zamanin
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secilmesi ve larva ilaglamasinda uygun alanlar ile genel olarak sabah ya da aksam
tizerinin se¢ilmesi basariy1 artirir. Dogal secilim anlaminda ise uygulama sikligindan
uygulanan alanin biiyiikliigiine kadar pek cok parametereye dikkat edilmesi 6nemlidir.
Ozellikle frekans1 artimak ve tiim alanda uygulama yapmak ¢oziime gotiirmekten ziyade
¢oziimsiizliige kap1 agmus olur. Ozellikle dogal segilimi yonlendirilmis secilime dogru
kaydiracak bu durumlar var olan ya da gelisecek direnci daha da kuvvetlendirerek ve tiim
popiilasyona yayarak etkisini daha da artirir (Akiner, 2003; Campbell vd., 2009; Eroglu,

2016). Boceklerde insektisit direncine yol agan temel mekanizme Sekil 1 de verilmistir.

’,
’

-
~aao®

' P Susceptible individual

I ’
: '

/ Resnstant mdnvndual

Sekll 1. Boceklerde direng gelisimi (Eroglu, 2016).

Bu tez calismasinin hedefi olan dirence neden olan mutasyonel farkliliklarin
belirlenmesi ve bunun populasyonlardaki durumlarinin arastirilmast da yukarida
bahsedilen durumla alakali siiregler sonucunda populasyonlarda yonlendirilmis segilime
neden olan durumlara Ornektir. Populasyonlarada se¢ilim sonucunda aktarilan direng
mekanizmalarinin bir sonraki kusaklara aktarilmasindan otiirii, kullanilan insektisitlerin
zamanla etkisinin yitirilmesine sebep olur. Belli bir siire sonunda diren¢ gelisiminin
se¢ilimi sonucunda alandaki bireyler gé¢ yoluyla bu direnci farkli populasyonlarada
ulastirabilmektedir (Liileyap vd., 2000). Bu durum da kullanilan insektisitlerin siirekli
olarak etkisiz hale gelmesine dolayisiyla yeni insektisitler gelistirilmesine sebep olmakta,
sonug olarak bu canlilarla miicadelede maliyeti arttirmaktadir. Diger bir bakis agisiyla
insektisit direng testleri yapilmadan ve direncin dogasini anlamadan yapilan miicadele
caligmalari, sonug olarak hiisrana sebep olmakta ve bu durum hem zaman kayb1 hem de

maliyetli bir durum ortaya ¢ikarmaktadir. (Eroglu, 2016). Direncin genetik temelleri

3



bulunmaktadir. DDT ve pretroid direncinin genetik temeli sodyum kanal proteininde yer
alan kdr gen bolgesindeki bir mutasyondan kaynaklanmaktadir. Sodyum kanali
noronlarda aksiyon potansiyelinden sorumlu proteinlerdir. Boceklerdeki para tip sodyum
kanali DDT ve pretroit insektisitlerin 6ncelikli hedefidir. Boceklerde dldiiriicii etki yapan
pyrethroid and DDT, sodyum kanali iizerine etki eder; sodyum kanalinin olagan olmayan
sekilde agik kalmasii saglayarak hiicrenin desarj olmasini engeller ve noronlar ileti
alabildigi faz olan repolarize hale gelemez. Bu nedenle sodyum kanallarinda ki herhangi
noktada gozlenen degisiklik boceklerde preproit ve DDT nin bu bdlgelere baglanmasini
azaltmakta ya da bitirmektedir. Sivrisineklerde kdr mutasyonlarinda TTA (16sin)’nin TTT
(fenilalanin)’ye dontisiimii seklindeki nokta mutasyonu gerg¢eklesmektedir ( Xu vd.,
2011).Bunun yaninda kdr tip dirence neden olan mutasyonun farkli sekilleri (L1014F,
L1014H/C/S/W) pek ¢ok tiirde tespit edilmis olup (Rinkevich vd., 2013) degisim
sonucunda direncin gelistigi ve direngle baglantilar1 kesin olarak bilinmektedir. Tagkin
vd., (2016) Ege bolgesi Cx. pipiens soylarinda L1014F klasik tipinin haricinde L1014C
mutasyonunuda tespit etmislerdir. Losin sistein degismini ifade eden bu degisimin orani
klasik tipten daha diisiik olarak rapor edilmistir. Ulkemizde yapilan bu konudaki diger bir
calismada ise An. sacharovi Adana populasyonunda 12 Ornegin 4 tanesinde kdr
mutasyonuna rastlandigi rapor edilmistir (Lilleyap vd., 2002). OP (Organofosfat) ve
Karbamatli insektisitlerin genetik temelleri ise ace 1 gen boélgesindeki mutasyonlarla
aciklanmaktadir (Corbela vd., 2007). OP ve karbomatli insektisitler asetilkolinesteraza
yiiksek affinite gosteren insektisit grubudur. Bu insektisit gruplari enzimin aktif bolgesine
baglanarak enzimi inhibe etmektedir. Enzimde meydana gelen mutasyon sonucu bu
insektisit gruplar1 enzime affinitesi diiser ya da tamamen ortadan kalkar (Bursali, 2013).

Direng gelisimine sebep olan gen bolgeleri Sekil 2 de verilmistir.
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Sekil 2. Yaygin olarak kullanilan insektisit siniflar1 arasindaki ¢apraz direng iligkisi
(Bursali, 2013).

Giiniimiizde sivrisineklerde ace direncine sebep olan ace-1 bolgesi mutasyonlari
G119S, F290V ve F331W seklinde saptanmistir (Alout vd., 2009). Bu mutasyon
tiplerinden G119S mutasyonu Anopheles gambiae, Anopheles albimanus, Culex vishnui
ve Culex pipiens gibi tiirlerde saptanmistir ve mutasyon tipinin Culex pipiens’te yaygin
oldugu gosterilmistir. F331W mutasyon tipi ise sadece Dogu Asya'da direngli Culex
tritaeniorhynchus'da bulunmustur. Son olarak, F290V mutasyon tipi ise 1987'de Kibris
Adasi'nda toplanan bir Culex pipiens soyunda saptanmis ve 2003 yilinda hala varligini

devam ettigi gozlemlenmistir (Bursali, 2013).

Akdeniz havzasinda yapilan c¢aligmalarda ve diinya genelinde G119S
mutasyonunun yaygin oldugu buna karsilik F290V mutasyonunun diizeyinin diisiik
oldugu belirtilmistir (Alout vd., 2007). Tantely (2010) La Reunion adasi Cx. pipiens
quinquefasciatus ve Aedes albopictus’ta organofosfat direncine neden olan
mutasyonlardan sadece G119S’nin varligin1 géstermis ve estarazlarin fazla iiretimi ve bu
mutasyondan kaynaklanan ciddi bir organofosfat direncini rapor etmislerdir. Ulkemizde
Tagkin vd., (2016) tarafindan yapilan ¢alismada ise G119S frekans1 F290V frekansindan
daha yiiksek bulunmug ve Ege Bolgesi populasyonlarinda dirence neden olan yapilarin
arasinda bu mutasyon tiplerinin oldugunu goéstermislerdir. Alout vd., (2016) yaptiklari

calismada yiiksek oranda chlorpyriphos direncinin Israil, Tunus ve Hint adalarmdaki



populasyolarda G119S mutasyonu sonucu var oldugunu ve homozigot mutasyonun tim

populasyonlarda yaygin oldugunu rapor etmislerdir

1.2. Sivrisineklerin Biyolojisi

Sivrisinekler iireme alanlar1 olarak batakliklari, golleri, havuzlari, g¢esme
yalaklarini, su kuyularini, terkedilmis ara¢ lastikleri gibi farkli alanlar1 secerler.
Larvalarin gelismesine i¢in en uygun alanlar, tlirlerin ihtiyaclar1 ve tolaranslarina gore
degismekle birlikte temiz sulardan, asir1 kirli sulara kadar degisebilir. Biitiin durgun su
alanlar1 veya ¢ok diisiik hizda (cm/sn) olan akarsularin bulundugu alanlar sivrisineklerin

tireme alanlarina dahildir (Kilig, 2015).

Sivrisineklerin hayat dongiisii yumurta, larva, pupa ve ergin olmak tizere dort
evreden olusur (Sekil 3). Yumurta, larva ve pupa evrelerini suda gegirirken ergin

evrelerini karada gegirirler.

3. EVRE 2. EVRE

Sekil 3. Sivrisineklerin (Culex pipiens kompleks) hayat dongiisii (URL-3).



1.2.1. Yumurta Evresi

seklinde olan yapilardir. Yumurtalarin alt ylizeyleri iist yiizeylerinden daha dis biikeydir
(Alten ve Caglar, 1998). Culex tiirlerine ait yumurtalarin bir ucunda kiigiik bir delik

bulunmaktadir. Bu delikten dollenme hiicresi girer ve bu sayede yumurta dollenir

(Horsfall, 1955).

sekilde yiizerler. Sala benzeyen bu yapiya ise yumurta paketi denir. Anopeheles cinsine

dahil tiirler ise yumurtalarini tek tek birakir ve suda ylizen sala benzer goriintii olusturur

(Sekil 4) (Alten ve Caglar, 1998).

Sivrisinek yumurtalar1 0.6mm-1mm boyunda bir ucu sivri diger ucu daha kiit ve ig

Culex tiirlerinin yumurtalar1 paket halinde birakilir ve su yilizeyinde sala benzer bir
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Sekil 4. Sivrisineklere ait yumurta goriintiileri (Alten ve Caglar, 1998).

1.2.2. Larva Evresi

Larvalar genellikle 5-8 mm boyundadirlar. Fakat bazi tiirlerde (6rnegin; Culiseta, Aedes)
12-15 mm boyundada olabilirler. Larvalarin vucutlart ince ve saydam bir yapiyla

(kutikula) kaplidir. Sivrisinek larvalar1 belirgin olarak bas (capitulum), gévde (thorax) ve

Sivrisinek larvalarindan ¢ikan hareketli bireylere larva (kurtguk) adr verilmektedir.

karin (abdomen) kisimlarindan olugmaktadir (Sekil 5) (Merdivenci, 1984).




Solunumlarini sifon ismi verilen yapiyla yapan larvalar suda asir1 hareketli bir
yapiya sahiptirler. Besinlerini sudaki mikroorganizmalar, protozoonlar, algler, omurgasiz
canlilar1 yiyerek saglarlar. Beslenme tipleri genel olarak ii¢ tipte incelenebilir: Filtre

edenler, prodatérler ve tarayicilar.
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Sekil 5. Sivrisinek larvasinin morfolojik yapis1 (Cx. pipiens kompleks) (URL 1).

Dorsal Tuy

1.2.3. Pupa Evresi

Larva déneminin sonuna gelen bireyler beslenme aktivitesinin olmadigi ve tam
baskalagimin gecirildigi pupa evresine gegerler. Bireyler gecirdikleri siire zarfinda tam

baskalasim gegirip larva evrelerindeki tiim yapilarin yerine ergin evrede gozlenen yapilari
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olustururlar. Normal sartlarda Diptera tiylerinde gozlenen durgun pupa evresi yerine,

sivrisinek pupalar1 hassas tepkiler verirler ve aktif hareket ederler (Sekil 6) (Kilig, 2015).

Sekil 6. Sivrisineklere ait pupa goriintiisii (Culex pipiens kompleks) (URL 2).

Sivrisinek pupalar1 yandan bakildiginda virgiil gériiniimiindedirler. Bir sivrisinek
pupasi 2 bolimden olusur. Bunlar, biiyiikk goriiniimii ile dikkat ¢ceken bas ve yassi
goriiniimde olan karindir. Bir pupanin gelisim siiresi ise genel olarak 5-6 giin siirmekle

beraber, ortam sicakligi ideal oldugunda 1-2 giin siirer (Alten ve Caglar, 1998).

1.2.4. Ergin Evresi

Pupa evresini tamamlayarak pupadan ¢ikan ergin kisa siire icerisinde ugabilecek
hale gelir. Pupadan ¢ikan ve belli bir siire gecirdikten sonra ugabilecek hale gelen erginin
ilk aktivitesi besin arayisina baslamaktir. Her iki eseyde ¢icek nektarlari ile beslenebilir
ancak disi bireyler yaumurta birakabilmek i¢in kan emmek zorundadir. Kan emme ihtiyaci

disi bireylerde yumurta olusumunda gerekli olan protein ihtiyacimi karsilamak i¢indir
(Merdivenci, 1984; Becker vd., 2003).

Erkek sivrineklerin hayatta kalma siireleri disilere gore daha azdir ve erkek bireyler

ortalama 6-7 giin yasarlar. Fakat laboratuvar kosullarinda yiiksek nem ve yeterince
9



karbonhidrat destegi ile erkek sivrisineklerin hayatta kalma siireleri 1 aydan fazla olabilir.
Disi bireyler ise genellikle hibernasyon durumunda ve bol gida ile 4-5 ay siireyle canli
kalabilirler. Disi sivrisinekler aktivitelerinin en yiiksek oldugu dénemde ise yaklasik
olarak iki hafta yasarlar. Culex pipiens kompleks tiirlerine ait ergin 6rneginin morfolojisi
Sekil 7°de verilmistir (Alten, ve Caglar, 1998 ).

Sekil 7. Ergin disi Cx. pipiens kompleks tiirlerinin morfolojik yapisi (Aldemir, 2002).

1.3. Ulkemizde Sivrisineklerin Dagihm ve Habitat Secimleri

Ulkemiz sivrisinek dagilimi anlaminda 4 bolgeden olusur. Bu ayrim Parrish (1959)
tarafindan yapilan haritaya dayanmaktadir. Bu dort bolge sirasiyla 1. Deniz kiyisi
bolgelerini, II. i¢ Anadolu Bolgesini, IIl. Dogu Anadolu Bélgesini, IV. Giineydogu
Anadolu Bolgesi’ni kapsar ve belirlenen tiirlerin dagilim alanlari bu harita temel alinarak

islenir. Olusturulan harita habitat tipleri 6zelinde iklimsel parametreler temel alinarak
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olusturulmustur (Parrish, 1959). Culex ve Anopheles cinsine dahil olan tiirlerin ¢ogu bu
dort bolgede dagilim gosterirken, Anopheles multicolor, Anopheles sergenti, Culex
apicalis, Culex laticinctus, Culex deserticola gibi az gozlenen tiirler sadece tek bir
bolgede bilinmektedirler (Parrish, 1959). Bu ¢alismaninda ana hedef tiirii olan Culex
pipiens kompleks tiirleri tiim bolgelerde gozlenen ve her tiirlii habitati kullanabilme
ozellikleri nedeniyle hem kirli hem temiz sularda bulunabilen tiirlerden biridir. Ozellikle
kentsel sistemlerde ve kirsal alanlarda insanlara ve kan emebilecekleri kus ve diger
canlilara yakin alanlarda ¢ok yiiksek yogunlukta bulunabilirler. Diger cinslere dahil
tiirlerden Anopheles tiirleri daha temiz ve degisik yapida sulari tercih ederlerken yumurta
birakimi su yiizeyinde yiizecek sekilde olur. Aedes cinsine dahil tiirler ise farkli habitat
tiplerini kullanmalarinin yan1 sira yumurtalarini direkt suya degil su temasinin olabilecegi
ve nemli ozellikteki toprak ya da bitki artiklari iizerine birakabilirler. Bahar aylarinda
yagmurun yagisiyla birlikte su igeren bu bolgelerde agilan yumurtalar neticesinde asiri
yogunluklara ulasan bir yap1 gosterebilirler (Merdivenci, 1984; Alten ve Caglar, 1998;
Akiner, 2009).

1.4. Sivrisineklerle Miicadele Yontemleri

Insanlik tarihine paralel olarak var olan ve pekgok hastaligm tasiyicisi
konumundaki sivrisinekler ve bulastirdiklar1 hastaliklarla ilgili miicadelenin tarihi
oldukca eskilere dayanmaktadir. Pek ¢ok tarihi kayitta sitma ve bununla ilgili tedavi
yontemleri ve ilaglardan bahsedilmesine ragmen aktif olarak sivrisinek miicadelesi
yapildigr veya koruma onlemleri alindigiyla ilgili bilgi yoktur. Sivrisinek ve diger
vektorlerle miicadele ¢aligmalarinin tarihi 19. yiizyll sonu ve 20. yiizyilin baslarina
dayanmaktadir. Bu miicadele yontemleri ilk olarak korunma agirlikli bigimde gelismis ve
pencerelere sineklik takilmasi, cibinlik kullanilmasi, batakliklarin kurutulmasi veya
doldurulmasi seklinde gelismistir. Ancak belli siire sonralarinda ise iireme alanlarina yag

ve paris yesili uygulamasi ile kimyasal miicadeleye dogru adimlar atilmaya baslanmigtir

(Rozendaal, 1997).

19. yiizyilin sonunda baglayan ve giinlimiize kadar gelen siiregte devam edegelen
aktif miicadele caligmalar1 insanlik tarihi boyunca en yogun ve en zor siireglerin
baslangicini olusturmustur. Ozellikle DDT’nin kesfiyle birlikte kimyasal miicadele boyut
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degistirmis ve II. Diinya savasinda DDT kullanim1 kurtarici olarak rol oynayarak sitma
vakalarmin sayilarimin diistirilmesinde, tifiis salginlarinin 6nlenmesinde, bit pire gibi
tiirlerle miicadele edilmesinde anahtar rol oynamistir. DDT ile baslayan kimyasal
seriiven diger organoklorlularin kesfi ve daha sonrasinda gelistirilen organoforsforlu,
karbamatli, piretroit gruplarininda eklenmesi ile had safhaya ulagmistir (Akiner, 2003).
1980’lerden itibaren gelistirilen biyolojik kdkenli insektisitler ile daha da boyut degistiren
miicadele yontemleri tiim bilesenleri i¢ine alan mekanik, kimyasal, biyolojik, genetik ve
en son olarak steril bocek teknigi uygulamalari ile entegre bir hal almistir. Bu tiirlerle
miicadele ve halk sagliginin korunmasi tiim Diinyada her kesimi ilgilendiren boyutu ile
ister bireysel, ister yerel yonetimler, ister iilkeler bazinda olsun ekonominin el verdigi
Olclide ve bazende uluslararasi kuruluslar vasitasi ile siirdiiriilmektedir (Alten ve Caglar,

1998).

1.4.1. Mekanik Miicadele

Mekanik miicadele yontemleri sivrisinek miicadelesinin ilk ve en Onemli
adimlarindan biridir. Bu adimda sanitasyon kurallari g¢er¢evesinde ilireme ve yasam
alanlarinin azaltilmasi veya ortadan kaldirilmasi hedeflenerek popiilasyon seviyelerinin
diisiiriilmesi hedeflenir. Bu kapsamda yapay su birikintilerinin ortadan kaldirilmasi,
direnaj alanlariin diizenlenmesi, su birikintisi olusumunu 6nlemek amaciyla ¢aligmalar
yapilmast gibi pek c¢ok Onlem sayilabilir. Bu c¢alismalar miicadelenin ilk adimim
olusturmasi, yumurtlama ve larva gelisim alanlarin1 azaltmasi bakimindan 6nemlidir.
Ergin evresinde ise 6zellikle dinlenme alanlar1 olan ahir igleri gibi alanlarda yapilacak
temizlik ¢alismalar1 6zellikle Anopheles cinsine dahil endofilik davranis benimseyen
tiirler i¢in 6nemlidir (Ozcel ve Daldal, 1997; Polat vd., 2016).

Ayrica sivrisineklerin iremelerinde ana etken olan kan emmesini engellemekte
miicadele de kullanilabilir. Bununla birlikte hem hastaliklardan korunma hemde
sivrinekler trafindan 1sirilmayi engellemek amaciyla kapi, pencere gibi alanlar telle
kapatilabilir. Sivrisinek kovucular kullanilabilir, miimkiin oldugunca viicudu orten
giysiler giyilebilir, Aksam saatlerinde agikta oturmama gibi yontemlerde hem sivrisisinek
hem hastalik kontroliinde kullanilabilir (Ozcel ve Daldal 1997; Alten ve Caglar, 1998).

12



1.4.2. Biyolojik Miicadele

Sivrisineklerle biyolojik kontrol olarak sivrisineklerin pradatéru olan canlilar
tirettikleri ¢esitli kimyasallarla sivrisineklere oldiiriicii etkiye neden olan veya izole

edildiginde oldiiriicii veya kovucu olarak kullanilabilen bilesenlerle miicadele yapilabilir.

Sivrisineklerle yapilacak olan biyolojik miicadelede omurgali hayvanlar olarak
baliklar kurbagalar kuslar ve memeliler grubundan yarasalar kullanilabilmektedir. Bunun
yaninda omurgasiz hayvanlardan hidra, yassi solucanlar, tath su salyongozu, siiliikler,
ortimcekler ve akarlar, kabuklular ve gesitli bocek gruplart kullanilmaktadir. Ayrica
sivrisinek parazitleri olan nematodlar ve sivrisinek patojeni olan bakteri, protozoa, fungi
ve virtisler kullanilmaktadir (Becker vd., 2003).

Anavatant Amerika olan sivrisinek baligi (Gambusia affinis) iilkemize sitma
vektorii olan anofel cinsi sivrisinegin larvalariyla miicadelede kullanilmistir. Halen
tilkemizin dere gol ve batakliklarinda dayanikliligi ve yiiksek tireme yetenegi sayesinde
varliklar1 devam etmektedir (Aktiirk, 2009). Genellikle kiigiik gbllerde, hendeklerde, su

birikintilerinde, yavas akan ve vegetasyonun bol oldugu 1lik sularda yasarlar.

1975 yilinda kesfedilen cryotoxinler sayesinde biyolojik miicadele farkli bir mecraya
tasinmustir. Bacillus thuringiensis var. israelensis adli bakteri tarafindan tiretilen toksinler
miicadelede kullanilmaya baglanmistir. 1975°ten giinlimiize gelinen noktada c¢esitli
Bacillus suslari ile ¢aligmalar yiiriitiilmiis ve hem bu tiirtin hemde Bacillus sphaericus
tarafindan tiretilen toksinler ile denemeler yapilarak etkinlikleri test edilmistir. Bu testler
neticesinde giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan sivrisinek miicadele ajanlar ticari
olarak piyasa sunulmus ve kullanim hacimleri ve sikliklar1 diger miicadele ajanlarina gore
ciddi boyutlara ulagsmistir (De Barjac vd., 2012). Yine Saccharopolyspora spinosa isimli
bakteri tiiriinden izole edilen spinosin ve bunun sentetik olarak iretilen tiirevleri olarak

bilinen spinosad sivrisinek miicadelesinde kullanilmaktadir (Romi vd., 2006).

Bu grubun haricinde juvenil hormon analoglar1 olarak bilinen aslinda canli biinyesinde

var olup sonradan kimyasal olarak sentezlenip piyasaya siirlilen pek cok bilesik

bulunmaktadir. Methoprene, pyriproxiphene, cyromazine gibi juvenil hormon analoglari
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veya bocek gelisim diizenleyicileri de ciddi oranda kullanimlari siiren pek c¢ok

formulasyon kullanilmaktadir (Alten ve Caglar, 1998).

Yukarida sayilan ve biyolojik materyaller veya bakterilerden elde edilen bilesiklerin
sentetik {iretimlerinin yaninda ¢esitli bitkilerin insektisidal 6zellikleri oldugu
bilinmektedir. Azadiracta indica tiirinden elde edilen ve nem yagi olarak bilinen
irtinlerde miicadelede kullanilmaktadir (Okumus vd., 2007). Buna benzer pek ¢ok
bitkiden elde edilen eterik, ucucu Ozellikteki yag miicadele amaciyla denenmis ve
kullanilabilecegi belirtilmesine karsin ticari iiriin anlaminda yeterli boyutta olmadiklari

icin sadece deneme asamasinda kalmistir.

1.4.3. Genetik Miicadele

Genetik kontrol, istedigimiz 6zellikteki bir sivrisinegin dogaya salinmasi seklinde
gerceklesmektedir. Sivrisineklerde kullanilan genetik kontrol yontemi olan steril
sivrisinek teknigi ile laboratuar sartlarinda yetistirilen erkek sivrisinekler radyasyon veya
cesitli kimyasal yontemlerle kisirlastirilip dogaya salinmasiyla ve kisir sivrisineklerin
dollemis oldugu disiler yumurta birakamamakta ve sivrisinek popiilasyonu bu sekilde

kontrol altinda tutulmas1 hedeflenmektedir (Ozcel ve Daldal, 1997; Dogan, 2015).

1960 1970 willar1 arasinda yapilan steril sivrisinek c¢alismalarinda yapilan
uygulamalarda sivrisineklerle miicadelede etkili olamamis ve kullanim alani kisith
oranda kalmistir. Bunun ana sebebleri labaratuar sartlarinda yetistirilen sivrisineklerin
dogaya uyum giicliniin yeterince olmamasi ve yiiksek dozda radyasyon kullanilmasi etkili

olmustur (Ozcel ve Daldal, 1997).

Son donemde tekrardan giindeme gelen bu yontem yeniden ivme kazanmis ve

ozellikle 2015 Zika sagini sonrasi tekrardan degerlendirilmeye alinmustir.

Diger bir genetik miicadele araci olan degisik Wolbacchia izolatlarinin kullanilmasi
ise hali hazirda denenen ve basar1 sansi olabilecek yontemlerden biridir. Bu yontemle
normal sartlar altinda sivrisinek populasyonlarinda var olan steriliteye neden olan bu tiir

laboratuvar ortaminda bulasim yapilarak populasyonlarin kisirlagtirilmas: esasina
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dayanir. Yine Zika salgini sonrasi giindeme gelen yontemlerden biri olan Wolbacchia
kullanimi uzun yillardir denenen ve uygulamaya konulabilecek yoOntemlerden
biridir.Yeni gelisen tekniklerle sterilizasyonun hem Wolbachia bakterisi (Werren vd.,
2008) hem de radyasyonel sterilizasyon teknikleri uygulanarak steril hale getirilen erkek
bireylerin dogaya salinmasi seklinde uygulamalar 6n plana ¢ikmustir. Ozellikle Asya ve
Brezilya’da hala devam eden denemelerle ilgili sonuglar ve projeler bu konu tizerinde

yogun bir caligmanin gostergesidir.

1.4.4. Kimyasal Miicadele

Gunuimiizde insektisitler bocekler tizerinde hizli ve etkin miicadele araglar1 olmalari
sebebiyle en fazla kullanilan miicadele yontemidir. Tarihte eski Yunan’lilar doneminde
stilfiir, Cin’de arsenik, Romalilar zamaninda insan biti ile savasmak igin zehirli bir bitki
olan 'Hellebore', gibi kimyasal maddeler zararlilarla miicadelede kullanilmistir (Kuyucu,
2007; Kilig 2015). 1900’lu yillarda kimya endiistrisinin gelismesiyle birlikte yeni
kimyasallar kesfedilmis, bunun dogal sonucu olarakta yeni bocek Oldiiriiciiler
kesfedilmistir. 1892 yilinda sivrisinek ve diger nemli Arthropodlarla miicadelede ilk kez
sentetik organik insektisit olan dinitro-o-cresol’(DNOC) kullanilmaya baglamistir. 1l.
Diinya Savasi'ndan 6nce inorganik kimyasal maddeler (Arsenik, Karbon disiilfit vb.) ve
bitkisel orijinli organik kimyasal maddeler (Pyrethrum, Nicotine vb.) kullanilan
insektisitlerin cogunlugunu olusturmaktadir. 1939 yilinda Paul Miiller'in DDT nin bocek
oldiirticii 6zelligini kesfetmesi, sentetik organik insektisit kullanimi i¢in bir baglangi¢ ve
doniim noktasi olmustur. Fakat daha sonra DDT’nin yiiksek direng ve diger canlilar
tizerinde toksik etkilerin anlagilmasiyla 1980’lerde diinya genelinde kullanimma son
verilmistir (Kilig 2015). Ancak DDT giiniimiizde yasak olmasmna ragmen sigara
yapiminda kullanildig1 gibi, pek ¢ok az gelismis iilkede kullanimina devam edilemekte
ve en bilyiik iireticisi olarak Amerika Birlesik Devletleri karsimiza ¢ikmaktadir (Ozcel ve
Daldal,1997; Akkuzu vd.,2001; Kilig, 2015). Sentetik olarak iiretilen ve giiniimiizde
yogun olarak kullanilan insektisitler kontak etkili gruplardan olugsmakta olup, 6zellikle
sinir zehirleri olarak islev gérmekte ve asiri uyarim sonucu tetaniyle birlikte 6liime neden

olmaktadirlar (Bursali, 2013).
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1.4.4.1. insektisitlerin Stmflandirilmasi

Insektisitler farkli tipte smiflandirma yapilabilen bilesikler olup bu siniflandirmalar
etkileri, kimyasal yapilari, bilesik siniflar1 gibi farkli farkli alanlarda olabilir. Etkilerine
gore siniflandirma yapilacak olursa, mide zehirleri, temas zehirleri, fumigantlar seklinde

smiflandirilabilirler.

Mide zehirleri canlinin yemis oldugu besinler vasitasiyla viicuduna geger ve
bagirsaklardan emilerek canlinin 6liimiine yol acar. Bu gruba ait insektsitler gegmiste
cokca kullanilmasina ragmen giiniimiizde sentetik insektisitlerin artmasiyla birlikte
kullanimi1 azalmistir. Bunun yaninda bu gruba ait insektistler yanlizca uygulandigi alanda

aktif olmasi sebebiyle kullanimi genis alanlarda basart sansimi disiirmektedir (Akiner

2003).

Temas zehirleri uygulanilmis oldugu bolgelerde canlinin temas ettigi ylizeyde
canliya bulasir. Ancak sivrisineklerin besinleri insektisitle kontamine olmus ya da
insektisitle muamele edilmis ise besinler vasitasiyla canlinin viicuduna geger. Bu sebeple
insektisitler mide zehirlerini de igermektedirler. Giiniimiizde agirlikli olarak kullanilan
insektisitler bu gruba dahildir (Akier, 2003).

Fumigant grubu insektisitler ise ugucu yag yapida olup boceklerin solunum
sistemleri lizerine etki ederler. Toprakla ya da bir madde icerisinde etkili olan bu zehirler,
havalarin 5 C° oldugu durumlarda gaz haline gecer ve hava yolu ile bocegin solunum
bosluguna dolar, oradan viicut dukularma ulagir. Bunun yani sira insektisitleri elde edilme
sekillerine gore dogal ve sentetik olmak tizere de siiflandirmak miimkiindiir (Bursali,

2013).

Dogal insektisitlerin gogunlugu bitki 6ziitlerinden elde edilen organik bilesiklerdir.
Bitki oziitlerinden elde edilen insektisitler giinlimiizde yogun sekilde kullanilmaktadir.
Bitkisel dogal insektisitlerin yaninda petrolden iiretilen minarel yaglarda insektit olarak
kullanilmaktadir. Fakat bu gruba ait insektisitler bitkiler igin zararli olduklarindan dolay1
az bir kismu bitki zararlilar1 i¢in etkin sekilde kullanilabilirler (Akiner, 2003; Bursali,
2013).
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Sentetik insektisitler ise basit bilesiklerin yapisina bazi gruplarin eklenmesiyle
olusturulmaktadir. Bu tipe ait insektisitlerin elde edilmesi daha kolay olmasi ve maliyetsiz
olmalar1 nedeniyle giiniimiizde yaygin bir kullamima sahiptirler. Sentetik kimyasal
yapilara gore siiflandirirlar ve isimlendirilirken yapilarinda bulunan aktif igerikleri
kullanilir. Boceklerle miicadelede temel olarak Organoklorlu, Organofosforlu, Karbamat
ve Piretroid olmak iizere 4 insektisit grubu yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlara ek
olarak neonicotinoidler, gelisim diizenleyiciler (juvenil hormon analoglar1) ve biyolojik
preparatlar da iki ayr1 grup insektisit olarak siniflandirilmaktadir (Akiner, 2003; Bursali,
2013).

1.4.4.1.1. Organoklorlu Insektisitler

Bu gruba ait insektisitler sivrisineklerin sinir sistemi tizerine etki etmektedir. Bunun
yaninda bu gruptaki insektisitler ATP’azlar1 da inhibe ederek bdceklerin enerji
mekanizmalarini bloke ederler. Bu grup igerisinde bilinen ve en yaygin olarak kullanilan
insektisit DD T dir. Fakat bu insektisin zamanla direng gelisimine neden olmasi ve dogada
uzun siirece kalmasi nedeniyle ve canlilarda birikime neden olmasi soucunda kullanimi
yasaklanmistir. DDT kullanimindan sonra dieldrin, aldrin, lindan gibi ¢ok sayida klorlu

insektisit tiirti gelistirilmis ve satisa sunulmustur (Bursali 2013).

1.4.4.1.2. Organofosforlu Insektisitler

Organofosfatli insektisitler fosforik asit veya kikiirtlii bilesiklerin nétral
esterleridir. Siv1 ya da toz halde bulunabilirler (Das, 2004).Bu gruptaki insektisitler
kolinesteraz enzimine yiiksek affinite gosterir. Bu sebeple kolinesteraz enziminin dogal
substratt konumundaki asetilkolini taklit etmektedirler (Yavuz ve Sanli, 1999). Bu
gruptaki insektisitlerin ¢ogu canlilar igin zehirli etkiye sahip olmalarina ragmen
organoklorlulara gore dogada daha az kalmalarindan otiiri daha kullanighdirlar
(Edwards, 1987). Malathion, parathion, dichlorvos, diazinon organoforlu insektisitlerden
bazilaridir (Yavuz ve Sanli, 1999).
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1.4.4.1.3. Karbamat Grubu insektisitler

Bu gruba ait insektisitlerin bu sekilde adlandirilmasinin ana nedeni karbonik asitten
retilmeleridir. Karbamatl bilesikler yapisal olarak tipki organofosfatlar gibi asetil koline
asir1 miktarda benzerlik gostermektedirler. Bu 6zelliklerinden Gtiirii asetilkolin esteraz
baglanir. Boylece enzim aktivitesinde azalma goriiliir ve insektisit 6zelligi kazanmis
olurlar (Keles, 1991). Sindirim temas ve solunum yoluyla etkilerini gésterirler (Gokdeniz,
2006).

Dogada kaliciliklart Organofosfat grubu ile yaklasik olarak aynidir. Ama bu grupta
yer alan insektisitlerin organofosfatlara gore avantaji organofosfatlara direng gelistiren
tiirlerde etkin olarak kullanilabilmeleridir (Bursali, 2013). Bu grup bilesiklere karbaryl,
karbofuran, karbosulfan, propoxur 6rnek verilebilir (Gokdeniz, 2006).

1.4.4.1.4. Piretroid insektisitler

Bu insektisit grubuna ait insektisitler nérotoksik etkiye sahiptirler ve temas yoluyla
etki ederler (Gokdeniz, 2006). Genel olarak hedef disi organizmalar1 ¢ok fazla
etkilememeleri, az miktarda kullanildiklarinda bile yiliksek oldiiriicii etkiye sahip
olmalar1, hem kovucu hemde yiiksek oldiiriicti etkilere sahip olmalari nedeniyle asirt bir
kullanima sahiptirler (Bursali, 2013). Bu gruba dahil insektisitler igerisinde en g¢ok
bilenenleri deltamethrin, permethrin, cypermethrin, cyfluthrin, alfa cypermethrin ve

etofenprox’tur.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Calismada Kullanilan Orneklerin Toplandig Alanlar

Gergeklestirilen tez galigsmasi i¢in Artvin’den baslayip Amasya ili’ne kadar olan
bolgede yer alan Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi illerinden belli noktalardan 6érneklem
yapilmistir. Orneklem noktalarmin koordinatlar1 GPS yardimi ile alinmistir. Noktalarini

koordinatlar1 Tablo’1 de verilmistir.

Tablo 1. Orneklem nokta ve koordinatlari.

iL BOLGE KOORDINAT
Kuzey Dogu
Artvin Artvin Merkez 41 20 07.6 4110 30.6
Borgka 4122 09.1 4138 27.1
Hopa 412315.4 41 2959.1
Sarp sinir 41 3103.9 41 3252.3
RTEU
Rize Kampiis 4102 13.6 4029 31.5
Iyidere 4059 17 401951
Hamidiye 411108.4 4057 37.4
Trabzon KTU Kampiis 40 31 29 392231
Carsibast 4104 59.0 3922527
Stimela 40 43 50.5 393814.3
Gilimiighane Gilimiighane 40 25 22.0 393138.8
Doga pestil 4031 29 392231
Bayburt Bayburt 40 16 08.6 40 11 47.7
Giresun Giilyal 4057 90.8 3804 24.6
Ordu Turnasuyu 4058 54.4 3800 10.6
Unye 4107 39.2 3712118
Samsun Carsamba 411008.9 3642 33.1
Horhor Bafra 41 30 58.0 36 00 55.1
Ondokuz
Mayis 41.29.50.5 36.04.13.3
Amasya Saluca 40 48 09.4 3539495
Merzifon 4052 13.7 353016.5
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2.2. Orneklerin Toplanmasi ve Laboratuvara Getirilmesi

Alan 6zellikleri ve GPS kayd1 alinan her Culex pipiens kompleks populasyon 6rnegi
ayr1 kaplara konularak canli halde Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Vektor Ekolojisi ve Kontrol Laboratuvarina getirilmistir.
Larva halinde getirilen orneklerin erginlesmesi saglandiktan sonra ve ergin Ornekler
direkt olarak morfolojik tiir teshileri yapilip ayri epandorf tiipler igerisinde -20 °C

muhafaza altina alinmistir.

2.3. Culex pipiens kompleksin Morfolojik Tiir Teshisi

Alandan toplanan o6rneklerin Culex pipiens kompleks tiir ayrn yapilabilmesi
amactyla morfolojik tiir tayinleri Schaffner vd., (2001) tarafinda hazirlanan interaktif
anahtar kullanilarak stereozoom mikroskop yardimiyla gerceklestirilmistir. Komplekse

ait tlirler calisilmaya alinmustir.

2.4. DNA izolasyonu

DNA izalosyonu i¢in Thermo Genejet® genomik DNA izolasyon Kiti
kullanilmistir. Izolasyon igin kit igerisindeki standart protokol kullanilmustir. Sivrisinek
ornekleri epandorf tiiplere konularak iizerine 180 mikrolitre pargalama soliisyonu
eklenmis ve ornekler porselen uglarla pellet pestle motor yardimi ile ezilmistir. Ezme
isleminden sonra orneklerin {izerine 20’°ser pl proteinaz K eklenmis alt {ist yapildiktan
sonra drnekler 56 °C derecede 3 saat inkiibe edilmistir. 3 saatin sonunda érneklere 10 pl
RNAaz eklenerek karistirilmis ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. RNAaz
asamasindan sonra epandorflara 200 pl lizis soliisyonu eklenerek her drnek 15 saniye
karistirilmustir. Islem bittikten sonra epandorflara 400 pl % 50°lik alkol eklenip
karistirilmistir. Elde edilen son karigim kolona yiiklenmis ve kolon yeni bir 2000 ul’lik
epandorfa aktarilarak 6000 rpm de 1 dakika santifiij edilmistir. Daha sonra kolon temiz
bir epandorfa alinmis ve ilk epandorf atilmistir. Kolona 500 pl yikama soliisyonu 1
eklenerek 6000 rpm de 1 dakika santfiij edilmistir. Epandorfta toplanan sivi atilmis ve
kolon tekrardan yeni bir epandorf tiipe aktarilmistir. Kolona bu asamada 500 pl yikama

soliisyonu 2 eklenerek 6000 rpm de 3 dakika santifiij edilmistir. Dipte kalan ve kolondan
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stiziilen sivi kisim epandorf tliple birlikte atilmis ve kolon 1500 ul’lik yeni tiipe
aktarilarak kolona 200 pl elusyon soliisyonu eklenmistir. Bu halde 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilen 6rnekler 6000 rpm de 1 dakika santifiij edilmistir. Son asamada
kolon atilip epandorf tiipte toplanan kisim alinmustir. Elde edilen DNA kalite bakimindan
elektroforez yontemi ile kontrol edilmistir. Bunun i¢in 4 pL 6X yiikleme tamponuyla
(%50 gliserol, 0,1 M EDTA, % 1 SDS, % 0,1 bromfenol mavisi, ksilen siyanol) % 1'lik
agaroz jelde 1X TAE tamponu kullanilarak, elektroforez gergeklestirilmistir.
Elektroforez sonrasi jel goriintiisii, WISEUV ® jel gériintiileme cihaz1 kullanilarak UV
151k altinda goriintiilenmis ve DNA ¢ikmayan 6rnekler atilmistir. Elde edilen DNAlar,
ependorf tiiplerinin agzi1 parafilm ile kapatilarak +4 °C’de kullanilincaya kadar

saklanmustir.
2.5. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA’lar1 gériintelemek amaci ile 1,5 gram
agaroz tartilip iizerine 1x’lik 100 ml TAE (Tris-acetate-EDTA) tamponu eklenmistir.
Agarozun iyice karigmasi i¢in erlen ¢alkalanmistir ve 350 woltta 5 dakika mikrodalga
firmda kaynatilmigtir. Eriyen agaroz sogumasi i¢in 2-5 dakika oda sicakliginda elle
tutulabilecek sicakliga gelmesi i¢in bekletilmistir. Soguyan agaroz igerisine 5ul etidyum
biliromiir eklenip g¢alkalanmistir ve daha Once hazirlanan jel tankina dokiiliip tankin
taraklar1 takilmistir. Jelin polimerizasyonu i¢in 15-20 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Siire sonunda taraklar ¢ikartilip polimerizasyonu gergeklesen jel,

igerisinde 1x TEA tamponu bulunan tanka yerlestirilmistir.
2.6. kdr L1014F Mutasyon Bolgesinin Cogaltilmasi

Izole edilen total genomik DNA’lar kullamilarak érneklerde Vssc gen bolgesi icin
kdr mutasyon taramasinda ilk etapta kdr geninin bir kismi1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) yontemiyle ¢ogaltilmistir. Bu agamada daha dnce yayinlanmig olan 4 farkli primer
tipi kullanilmistir. Cgd1 (5°GTG GAA CTTCAC CGA CTT C3’), Cgd2 (5°’GCA AGG
CTA AGA AAA GGT TAA G3’), ileri-Cgd3 (5’CCA CCG TAG TGA TAG GAA ATT
TA3’), ileri-Cgd4 (5°CCA CCG TAG TGA TAG GAA ATT TI3’) primerleri
kullanilarak iki paralel reaksiyon gerceklestirilmistir (Martinez-Torres vd., 1999).
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Reaksiyon karisimi Tablo 2 ve 3’te verilmistir. Elde edilen karisim kullanilarak
olusturulan reaksiyon dongiisii 95 °C de 15 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 94°C de 30 sn
ve 48°C de 30 sn, 72°C 30 sn olacak sekilde 40 dongii yapilmistir. Son uzama ise 72°C
10 dk seklinde gerceklestirilmistir. Amplifikasyon iiriinii %1.5’luk agaroz jel
elektroforezi sonucunda bant biiyiiklikklerine gore heterozigot direngli, homozigot
direngli ya da homozigot duyarli olarak tanmimlanmustir. Ikincil olarak sodyum
kanalindaki mutasyonu belirlemek amaciyla 6rnekler ileri Cgd1 ve geri Cgd2 primerleri
kullanilarak sodyum kanalin1 kodlayan boélgedeki mutasyon noktasindaki farklilik
belirlenmeye c¢alisilmigtir. Bu bolge cogaltilirken PZR bilesenleri Cgd3 ve Cgd4
primerleri ¢ikarilmis ve karisim didistile su oranit 1 pl artirilarak olusturulmus ve
reaksiyon kosullar1 94°C 3 dakika, 94°C 45 saniye 52°C 45 saniye, 72°C de 1 dakika 40
dongii halinde gergeklestirilmistir. Son uzama olarak 72 °C 7 dakika olarak ayarlanmustir.
Polimeraz zincir reaksiyonu dongiileri sonucunda elde edilmis olan PZR iiriinlerinin 4 uL
6X yiikleme tamponuyla (%50 gliserol, 0,1 M EDTA, % 1 SDS, % 0,1 bromfenol mavisi,
ksilen siyanol) % 1,5'lik agaroz jelde 1X TAE tamponu kullanilarak, 100 baz¢iftlik DNA
biiytikliik belirteci ile birlikte elektroforezi yapilmistir. Elde edilen ve kontrolii yapilan

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

kdr gen bolgesinin yerlesimi ve agaroz jel elektroforezi referans goriintiisii Sekil
7°de verilmistir. Elde edilen jel goriintiisiine gore kayit altina alinan ve nonspesifik
baglanma gozlenmeyen Ornekler tasnif edilerek dizileme hizmeti igin hizmet alimi
yapilan firmaya (Macrogen, Giiney Kore) gonderilmistir. Dizi analizi sonucuna gore ise
L1014F ya da aynm noktada varligi saptanmis ve ya saptanmamis mutasyonlar
belirlenmistir. Bu amagla, elde edilen dizilerin eslestirilmesi ve karsilagtirilmas1 Mega
7’de gerceklestirilmis, diziler arasindaki benzerlikler GenBank’taki mevcut dizilerle

FASTA (http://www.ebi.ac.uk/fasta33/) taramasi yapilarak degerlendirilmis ve mutasyon

noktasinda var olan mutasyon tipleri belirlenmistir.
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Tablo 2. kdr taramasinda 1. PZR ile amplifikasyonunda kullanilan bilesenler.
Kullanilan PZR reaksiyonu (25 pl)  Kullanilan miktar (pl)

Buffer (10X) 3
MgCl2 (25 mM) 3
2.5 mM dNTP Mix 1,5
Primer ileri-Cgdl1 (20 uM) 1
Primer geri-Cgd2 (20 uM) 1
Primer ileri-Cgd3 (20 uM) 1
Taq DNA Polimeraz (5 U/ pl) 0,6
Kalip DNA )
DdH0 (steril distile su) 8,9

Tablo 3. kdr taramasinda 2. PZR ile amplifikasyonunda kullanilan bilesenler.
Kullanilan PZR reaksiyonu (25 pl) Kullanilan miktar (pl)

Buffer (10X) 3
MgCl2 (25 mM) 3
2.5 mM dNTP Mix 1,5
Primer ileri-Cgd1 (20 uM) 1
Primer geri-Cgd2 (20 uM) 1
Primer ileri-Cgd4 (20 uM) 1
Taq DNA Polimeraz (5 U/ pl) 0,6
Kalip DNA 5
DdH20 (steril distile su) 8,9
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- 481-510 bp Bolgenin tamamia

354 383 bp Duyarh

. Codadl3 Cgda Cgoga3 Cgas Toa3d Cgogaas

s = —

Sekil 8. kdr gen bolgesinin yerlesimi ve agaroz jel elektroforezi goriintiisii (S= duyarli,
R=direncli, H= heterozigot).

2.7. ace-1 Gen Baolgesi G119S Mutasyon Boélgesinin Cogaltilmasi

ace-1 bolgesindeki G119S mutasyonu i¢in CxEx3dir (5°CGA CTC GGA CCC ACT
GGT3’) ileri ve CxEx3rev (5’GTT CTG ATC AAA CAG CCC CGC3’) geri primerleri
kullanilarak PZR gerceklestirilmistir. Reaksiyon karistmi Tablo 4’de verilmistir.
Reaksiyon dongiisti 95°C de 15 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 94°C de 30 sn ve 60 °C de
30 sn, 72°C 30 sn olacak sekilde 32 dongii yapilmistir. Son uzama igin 72°C de bes dakika
bekletildikten sonra reaksiyon sonlandirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu dongiileri
sonucunda elde edilmis olan PZR iirlinlerinin 4 pL 6X yiikleme tamponuyla (%50
gliserol, 0,1 M EDTA, % 1 SDS, % 0,1 bromfenol mavisi, ksilen siyanol) % 1,5'lik agaroz
jelde 1X TAE tamponu kullanilarak, 100 baz¢iftlik DNA biiytikliik belirteci ile birlikte
elektroforezi yapilmistir. Elde edilen ve kontrolii yapilan amplifikasyon iiriinleri dizileme
yapilana kadar -20°C kosulunda muhafaza edilmistir. Elde edilen jel gorintiisiine gore
kayit altina alinan Ornekler tasnif edirek dizileme hizmeti i¢in hizmet alimi yapilan
firmaya (Macrogen Ing, Giiney Kore) gonderilmistir. Restriksiyon kesimi olarak sanal
kesim yapilmistir. Bu amagla Cromas pro ver. 2.1.5 programi kullanilmistir. Sanal kesim
sonucunda G119S noktasinda mutasyon varligi veya yoklugu ya da farkli mutasyon

tipleri belirlenmistir.
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Tablo 4. ace-1 taramasinda G119S noktasinin PCR ile amplifikasyonunda kullanilan

bilesenler.
Kullanilan PZR reaksiyonu (25 pl) Kullanilan miktar (ul)
Buffer (10X) 3
MgCl2 (25 mM) 3
2.5 mM dNTP Mix 1,5
Primer ileri CxEx3dir (20 uM) 1
Primer geri CxEx3rev (20 uM) 1
Taq DNA Polimeraz (5 U/ pl) 0,6
Kalip DNA 5
DdH20 (steril distile su) 9,9

2.8. ace-1 Gen Baolgesi F290V Mutasyon Boélgesinin Cogaltilmasi

ace-1 bolgesi ikinci mutasyonu olan F290V mutasyonunu belirlemek 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’) primerleri kullanilarak PZR yapilmistir. Reaksiyon karigimi
Tablo 5°te verilmistir. Reaksiyon dongiisii 95°C de 15 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 94°C
de 30 sn ve 51 °C de 30 sn, 72°C 40 sn olacak sekilde 30 dongii seklinde
gerceklestirilmistir. Son uzama igin 72°C de bes dakika bekletildikten sonra reaksiyon
sonlandirilmistir. Elde edilen {irtin %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra elde edilen
bant biiyiikliiklerine gére homozigot duyarlt homozigot direngli ve heterozigot direngli
olarak ayrimlar1 yapilmistir (Weill vd., 2003; Alout vd., 2007). ace-1 gen bolgesi F290V
primer baglanma bolgeleri ve elde edilecek referans bant biiyiikliikleri Sekil 8’de

verilmistir.

Elde edilen jel goriintiilerine gore frekanslarin belirlenmesi yapildiktan sonra
CxEx5dir ve CxKrev2 primerleri kullanilarak alanin tamami ¢ogaltilmistir. PZR
dongiileri sonucunda elde edilmis olan PZR {irlinlerinin 4 pL 6X ylikleme tamponuyla

(%50 gliserol, 0,1 M EDTA, % 1 SDS, % 0,1 bromfenol mavisi, ksilen siyanol) % 1,5'lik
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agaroz jelde 1X TAE tamponu kullanilarak, 100 bazgiftlik DNA biiyiikliik belirteci ile
birlikte elektroforezi yapilmistir. Elde edilen ve kontrolii yapilan amplifikasyon tiriinleri

dizileme yapilana kadar -20 °C kosulunda muhafaza edilmistir.

Elde edilen jel goriintiisiine gore kayit altina alinan 6rnekler tasnif edirek dizileme
hizmeti i¢in hizmet alim1 yapilan firmaya (Macrogen, Giiney Kore) gonderilmistir. Bu
amagla, elde edilen dizilerin eslestirilmesi ve karsilastirilmast MEGA 7°de

gerceklestirilmis diziler arasindaki benzerlikler GenBank’taki mevcut dizilerle FASTA

(http://www.ebi.ac.uk/fasta33/) taramasi yapilarak degerlendirilmis ve mutasyon

noktasinda var olan mutasyon tipleri hem G119S hem F290V noktalar1 i¢in belirlenmistir.

Tablo 5. ace-1 taramasinda F290V noktasinin PCR ile amplifikasyonunda kullanilan
bilesenler.

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

Buffer (10X) 3
MgCl2 (25 mM) 3
2.5 mM dNTP Mix 1,5
Primer ileri Valdir (20 pM) 1
Primer geri Valrev (20 uM) 1
Primer ileri CXEx5dir (20 uM) 1
Primer geri CxKrev2 (20 uM) 1
Taq DNA Polimeraz (5 U/ pl) 0,6
Kalip DNA 5
DdH-0 (steril distile su) 79
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Valdir CxKreva

Sekil 8. F290V mutasyon bolgesi primer baglanma bolgeleri (Alout vd., 2007).

2.9. DNA Dizi Analizi

PCR Soucu elde edilen ace-1, kdr gen bolgeleri niikleotit dizilerinin belirlenmesi
amaci ile ornekler dizilenmeye gonderilmistir. Gelen niikleotit dizileri Mega7 programi
kullanilarak kromotografi pikleri incelenmis, hatali okunan bolgeler diizeltilmistir.
Diizenleme islemi sonunda niikleotit dizileri genbank ornekleri ile karsilastirilip
bolgelerin dogruluklari kontrol edilmistir. Diizenlenemeyen kisimlar kirpilarak ’Add
unmasked sequence to alignment Explorer’’ sekmesi kullanilarak Mega7 programina
girilmis ve girilen niikleotit Clustal W ile hizalanmistir. Niikleotitlerin mutasyon
bolgesini bulmak maksadiyla primer bolgesi aranilarak bulunmus ve mutasyon olup
olmadigi incelenmistir. Sivrisineklerde insektisit direncinde etkiki olan kdr degisim

bolgeleri Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. DNA dizi analizi sonucunda kdr gen bolgesi direng durumu.

Diren¢ durumu 1. dizi 2. dizi
Homozigot duyarh TTA TTA
Homozogot direncli TTT TTT
Heterozigot TTAveya TTT TTTveya TTA

ace-1 gen bolgesinde G119S mutasyonunun belirlenmesi amaciyla elde edilen

dizilerin pikleri kontrol edilmis ve heterozigotluk gézlenen noktalar IUPAC kodlar ile
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degistirilmis ve ClustalX2 programi kullanilarak Alu-1 restriiksiyon enzimi ile birbirini
tamamlayici iki zincir i¢in ayr1 ayri sanal kesim yapilmistir. Yapilan kesim sonucunda
540, 357, 163 bazlik DNA fragmentleri elde edilmistir. Elde edilen fragmetlere gore

gelisen diren¢ durumlar1 Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 7. G119S mutasyonunun direng durumunu gosterir tablo.

Direng 1.bant (bg) 2.bant (bg) 3. bant (bg)
Homozigot duyarh 520

Homozigot direncli 357 163

Heterozigot 520 357 163

ace-1 gen bolgesine ait F290V mutasyon noktasinin belirlemek amaciyla elde
edilen PZR fiiriinleri dizilenmesi sonucunda elde edilen niikleotit dizileri Mega 7
programina girildikten sonra primer noktalarindan hizalanarak mutasyon noktasi
bulunmustur. Mutasyon noktasinda heterozigotluk, homozigot direnglilik ya da

homozigot duyarlilik durumu belirlenmistir.
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3. BULGULAR

Tiir tantmlamas1 morfolojik olarak yapilan ve ayrilan tiirlerin DNA izolasyonu
sonucunda elde edilen DNA’lar goriintiilenmis ve elde edilen DNA’lardan PZR
gerceklestirilmistir. Hedef bolge duyarsizligini igeren ve iki farkli gen bolgesinde yer alan

3 adet mutasyon bolgesi (kdr L1014F, ace-1 G119S ve ace-1 F290V) arastirilmustir.

kdr bolgesi mutasyon taramasi sonucunda elde edilen PZR reaksiyonu 6rnek jel
goriintiisii Sekil 9°da verilmistir. Referans jel goriintlisiine gore yapilan degerlendirme
sonucu elde edilen frekans degerleri ise Tablo 8’de verilmistir. Elde edilen frekans
degerlerine gore alanlarda heterozigotlugun daha fazla oldugu ancak boélge bazinda
homozigot direncli (RTEU kampiis, Giilyali, Hopa, Saluca, Carsamba, Bayburt, Horhor
Bafra) durumun hakim oldugu alanlarin var oldugu gozlenmistir. Elde edilen PZR
iriinlerinden 5’er adet segilerek yapilan dizileme sonucunda elde edilen dizilerin
mutasyon bolgesini igeren noktalar: ise Ek 1 de verilmistir. Homozigot direngli bireyler
kirmizi, homozigot duyarl bireyler yesil ve heterozigot olanlar ise sar1 renk ile mutasyon
noktasinda isaretlenmistir. Heterozigot bireyler [UPAC isimlendirme sistemine gore W
ile isaretlenmistir. Ayrica 6rneklerden bir tanesinde (Hopa 2) farkli bir mutasyon olup bu
noktada zincirlerden birinde A digerinde ise G bazi bulunmaktadir. TTG kodonuda
normal mutasyondaki gibi 16sin aminoasiti kodlamaktadir ve heterozigot olarak kabul

edilmis ve lacivert renkle isaretlenmistir.

Sekil 9. kdr bolgesi PZR reaksiyonu sonucu elde edilen amplikonlarin 6rnek agaroz jel
elektroforez goriintiisii.
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Tablo 8. kdr bolgesinde gbzlenen mutasyonun taramasi amaciyla gergeklestirilen PZR
sonucunun jel goriintiilerinin degerlendirilmesi sonucunda elde edilen duyarls,
direngli ve heterozigot bireylerin frekanslari (PZR sonucu jel goriintiisii net

c¢ikan ornekler hesaba alinmistir).

Bolge R S RS
Artvin 3 7 9
Borcka 0 5 8
Hopa 17 14 22
Sarp smnir 1 9 10
RTEU Kampiis 28 19 22
Iyidere 0 2 6
Hamidiye 14 16 18
KTU Kampiis 0 4 4
Carsibasi 2 4 3
Stimela 2 2 4
Gilimiighane 3 4 8
Doga pestil 1 5 2
Bayburt 4 2 2
Giilyal 18 11 11
Ordu Turnasuyu 11 13 5
Unye 5 8 13
Carsamba 7 1 1
Ondokuz may1s 2 2 3
Horhor Bafra 8 2 0
Merzifon 21 23 12
Saluca 4 3 2

ace-1 geni G119S mutasyonunun belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen PZR

islemi yiritilen PZR iriinleri yaklagik olarak 500 bg biiytikliigiinde oldugu

gozlemlenmistir. PZR islemisonucunda elde edilen jel goriintiisii Sekil 10°da verilmistir.

Elde edilen PZR iiriinlerinden 5’er adet se¢ilerek yapilan dizileme sonucunda elde edilen

dizilerin mutasyon bdlgesini i¢eren noktalari ise Ek 2’de verilmistir. Elde edilen dizi

verilerine gore yapilan sanal kesim sonucunda elde edilen frekans degerleri ise Tablo 9’de

verilmistir. Sanal kesim Cromas programi yardimi ile yapilmis ve alu 1 (AG’CT)

restriksiyon enzimi kesim noktasindan kesimler yapilmistir. Mutasyon noktasi dizilerde



355. baz olarak goriilmektedir. Restriksiyon enzimi olan ALUl AGCT yapist var
oldugunda kesim yapabilirken GGCT oldugu durumda kesim yapmamaktadir. Artvin ve
Heterozigot bireyler IUPAC isimlendirme sistemine gore R ile isaretlenmistir (R=GA).
Saluca bolgesinden birer drnekte izolosini kodlayan farkli bir mutasyon bulunmustur.
Horhor Bafra 6rneklerinden bir tanesinde ise ARCT tipinde bir heterozigotluk saptanmis
olup zincirlerden biri serini kodlarken digeri asparajini kodlamaktadir. Homozigot
direngli bireyler kirmizi, homozigot duyarl: bireyler sar1 ve heterozigot olanlar ise bordo
renk ile kesim noktasinda isaretlenmistir. ki farkli mutasyon tipi ise yesil (-) ve gri
(ARCT) olarak isaretlenmistir. Bu mutasyon tipinde duyarli bireylerin frekansi daha
yiiksek olarak tespit eidlmis, heterozigotluk durumu ve homozigot direnglilik durumu ise

daha az olarak belirlenmistir.

Sekil 10. ace-1 bolgesi G119S mutasyonu taramasi amaciyla yapilmis olan PZR
%1,5’lukagaroz jel elektroforezi 6rnek goriintiisii.
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Tablo 9. ace-1 bolgesinde G119S mutasyonunun taramasi amaciyla gergeklestirilen
PZR amplikon dizilerinin degerlendirilmesi sonucunda elde edilen duyarl,
direngli ve heterozigot bireylerin frekanslari (R direncli, S duyarli, RS
heterozigot).

X
w

Bolge adi

Artvin
Borgka
Hopa
Sarp
Kampiis
Iyidere
Hamidiye
KTU
Carsibasi
Stimela

Gilimiighane

o O kb O kP P O O O O o o}l o

Doga pestil
Bayburt
Giilyal
Turnasuyu
Unye

Carsamba
Horhor Bafra
Ondokuz May1s

Saluca
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W P W NN WA P WA WA WA ®OWWDE DWW W WD

B N O P kB O Bk kO

Merzifon

F290V bolgesi mutasyon taramasi sonucunda elde edilen PZR reaksiyonu 6rnek jel
goriintlisii Sekil 11°de verilmistir. Referans jel goriintiisiine gore yapilan degerlendirme
sonucu elde edilen frekans degerleri ise Tablo 10°da verilmistir. Elde edilen PZR
tiriinlerinden 5’er adet segilerek yapilan dizileme sonucunda elde edilen dizilerin

mutasyon bdlgesini igeren noktalar1 ise Ek 3’°te verilmistir. Mutasyon noktasi dizilerde

32



433. baz olarak goriilmektedir. Elde edilen frekans degerleri bolgede heterozit direngli ve
homozigot duyarli bireylerin varligint gostermis ve homozigot direngli bireylere
rastlanilmamistir. Ayrica heterozigot direncli bireylerin frekansida ¢ok diisiik oranda
bulunmustur. Homozigot duyarl 6rnekler sar1, heterozigot direngli bireyler ise kirmizi ile
isaretlenmistir. Heterozigot bireyler IUPAC isimlendirme sistemine gore K ile

isaretlenmistir (K=GT). Orneklerde farkl1 bir mutasyon tipine de rastlanmamistir.

‘o o s w M e ey e .

Sekil 11. ace-1 bolgesi F290V mutasyonu taramasi amactyla yapilmis olan PZR
%1,5’luk agaroz jel elektroforezi 6rnek goriintiisii.
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Tablo 10. ace-1 bolgesinde F290V mutasyonunun taramasi amaciyla gergeklestirilen
PZR sonucunun jel goriintiilerinin degerlendirilmesi sonucunda elde edilen
duyarl, direncli ve heterozigot bireylerin frekanslar1 (PZR sonucu jel
goriintiisii net ¢ikan 6rnekler hesaba

Bolge R S RS
Artvin 0 2
Borcka 0 4 2
Hopa 0 12 2
Sarp Sinir 0 6 2
RTEU Kampiis 0 12 2
Iyidere 0 4 2
Hamidiye 0 14 1
KTU Kampiis 0 5 2
Carsibasi 0 4 1
Siimela 0 5 2
G. Hane 0 5 2
Doga Pestil 0 4 1
Bayburt 0 5 1
Giilyali 0 13 2
Ordu Turnasuyu 0 6 1
Unye 0 6 0
Carsamba 0 4 2
Horhor Bafra 0 4 2
Ondokuz Mayis 0 7 0
Saluca 0 5 1
Merzifon 0 11 0
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Yapilan bu Yiiksek Lisans Tez ¢alismasinda, tilkemizin Orta ve Dogu Karadeniz
bolgelerinin farkli alanlarindan 6rneklenen Culex pipiens kompleksine ait 6rneklerde,
tilkemizde cesitli nedenlerle halen kullanilan veya ge¢mis yillarda yogun olarak
kullanilmis olan organoklorlu ve piretroid grubu insektisitlere kars1 direng olusumunu
saglayabilen kdr ve ace—1 mutasyonlarinin varligi molekiiler yontemler kullanilarak

tespit edilmeye calisilmistir.

kdr ve ace-1 (G119S, F290V) direnci i¢in 21 bolgeden toplanan 6rneklerle analizler
gerceklestirilmistir. Jel goriintlilerinden elde edilen sonuglara goére L1014F
mutasyonunun alanda heterozigot ya da homozigot olarak pek ¢ok bolgede oldugunu
gostermistir. Elde edilen bu sonug diinya {izeride % 20’lik bir kullanim hacmine sahip
olan pretroid grubu i¢in hi¢ de sasirtic1 degildir. Ozellikle Samsun Bafra Horhor, Samsun
Carsamba, Bayburt gibi tarim alanlarinda homozigot direngli oraninin yiiksek ¢ikmasi bu
alanlarda kulanilan tarim ilaglarina isaret etmektedir. Ayrica Giresun Giilyali, Rize RTEU
kampiis gibi sehir i¢i alanlarda da homozigot direng oraninin fazla olmasi insanlarin
yasam alanlarinda sivrisineklerin vermis olduklar rahatsizliga bir reflex olarak yapilan
asir1 ilaglamalardan kaynaklandig diistiniilebilir (Tablo 11). Ayrica alanda heterozigotluk
oranin fark edilebilir derecede fazla oldugu goriilmektedir. Bu durum kdr direncine sebep
olan DDT’nin yasaklanmasiyla birlikte alanda segilim baskist azalmig bunun ve
populasyonlar kendini dengeye getirme yoniinde bir egilim sergiliyor olabilir (URL-4).
Bu durumun ikinci bir sebebi olarak alanda pretroit grubu insektisitlerin kullaniminin
kisitli alanlarda kalmas1 ve gog¢ yoluyla alana gelen duyarli bireylerin alanda direng
kazanmig bireylerle ciftlesmesi olabilir (Bursali, 2013). Bunun yaninda alanda
heterozigot frekansinin yiiksek olmasi alanda duyarlilik genlerinin alanda hala
saklanmasina ve dolayisiyla giiniimiizde direng sebebiyle kullanilamayan insektisitlerin
yillar sonra tekrar kullanilabilecegi manasina gelmektedir. Elde edilen kdr gen bolgesi
DNA dizilerinden nokta mutasyonu sonucu olusan bu degisim igerisinde sessiz
mutasyonlarin varlig1 da heterozigot olarak belirlenmistir. Alanda elde ettigimiz sonuglar
Losin Fenilalanin degisimine neden olan ve ve sessiz mutasyon seklinde iki farkli
mutasyon tipinin varligin1 belirlenmistir. Bulunan bu sessiz mutasyon ¢esidinin sessiz
mutasyon olmasi agisindan her ne kadar giliniimiiz i¢in sevindirici olsa da, bu bolgede

35



gelisecek olan baska bir mutasyonla iist tiste gelmesiyle ¢cok daha farkli bir aminoasit

olurturacak ve ilerde kullanacagimiz insektisitlere yeni drenglerin gelismesine neden

olabilmesi agisindan 6nemli olabilir.

Tablo 11. Bolgelere gore kdr direng frekanslari.

Genotip frekansi (%)
Populasyon Birey Sayis1  Direngli Heterozigot(RS
Adi (N) (RR) Duyarli (SS) )
Artvin 19 15,78 36,84 47,36
Borgka 13 0 38,46 61,53
Hopa 53 32,07 26,41 41,50
Sarp sinir 20 5 45 50
RTEU Kampiis 69 40,57 27,53 31,88
Tyidere 8 0 25 75
Hamidiye 48 29,16 33,33 37,5
KTU Kampiis 8 0 50 50
Carsibasi 9 22,22 44,44 33,33
Stimela 8 25 25 50
Giimiishane 15 20 26,66 53,33
Doga pestil 8 12,5 62,5 25
Bayburt 8 50 25 25
Giilyal1 40 45 27,5 27,5
Turnasuyu 29 37,93 44,82 17,24
Unye 26 19,23 30,76 50
Carsamba 9 77,77 11,11 11,11
Ondokuz mayis 7 28,57 28,57 42,85
Horhor Bafra 10 80 20 0
Merzifon 56 37,5 41,07 21,42
Saluca 9 44 .44 33,33 22,22

ace hedef bolge duyarsizligini i¢ine alan G119S noktasindaki mutasyonun frekansi

ise diisiik bulunmasina ragmen diger mutasyon tipinden (F290V) daha fazla oranda

gbzlenmis ve homozigot direngli birey frekansi kdr tipe gore ¢ok diisiik bulunmustur.

Alanda heterozigotlarin oran1 yiiksek olmasina karsin homozigot direnglilik durumu daha

fazla oranda alanin geneline hakim gozlenmistir (Tablo 12, Tablo 13). kdr tip direngte

oldugu gibi homozigot direngli bireyler agirlikli olarak tarim alanlarda daha fazla

gbzlenmistir.
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Tablo 12. Bolgelere gore F290V direng frekanslari.
Genotip frekansi

Populasyon Ad1 Birey Direngli Duyarh Heterozigot
Sayisi (RR) (SS) (RS)
(N)
Artvin 7 0 71,42 28,57
Borgka 6 0 66,66 33,33
Hopa 14 0 85,71 14,28
Sarp sinir 8 0 75 25
RTEU Kampiis 14 0 85,71 14,28
Tyidere 6 0 66,66 33,33
Hamidiye 15 0 93,33 6,66
KTU Kampiis 7 0 71,42 28,57
Carsibasi 5 0 80 20
Siimela 7 0 71,42 28,57
Giimiishane 7 0 71,42 28,57
Doga pestil 5 0 80 20
Bayburt 6 0 83,33 16,66
Giilyali 15 0 86,66 13,33
Turnasuyu 7 0 85,71 14,28
Unye 6 0 100 0
Carsamba 6 0 66,66 33,33
Ondokuz mayis 6 0 66,66 33,33
Horhor Bafra 7 0 100 0
Merzifon 6 0 83,33 16,66
Saluca 11 0 100 0

Diger bir mutasyon tipi olan F290V mutasyonu ise populasyonlarda ¢ok diisiik
diizeyde ve heterozigot olarak belirlenmistir. Homozigot direngli Orneklere
rastlanmamistir. Bu iki tipteki mutasyon organikfosforlu, karbamatli gruplarin hedef
bolge duyarsizligini iceren yapidir. Elde edilen bu sonug¢ bizi genel olarak alanda
organikfosforlu, karbamatli gruba ait insktisitlerin daha az kullanildigin1 géstermektedir.
DNA dizilerinden elde edilen sonuglarda mutasyon bolgesinde duyarliliga sebep olan
GGC (Glisin) kodonu ATC (Izolosin) amino asidine doniiserek yeni bir kodon
olusturdugu goézlemlenmistir. Homozigot olan bu yeni kodonun kodladigir amino asidin
(Izolosin) canli iizerinde nasil bir etki yapti1 bilinememekle birlikte, bu yeni amino
asidin olugsma siirecinde GGC duyarli olan canlinin mutasyon sonucunda AGC (Serin)
direngli birey sekline doniistiigii sonrasinda bu direngli bireyin ATC (izolosin) ye
doniismesi seklinde gerceklestigi yiiksek bir olasiliktir. Ayrica yine mutasyon bolgesinde
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heterozigot olarak GGC (Glisin) nin AAC (Asparajin) ye doniistigii goriilmistiir.
Gozlemlenen bu mutasyan tipininde diger muhtemel gelisme sekli 6teki mutasyon sekli

ile ayn1 olmakla birlikte bu mutasyonun da canli lizerine etkisi muallaktir.

Tablo 13. Bolgelere gore G119S direng frekanslari.

Genotip frekans1 (%)

Populasyon Birey Direngli Duyarli Heterozigot
Adi Sayisi (RR) (SS) (RS)
(N)
Artvin 4 0 75 25
Borcka 5 0 60 40
Hopa 5 0 60 40
Sarp sinir 5 0 60 40
RTEU Kampiis 5 0 80 20
Iyidere 5 0 80 20
Hamidiye 5 20 60 20
KTU Kampiis 5 20 60 20
Carsibasi 5 0 80 20
Stimela 5 20 60 20
Gilimiighane 5 0 80 20
Doga pestil 5 0 60 40
Bayburt 5 0 80 20
Giilyali 5 20 60 20
Turnasuyu 2 50 50 0
Unye 5 0 80 20
Carsamba 5 20 60 20
Ondokuz mayis 5 20 40 40
Horhor Bafra 5 0 60 40
Merzifon 4 50 25 25
Saluca 5 20 60 20

Sonug olarak alanimiz érneklerinde bu tip (L1014F, F290V, G119S) mutasyon
daha ¢ok heterozigot olarak bulunmus ve homozigot tipin frekansi daha diisiik
bulunmustur. Alan O6rneklerimizden elde ettigimiz sonuglar hem Akdeniz Bolgesi
sonuclar1 hemde iilkemizden yapilan ¢alismalarin sonuglari ile tutarlilik arz etmektedir
(Gokberk, 1959; Kasap vd., 2000; Liileyap vd,2002; Alout vd., 2007; Akiner vd., 2009;
Tagkin vd 2016). Alanlarda insektisit kullanim profiline ve alanin tarim bdlgesi olmasi

durumuna gore direng tipi ve gozlenen mutasyon frekanslar1 degisiklik gostermektedir.
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Ulkemizdeki insektisit direng ¢alismalar1 ve bunlarla ilgili sonuglar 1950 yillardan
beri bulunmaktadir. Ancak bu ¢alismalar Anopheles sacharovi agirlikli olup genellikle
klasik direng testleri ve sonuglar1 seklindedir. Zulueta (1959) DDT direncini ilk rapor
eden ve o donemde bagka insektisit kullanimi olmadigi i¢in donemin en 6nemli ¢aligmast
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. DDT 1980°li yillardan itibaren yasaklanmasina ragmen
asir1 kullanilmig olmasi ve yiiksek kalicilik orani nedeniyle DDT direnci tiim bolgelerde
tiim gruplarda gozlenmeye devam etmektedir (Kasap vd., 2000, Akiner vd., 2013, Akiner
ve Eksi, 2015). Daha sonraki donemlerde kullanilan insektisit profili degismis ve buna
paralel olarakta diren¢ gelisimi rapor edilen insektisit siniflar1 artmaya baglamigtir
(Ramsdale, 1975, WHO, 1986; WHO, 1992). Bu gruplar igerisinde malathion,
chlorpyriphos, fenitrothion, fenthion, propoxur 6n siralar1 almistir. 2000’li yillara
gelindiginde ise tiim insektisit siniflarina direng gelistigi rapor edilmis ve lilkemizde hali
hazirda kullanilan insektisitlerinde i¢inde yer aldig1 pek ¢ok sinifa karsi direng teyit

edilmistir.

Elde edilen sonuglar hedef bolge duyarsizhiginda kdr tip direngte L1014F
mutasyonunun alanda heterozigot ya da homozigot olarak pek ¢ok bolgede oldugunu
gostermistir. Nokta mutasyonu sonucu olugan bu degisim icerisinde sessiz mutasyonlarin
varlig1 da belirlenmistir. Kdr tip dirence neden olan mutasyonun farkli sekilleri (L1014F,
L1014H/C/S/W) pek ¢ok tiirde tespit edilmis olup (Rinkevich vd., 2013) degisim
sonucunda direncin gelistigi ve direngle baglantilar1 kesin olarak bilinmektedir. Alanda
elde ettigimiz sonuclar Losin Fenilalanin degisimine neden olan iki farkli mutasyon
tipinin varligin1 géstermis ancak diger mutasyon tipleri bulunamamaistir. Bolgemizde bu
durum gozlenirken Tagkin vd., (2016) Ege bolgesi Cx. pipiens soylarinda L1014F klasik
tipinin haricinde L1014C mutasyonunuda tespit etmislerdir. Losin Sistein degismini ifade
eden bu degisimin orani klasik tipten daha diisiik olarak rapor edilmistir. Ulkemizde
yapilan bu konudaki diger bir ¢alismada ise An. sacharovi Adana populasyonunda 12
ornegin 4 tanesinde kdr mutasyonuna rastlandigi rapor edilmistir (Liileyap vd., 2002). Bu
calisma tilkemizde yapilan ve Cx. pipiens kompleks tiirlerinde yapilan 2. ¢alisma olup
daha onceki c¢alismanin sonuglariyla tutarlilik arz etmektedir. Alanin genelinde Kdr
direncinin heterozigot olarak yer aldigi ve homozigot direnglilik durumunun diistik
diizeyde oldugu belirlenmistir. ace hedef bolge duyarsizligini igine alan F290V
mutasyonu ise populasyonlarda ¢ok diisiik diizeyde ve heterozigot olarak belirlenmistir.
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Homozigot direngli orneklere rastlanmamistir. Diger mutasyon tipi olan ve G119S
noktasindaki mutasyonun frekansi ise yine diisiik bulunmasina ragmen diger mutasyon
tipinden daha fazla oranda gozlenmistir. Bu iki tipteki mutasyon organikfosforlu,
karbamath gruplarin hedef bolge duyarsizligini igeren mutasyonlar olup alanda gbzlenen
direncle birebir olmasa da uyum gostermektedir. Akdeniz havzasinda yapilan
caligmalarda ve diinya genelinde G119S mutasyonunun yaygin oldugu buna karsilik
F290V mutasyonunun diizeyinin diisiik oldugu belirtilmistir (Alout vd., 2007). Tantley
vd., (2010) La Reunion adast Cx. pipiens quinquefasciatus ve Aedes albopictus’ta
organofosfat direncine neden mutasyonlardan sadece G119S’nin varligini gostermistir.
Ulkemizde Taskin vd. (2016) tarafindan yapilan calismada ise G119S frekansi F290V
frekansindan daha yiiksek bulunmus ve Ege bolgesi populasyonlarinda dirence neden
olan yapilarin arasinda bu mutasyon tiplerinin oldugunu gostermislerdir. Alout vd.,
(2016) yaptiklar1 calismada yiiksek oranda chlorpyriphos direncinin Israil, Tunus ve Hint
adalarindaki populasyolarda G119S mutasyonu sonucu var oldugunu ve homozigot

mutasyonun tiim populasyonlarda yaygin oldugunu rapor etmislerdir.

Farkli cografyalardan pek ¢ok sivrisinek tiirli ile yapilan calismalar pek ¢ok
insektisite karsi ciddi oranlarda direncin varligini ve direncin multifaktoriyel olarak
ortaya ciktigini gostermektedir. Direncin temelinde yatan metabolik direng ve hedef
bolge duyarsizliklar sonucunda gelisen ve sahip olunan genetik varyasyonun segilim
baskist sonucunda frekansinin artmasina neden olan direng gelisim tipleri, {izerinde ¢ok
calisilan ve ¢alisilmaya devam edilecek konularin basinda gelmektedir. Ozellikle son
donemde artan oranda gozlenen ve sivrisineklerin tasiyiciligiyla bulasan hastaliklarin
onlenmesi ve toplum sagliginin karunmasinin gerekliligi olarak sivrisinekle miicadele
onemlidir. Gelistirilen/gelistirilecek olan insektisit siniflart ve bu insektisit sniflarma
karst olast direng tipleri, miicadeleyi ve hastaliklar1 6nlemede ortaya konacak olan
performansi distiriicti niteliktedir. Arastirmalarimiz sonucunda da ¢alisilan bolgedeki
farkli populasyonlarda hedef bolge duyarsizligina neden olan mutasyonlarin dirence katki

sagladig1 ve her direng tipinin alandaki miicadeleyi olumsuz etkileyecegini gostermistir.
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5. ONERILER

Dogu ve Orta Karadeniz Boélgesi’nde yayilim gosteren CX. pipiens tiiriiniin
kullanilan insektisitler sonucunda molekiiler anlamda direng gelistirdigi yapmus
oldugumuz caligma sonucunda belirlenmistir. Dogal secilim sonucunda gelistirilen bu
direng 6nemli bir vektor olan sivrisineklerle miicadeleyi zorlagtirmaktadir. Bu sebeple bu
vektorle daha etkin miicadele edebilmek icin sivrisineklerin diren¢ durumlarinin

belirlenmesi ve miicadelenin buna gore kurgulanmasi gerekmektedir.

Ozellikle alanimiza yeni giren istilaci ve Zika, chikungunya ve dengue gibi
hastaliklar1 bulastiran Aedes albopictus ve Aedes aegypti ile, dogal olarak alanda bulunan
sitma vektorii Anopheles maculipennis kompleks tiirleri ile miicadele ¢alismalarinda
kurgulanacak planlarin bu temel iizerine oturtulmasi gerekir (Akmer vd., 2016). Bu
nedenle tiim miicadele bi¢imlerini i¢ine alan, hem alanda yapay secilimi indiiklemeyecek
bir frekans hem de segilim baskisi olusturmayacak diizeyde sekilde rotasyonlu bir
insektisit kullanimin1 igeren planlar olusturmak gelecekte ortaya ¢ikabilecek sorunlarin

onceden dnlenmesi ve olasi epidemilerin Oniine ge¢ilmesi anlaminda dnemlidir.
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EKLER

EK 1. kdr bolgesi L1014F mutasyon noktasini gosteren baz dizileri.
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TTCCGATCTA
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTA
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATATG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTA

o]
55

AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTATAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTATAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAAA



EK 1. Devam.

Carsibasi
Carsibasi
Carsibasi
Carsibasi
Sumela 1
Sumela 2
Sumela 3
Sumela 4
Sumela 5
Gumushane
Gumushane
Gumushane
Gumushane
Gumushane
Doga pesti
Doga pesti
Doga_pesti
Doga_pesti
Doga pesti
Bayburt 1
Bayburt
Bayburt
Bayburt
Bayburt
Gulyali
Gulyali
Gulyali
Gulyali
Gulyali 5
Ordu_Turna
Ordu_Turna
Ordu_Turna
Ordu_Turna
Ordu_Turna
Unye 1
Unye 2
Unye 3
Unye 4
Unye b5
Carsamba

B D — O A W DD

Carsamba
Carsamba
Carsamba
Carsamba
19 Mayis
19 Mayis
19 Mayis

LW DN = O = W DN

TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA

CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT

AGGAAATFA
AGGAAATITA
AGGAAATTTW
AcGAAAT
AGGAAATTTW
AGGAAATTTW
AGGAAATIN
AGGAAATTTW
AGGAAATIA
AGGAAATTTW
AGGAAATITA
AGGAAATITA
AGGAAATTTW
AGGAAATTTW
AGGAAATITA
AGGAAATITA
AGGAAATITA
AGGAAATTTW
AGGAAATITA
AGGAAATINE
AGGAAATITA
AGGAAATIEM
AGGAAATETA
AGGAAATIN
AGGAAATTTW
AGGAAATITA
AGGAAATTTW
AGGAAATTTW
AGGAAATTTW
AGGAAATTA
AGGAAATITA
AGGAAAT
AGGAAAT
AGGAAAT,
AGGAAATTTW
AGGAAATTTW
AGGAAATTA
AGGAAATTTW
AGGAAAT

AGGAAAT

AGGAAAT

AGGAAAT,

AGGAAAT]
AGGAAAT|
AGGAAAT|
AGGAAATITTA
AGGAAATTTW
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CTCGTGAGTA
CTCGTGAGTA
CTCGTGAGTA
CTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGGGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
CTCGTGAGTA
CTCGTGAGTA
CTCGTGAGTA
CTCGTGAGTA
CTCGTGAGTA
CTCGTGAGTA
CTCGTGAGTA
CTCGTGAGTA
CTCGTGAGTA
CTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGGGTA

TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTA
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTA
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCCATCTG
TTCCCATCTG
TTCCCAACAA

AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGACTAAAA



EK 1. Devam.

TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA
TCTTGGGCCA

19 Mayis 4
19 Mayis b5
Horhor Baf
Horhor Baf
Horhor Baf
Horhor Baf
Horhor Baf
Merzifon 1
Merzifon 2
Merzifon 3
Merzifon 4
Merzifon 5
Saluca 1

Saluca 2

Saluca 3

Saluca 4

Saluca 5

CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT
CCGTAGTGAT

AGGAAATTTA GTCGTGGGTA

AGGAAAT]
AGGAAAT]
AGGAAAT|

AGGAAATTTA

AGGAAAT]
AGGAAAT]
AGGAAAT|
AGGAAAT|

AGGAAATTTA
AGGAAATTTA
AGGAAAT|
AGGAAAT]
AGGAAAT
AGGAAAT

GTCGTGGGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGGGTA
GTCGTGAGTA
GTCGTGGGTA
GTCGTGAGTA
AGGAAATTTA GTCGTGAGTA
AGGAAATTTA GTCGTGAGTA

TTCCCATCTG
TTCCCATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTA
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTA
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG
TTCCGATCTG

AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA
AAGTCTAAGA

Not: IUPAC isimlendirme sistemine gore W=AT, R=AG bazlarin1 ifade etmektedir.

EK 2. ace-1 G119S mutasyon ve kesim noktasini gosteren baz dizileri.

Artvin_1
Artvin_2
Artvin_3
Artvin_4
Artvin_7
Borcka_1
Borcka_2
Borcka_3
Borcka_4
Borcka_6
Hopa_1
Hopa_2
Hopa_3
Hopa_4
Hopa_5
Hopa_8
Sarp_1
Sarp_2
Sarp_3
Sarp_4
Sarp_5
Kampus_1
Kampus_2
Kampus_3
Kampus_4
Kampus_5
Iyidere_2

ol

335
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC

coleeitd

345
GGTCCCAGAG
GGTCCCAGAG
GGTCCCAGAG
GGTCCCAGAG
GGTCCCAGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG

355
TAGﬁIIIIﬁc
TAG C
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAG C
TAG C
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAREENAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAREEAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAREEAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAREENAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAREEAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC

50

cleein]

365
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT

ol

375
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG

AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC



EK 2. Devam.

Iyidere_4
Iyidere_3
Iyidere_5
Iyidere_6
Hamidiye 1
Hamidiye 2
Hamidiye 6
Hamidiye_ 7
Hamidiye_8
KTU_1
KTU_2
KTU_5
KTU_6
KTU_7
Carsibasi_
Carsibasi_
Carsibasi_
Carsibasi_
Carsibasi_
Sumela_2
Sumela_1
Sumela_7
Sumela_8
Sumela 4
Gumushane_
Gumushane_
Gumushane_
Gumushane_
Gumushane_
Doga_Pesti
Doga_Pesti
Doga_ Pesti
Doga_ Pesti
Doga_Pesti
Bayburt
Bayburt
Bayburt
Bayburt
Bayburt
Gulyali_
Gulyali 2
Gulyali 3
Gulyali 6
Gulyali_ 7
Turnasuyu_
Turnasuyu_
Unye_1
Unye_ 2
Unye_3
Unye 4
Unye_ 5
Carsamba 1

P U, WNER

CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCARCGTGGC

AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCRGAG
AGTCCCRGAG
AGTCCCRGAG
AGTCCCRGAG
AGTCCCGGAG

TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGATEENAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC

TAGAREIAC

TAGAGGCTAC
TAGANGENAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGABGEIAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGQIIIIQC
TAG C
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGﬁIIIIﬁc
TAG C
TAGAGGCTAC
TAGAEEAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC

TAGAEENAC

TAGAGGCTAC
TAGAREENAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC

TAGAREIIAC

TAGAGGCTAC

TAGAREENAC

TAGAGGCTAC

TAGABGEIAC

TAGAGGCTAC
TAGARGENAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGARENAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC

51

CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT

CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG

AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC



EK 2. Devam.

Carsamba_2
Carsamba_4
Carsamba_5
Carsamba_7
Horhor_2
Horhor_3
Horhor_4
Horhor_5
Horhor_7
19 _Mayis_1
19_Mayis_2
19 _Mayis_3
19 Mayis_4
19_Mayis_5
Saluca_1
Saluca_2
Saluca_3
Saluca_4
Saluca_7
Merzifon_1
Merzifon_2
Merzifon_3
Merzifon_4
Merzifon_5

CCARCGTGGC
CCARCGTGGC
CCARCGTGGC
CCARCGTGGC
CCARCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAACGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC
CCAGCGTGGC

AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCRGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCGGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCAGAG
AGTCCCAGAG

TAGAGGCTAC
TAGﬁ.:C
TAG C
TAGAGGCTAC
TAGAARCTAC
TAGAGGCTAC
TAGﬁ.:C
TAG C
TAGAGGCTAC

TAGAREIAC

TAGAGGCTAC
TAGAENAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC
TAG C
TAG C
TAG C
TAGAGGCTAC
TAGARGENAC
TAGAGGCTAC
TAGAGGCTAC

TAGARBEIAC

TAGAGGCTAC

TAGAREENAC

CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCRAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCGAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT
CCCCAAAGAT

Not: [IUPAC isimlendirme sistemine géore R=GA bazlarini ifade etmektedir.

EK 3. ace-1 F290V mutasyon noktasini gosteren baz dizileri.

Artvin
Artvin
Artvin
Artvin
Artvin
Borcka
Borcka
Borcka
Borcka

T I NC R S R N JC R NG R

Borcka
Hopa 1
Hopa 2
Hopa
Hopa
Hopa
Sarp
Sarp
Sarp
Sarp

BN — O A

420
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA

430

440

CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG
CCACAGCATG

.o
450

TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGMMICCGTTCGTT
TCTGCGAGIMMICCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKCCGTTCOTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKMMMICCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGICCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKMMMICCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT

52

CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG

e e e e e e e

A
A
A

AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC



EK 3. Devam.

Sarp 6
Kampus
Kampus
Kampus
Kampus
Kampus
Iyidere 2
Iyidere 3
Iyidere 4
Iyidere 5
Iyidere 7
Hamidiye
Hamidiye
Hamidiye
Hamidiye
Hamidiye
KTU 1

KTU 2

KTU 3

KTU 6

KTU 7

Carsibasi

O U1 W DN

Carsibasi
Carsibasi
Carsibasi
Carsibasi
Sumela 4
Sumela 5
Sumela 6
Sumela 7
Sumela 8
Gumushane
Gumushane
Gumushane
Gumushane
Gumushane

Doga Pestil 1
Doga Pestil 2
Doga Pestil 3
Doga pestil 4
Doga pestil 7

Bayburt 2
Bayburt
Bayburt
Bayburt
Bayburt
Gulyali

— Oy O1 & W

1
2
3
7
8

Ol = W DN —

B W DN —

5

ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA

TCTGCGAG.CCGTTCGTT
TCTGCGAGKUMECCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKMICCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAG.CCGTTCGTT
TCTGCGAGHUMMCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKMMMICCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKMICCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKICCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAG.CCGTTCGTT
TCTGCGAGMMICCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKMMICCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKMMMICCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKICCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKIICCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
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CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
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EK 3. Devam.

Gulyali 2
Gulyali 3
Gulyali 6
Gulyali 7
Turnasuyu
Turnasuyu
Turnasuyu
Turnasuyu
Turnasuyu
Unye 2

Unye 3

Unye 4

Unye 5

Unye 6

Carsamba
Carsamba
Carsamba
Carsamba
Carsamba
Horhor
Horhor
Horhor
Horhor
Horhor
19 mayis
19 mayis
19 mayis
19 mayis
19 mayis
Saluca 3

S O =~ W Do

Saluca
Saluca
Saluca

-~ o Ol

Saluca
Merzifon
Merzifon
Merzifon
Merzifon
Merzifon

S O = DN © 0 = W

B ow N =

5

Ol > W DN~

ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA
ACGCTGGGGA

TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT

TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT

TCTGCGAGKMMMICCGTTCGTT

TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT

TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT

TCTGCGAG] CCGTTCGTT
TCTGCGAG CCGTTCGTT

TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGKMMICCGTTCGTT

TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT
TCTGCGAGTT

TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT
TCCGTTCGTT

TCTGCGAG] CCGTTCGTT
TCTGCGAG] CCGTTCGTT

TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT
TCTGCGAGTT TCCGTTCGTT

IUPAC isimlendirme sistemine gére K=GT bazlarini ifade etmektedir.
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CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
CCGGTTGTGG
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Ridvan Demirtas 1990 yilinda Elazig ili Maden ilgesinde dogdu. Ilkdgrenimini
Atatiirk Ilkokulu’nda, lise dgrenimini ise Kubilay Lisesi’nde tamamladi. 2006 yilinda
Recep Tayyip Erdogan Universitesi Biyoloji Boliimiinii kazandi. 2015-2017 Ogretim
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Anabilim Dali’nda yiiksek lisans egitimi yapmaktadir. Evli ve bir ¢ocuk babasidir.
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