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Turkiye'de ve 6zellikle Adana bdlgesinde 1957 yilindan itibaren halk sadlig ve
tanimsal mlcadele amaciyla vektor ve zararli tdrlere kars! yogun bir sekilde farkl gruplardan
insektisitler kullaniimgtir.

Insan sitma hastaliginin vektoérii olan An. sacharovi ve benzer bdceklerde
insektisitlere karsi gelisen direnci tespit etmek igin gunimuzde uygulanan hassasiyet
testleri basarili bir sekilde kullaniimaktadir. Fakat bu yéntem ile fizyolojik direng konusunda
detayli bilgi alinamadidi igin biyokimyasal ve genetik temele dayanan altematif yontemler
gelistirilmistir.

Bu calismanin ilk asamasinda; farkll sezonlarda insektisit uygulamalarinin yogun
oldugu Tabaklar, Herekli kdyleri ile nispeten az insektisit kullanitan Menekse kéyu ile higbir
insektisit baskisi altinda bulunmayan ve tim yil boyunca aktif olan Laboratuvar Kolonisine
ait An.sacharovi ergin digileri de arazi dmekleriyle kiyaslanmasi amaciyla teste maruz
birakildilar. Hassasiyet testlerinde; DDT %4, Malathion %5, Propoxur %1, Deltamethrin
%0.025 ve Permethrin %0.25 insektisitlerinin letal dozlart kullanilarak émekler hassas ve
direngli olarak gruplandinidi.

Calismanin ikinci agamasinda U¢ enzim c¢alisiimis olup, bunlar; Organofosfat ve
Karbamat insektisit direncinde hedef yapi olan Asetilkolin Esteraz (AchE) enzimi ile
Organoklor ve Pyrethroid insektisitlerin etkisizlestiriimesinde ¢ok blylk roli olan Glutatyon
S-Transferaz (GST) ve tim insektisit gruplarinin etkisizlestiriimesinde rolt olan non-spesifik
Genel Esteraz enzimleri ¢alisildi. Hassasiyet test sonuglarina gére yaptigimiz gruplandirma
ile ayni émeklerde 3 enzim igin dlgtudumuz aktivite oranlari arasinda uyumun nasil
oldugunun anlagiimasi igin yaptigimiz diskriminant analizinde; AchE enzimi igin %76.6, GST
az enzimi icin % 74.1 ve Genel Esteraz enzimi i¢in de %62.2 gibi oldukga yUksek bir

uyumluluk tespit edildi.
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Her Uc¢ enzim icin de saptadiimiz aktivitelerin, direnglilerde hassaslardan anlamli
derecede daha ylUksek olmasinin yaninda gonoaktif ddéneme ait enzim aktiviteleriinin de
yaglanmis sezondan anlamli derecede daha yuksek oldugu bulundu. Ayrica ¢ok yodun
insektisit kullanilan lokalitelere ait AchkE, GST ve Genel Esteraz enzim aktivitelerinin,
nispeten az ve hi¢ ir;sektisit kullanilmayan lokalitelere nazaran daha yuksek aktivite

gosterdikleri bulundu.

Anahtar Kelimeler : An.sacharovi, Insektisitler, Direng enzimleri, Hassasiyet testleri.



ABSTRACT

Since 1957, a considerable amount of different groups of insecticides has been used
in Turkey especially in Adana, for the control of agricultural pests and vectors of Public
Health importance

The susceptibility tests have been successfully applied for many years to determine
the insecticide resistance raised in pest and vector insects including An. sacharovi, the most
important human malaria vector in Turkey. As this method does not allow to obtain
sufficient information about physiological resistance, an alternative method of enzyme tests
based on biochemical and genetic evaluations has been developed.

In this study both methods were used for comparison. First of all the susceptibility for
insecticides were tested in adult females of An.sacharovi collected in various seasons from
Tabaklar and Herekli villages where insecticides are used intensively for both agricultural
and vector control purposes and from Menekse village where insecticide applications are
more limited. Samples taken from laboratory colonies representing the mosquitoes under
non-insecticide pressure during gonoactive season were also tested to compare with the
field material. By the susceptibility test using lethal doses of DDT 4%, Malathion 5%,
Propoxur %1, Deltamethrin 0.025% and Permethrin 0.25% each sample was divided into
resistant and susceptible groups.

Secondly the changes in the activity levels of enzymes were studied in these groups.
Three enzymes were tested; Acetylcholine Esterase (AChE) which is the target site in the
organophosphate and carbamate insecticide resistance, Glutathione S-Transferase (GST)
which has a significant role in detoxification of organochlorine and pyrethroide insecticides
and non-specific General Esterase which has a role in detoxification of all insecticides. The
discriminant analysis which was used to understand the fitness between the grouping by
susceptibility tests and the enzyme activity levels in these groups showed considerably high
fitness rates 76.6% for AChE, 74.1 for GST and 62.2% for General Esterase.
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The activities of the three enzymes were found in higher levels in resistant groups
than susceptibles and also higher levels in gonoactive period than in hibernation season. It
was also found that AchkE, GST and General Esterase enzyme activities were higher in the
localities under intensive insecticide application than in the localities where insecticides are

used in lesser quantities or none.

Keyword : An. sacharovi, Insecticides, Resistance enzymes, Susceptibility tests
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1. GIRIS VE AMAG

Turkiye'de ve 6zellikle Adana bélgesinde 1957 yilindan itibaren halk saghg:
ve tarimsal mulcadele amaciyla vektor ve zararl turlere karsi yodun bir sekilde
insektisit uygulanmistir. ilk énce klorlu hidrokarbonlar kutlanilmis (10,11,37,38 ve 56)
ve gelisen direng nedeniyle bu insektisitlerin  kullanimindan 1971 vyilinda
vazgegilmistir (68, 67). Daha sonra organofosfatll insektisitiere gegilerek 1984
yilinda Malathion'un, 1990 vyilinda da Pirimiphos methylin kullanimindan
vazgegilmistir (37, 41). 1995 yilina kadar karbamatlilar grubundan Bendiocarb
kullaniimis ve ginumuzde tekrar Pirimiphos methyl'in kullanimina geri déntimastur.

Birinci Dunya Savasindan bu yana canlilarin sistematiginde farkl yerler isgal
eden farkl tUrlerin kontroli amaciyla kullanilan degisik kimyasal maddelere karsi
hedef canlilarda bu kimyasal maddeleri etkisizlestiren savunma mekanizmalarinin
(direng) gelistigi gézlenmektedir.

Béceklerin kimyasal kontroli amaciyla kullanilan insektisitlere kargi gelisen
direnci: fizyolojik diren¢ ve davranis direnci olarak siniflandirabiliriz. Her iki direng
mekanizmas! da kalitsal olup genlerle kontrol edilir. Direng bir kez ortaya ¢iktiginda
ayni insektisit kullaniimaya devam edilirse direngli bireylerin sayist populasyonda
hizla artar (negatif seleksiyon basksi). Bu nedenle direncin esasi genetik ve
biyokimyasal kaynakhdir.

Halk saghd ve tarm igin zararli boceklerin kimyasal mucadelesi igin
hazirlanan insektisitlerin kullaniminda; hedef canlinin genomunda meydana gelen
spontan mutasyonlarla degisik direng tiplerinin ortaya g¢ikmasi, negatif seleksiyon
baskisi ile direng genlerinin populasyonda etkin duruma gelmesi, insektisit se¢iminin
iyi yapilamamasi ve insektisitin uygulandigi s6z konusu Ulkenin 6zel durumuna
uygun letal doz tayininin yapiimamis olmasindan kaynaklanan basarisizliklar vardrr.
Genelde tim Ulkelerde direng gelisiminin takip edilmesi amaciyla, Dunya Saglik
Orgitil (WHO) niin belirledigi hassasiyet testleri uygulanmaktadir.



Ancak her tariun biyolojik yapisinin ve direngle ilgili gen frekansinin farkl
olmasindan dolayl WHO’nun vektdr tarler igin belirledidi letal doz, benzer bir tar igin
yetersiz olabilmektedir. Degisik Ulkelerde zararlt bdceklere karsi kullanilabilecek,
potansiyel insektisitlerin sayisi iki 6nemli nedenden dolayr hizla azalmaktadir.
Bunlar, daha &6nce hi¢ uygulanmamig insektisit gruplarina bile kimyasal yapi
benzerliginden (izomerizm) kaynaklanan gapraz direngin gelisimi ve diren¢ geligimi
saptanan bir insektisite kars alternatif yeni bir insektisit Uretiimesinin getirecedi
ekonomik yUkten kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, direng geligimini strekli izlemek
icin tim Glkelerde WHO tarafindan gelistirilen Impregne insektisit kagid tiipleri ile
yapilan hassasiyet testleri kullaniimaktadir. Cok pratik olan bu yéntemle, direncin

kaynagina bakilmaksizin direngli bireylerin orani kolayca saptanabilmektedir.

Bir insektisit veya insektisit grubuna hassas olan bir bécek populasyonunun
bazi bireylerinin insektisitten etkilenmemesi durumunda, tolerans veya direnglilik s6z
konusudur. Yani daha 6nce tamamen 6ldUrlcy olan bir insektisitin diagnostik =letal
(% 99 6lum veren doz) dozunun baz! bireyleri éldiremez hale gelmesi durumunda
tolerans gelisiminden sézedilir. Tolerans, bazi durumlarda genetik temele dayal
olabilmekle birlikte yas ve mevsime bagl bazi fizyolojik 6zellikler (yaglanma ve
hibernasyona girme gibi) nedeniyle direngle ilgili mutant geni tasimasalar bile
insektisitlerden daha az etkilenmektedir. Fizyolojik direng ise tamamen genetik
temele dayanmaktadir. Fizyolojik direncin saptanmasi; farkli insektisit gruplarina
karsi gelisen direncle ilgili direnc geninin saptanmasi, Insektisit aliminin
azaltiimasina dayal direng gelisiminde aktif rol oynayan reseptér yapisinin ve
sayisinin tayini, ligili insektisitin hedef etki gosterdigi enzimin yapisinda meydana
gelen konformasyonel degisikligin saptanmasi ve insektisitlerin biyotransformasyona
ugratilarak etkisizlestiriimesinde primer rol oynayan detoksifikasyon enzimlerinin
aktivitelerindeki degisikliklerin incelenmesi ile mUmkundur. Ancak pratikte tim bu

yontemierin kullaniimasi oldukga zordur.



Bu yoéntemlerden; direngli béceklerde, detoksifikasyon enzimlerinin
aktivitelerindeki degisikliklerinin élgimine dayanan ve gesitli direngli tirlerde yapilan
calismalarla gelistiriimis olan biyokimyasal teknikler kullaniimaktadir
(1,12,18,29,50 ve 77). Klasik bir uygulama olan insektisit emdirilmis test kagitlari ile
yapllan hassasiyet test olgUmlerini daha ayrintili incelemek igin gelistiriien ve
Metabolik direng testi diyebilecegimiz bu yéntemde, detoksifikasyon enzimlerinden
Asetilkolin Esteraz, Glutatyon S-Transferaz ve Genel Esteraz aktivitelerindeki

degisiklikler saptanmaktadir.

Bu c¢alismada, pratikte daha c¢ok kullanilabilen klasik hassasiyet testi ile
biyokimyasal test yéntemlerinin; Cukurovada insektisitlere karsi direng gésteren
insan sitma vektdrtd An. sacharovi igin kullanilabilirliginin ve iki testin birbiri ile
uyumunun arastiriimasi plantanmistir. Bunun igin; Cukurova bélgesinde, insektisit
uygulamalarinin ( seleksiyon baskisi ) farkli oldugu bélgelerden farkli mevsimlerde
toplanan ergin An. sacharovi dmekleri énce klasik hassasiyet testi yapilarak hassas
ve direngli olarak gruplandiniarak daha sonra bu gruplara ait Asetilkolin Esteraz,
Glutatyon S-Transferaz ile Genel Esteraz enzim aktiviteleri ile bu gruplandirma
arasinda uyumiu iligkiler olup olmadidini incelemek ve insektisit direncinin son

durumu hakkinda daha guvenilir bilgilerin elde edilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Sivrisineklerin Genel Ozellikleri

Sivrisineklerin baglh bulundugu Culicidae Familyasi, igerdidi 2500 kadar tir ile
insan ve hayvan yasaminda olduk¢a énemli bir yer tutmaktadir. Bu familya igerisinde
Anopheles, Culex ve Aedes gibi insan saghgini tehdit eden cinsler yer almaktadir.
Sivrisinekler tam metamorfoz gegiren Holometabol béceklerdir. Yumurta, larva ve
pupa evreleri suda, ergin evreleri ise karada geger. Sivrisinekler, sitma ve filarya gibi
paraziter hastaliklar ile sari humma, ensefalitler gibi Arthropod (Eklembacakli)
kdkenli viral hastalik etkenlerinin de vektéradar.

Subtropikal kusakta yer alan ulkemizde, iklimsel ve dogal kosullar,
sivrisineklerin yasamasi ve Uremesi icin son derece uygundur. Ulkemizde Anopheles
cinsinin on turG bilinmektedir. Bu turlerden, sitmanin yaylimast bakimindan en
onemli olan An sacharovinin hem dogada hem de laboratuvarda birinci derecede
sitma vektért oldugu saptanmistir ( 39, 57). Vektér, Cukurova bdlgesinde oldukga
yaygin olup, tim yil boyunca gértlmekie, hatta ki aylarinda bile kan emmis
disilerine rastlanmaktadir (38).

An. sacharovi larvalarina deniz seviyesinden 1720 metre yUkseklie kadar
olan bdlgelerde rastlanmasi (23) ve 21-32 C° arasindaki sicakliklara uyum
sagliyabilmeleri, ayrica erginlerin yUksek sicakliga ve nem'e toleransli olmalari (2, 8)
Ulkemizde ve 6zellikle Cukurova bélgesinde bazi Anopheles turlerinin yaygin olarak
bulunmasina ve sitmanin yayilmasina neden olmaktadir. An. sacharovi disileri,
Cukurova boigesinde tim yil boyunca bulunmakta ve yumurta geligiminin durmasi
(Gonodotrofik Dissosiasyon) ¢ok kisa bir peryoda (sadece Aralik-Subat aylari)
rastlamaktadir (8,38). Vektor, kis aylarinda sicak ve kuru olan insan barinaklarindan
ziyade kuytu, nemli ve sicakhg 15-16° C olan, i¢inde hayvan bulunan barinaklari

tercih etmektedir.



2.2 insektisitler

Halk saglhidi ve tarimsal udretimi olumsuz yénde etkileyen hasereler,
kemiriciler, mantarlar gibi genelde hayvansal koékenli zararlilara karsi kullanilan
kimyasal maddelere pestisit denir. Pestisitler iginde yer alan ve Insekta (Insecta)
sinifinl olusturan bdcekleri, herhangi bir biyolojik safhada éldirmek igin kullanilan

kimyasal madde ve madde gruplarina ise insektisit denir.( 39)

2.2.1 insektisitlerin Siniflandinimasi

Insektisitleri, etkili oldugu bocegin biyolojik evrelerine, bécedin vicuduna giris
bicimine ve kimyasal yapilarina gére degisik bicimde siniflandirmak mumkundur.
Etkili oldugu bécegdin biyolojik evrelerine gére adultisit ve larvisit olarak
isimlendirilir.

Bécegin vicuduna giris bigimine gére; mide zehirleri, solunum zehirleri ve
temas zehirleri olarak siniflandirtlir. Guntimuzde kullanilan insektisitlerden, mide

zehirleri inorganik, digerleri ise organik bilesiklerdir.

1.Mide Zehirleri: Arsenikli bilesikler ve paris yesili bu gruptan olup genel

protoplazma zehirleridir. Etkilemesi igin orta barsaga alinmasi gerekir.

2.Solunum Zehirleri: Kolayca buharlagabilen, eriticiler igerisinde ¢o6zeltisi
hazirlanan organoklorlu ve organofosfatl bilesikler buharlasarak solunum zehiri

olarakta kullanilirlar. Ornegin diclorvos bu gruptan etkili bir insektisittir

3.Temas Zehirleri:Temas yoluyla dodrudan dogruya bdécedin kutikulasindan,
vlcudun icine giren zehirli maddelerdir. inorganik temas zehirleri 6nemli derecede
cevre  kirlenmesine neden  oldugundan  bugin, mumkin  oldugunca
kullaniimamaktadir.

Pratikte daha yaygin olarak, insektisitlerin kimyasal yapilartna gére yapilan
siniflandirmasi kullanilmaktadir. Buna gére; Insektisitler, dogal ve sentetik bilesikler

olmak Uzere iki grupta toplanir.



A. DOGAL ORGANIK BILESIKLER

A.1 Bitkisel Kokenli Bilegikler

Bu gruptaki bilesikler temas yolu ile vicuda girerek sinir-kas sistemi Gzerine
zehir etkisi yaparlar. Pyrethrum (Pyrethrine) ve rotenon bu gruba émek olarak
verilebilir. Pyrethrum cgesitli Chrysanthemum turlerinin cgigeklerinden elde edilir.
Ancak bu madde hava ile temas edince okside olur, su ile temas edince de hidrolize
olur ve ayrnica fotolabildir (GUnumuizde sentetik olarak dretilen pyrethroid
insektisitlerde bu gibi olumsuzluklarin gideriimesine ve fotostabil olmasina
calisiimaktadir). Bu nedenle kalicilik stresi kisadir. Kalicilik slresinin kisalidi ve
pahalt olusu nedeniyle ancak diger insektisitlere kargl diren¢ kazanmig olan
béceklere karsi uygulanmaktadir. Bazi baklagillerin kékunden elde edilen rotenone

ise hem temas hem de mide zehiri olarak etkilidir.

A.2 Petrol Bilesikleri

Su ylzeyine dokulerek bir tabaka olustururlar. Havanin serbest oksijeni ile
solunum yapan boéceklerin  bogularak 6lmelerine, kutikuladan gegerekte
zehirlenmelerine neden olur. Petrol bilesikleri dider insektisitlerin eriticisi olarak da

kullanilirlar.

B. SENTETIK ORGANIK BILESIKLER

Son 10-15 yil igcinde vektér bdceklerin kontrolinde organoklorlu,
orgonofosfatli, karbamatii olmak Uzere 3 esas grup insektisitin kullaniimasi agirlik
kazanmistir (71, 72).

B.1 Organoklorlu insektisitler
Organoklorlu insektisitler asiklik ve siklik c¢esitli hidrokarbonlarin
klorlanmasiyla elde edilifler. Onemli élglide yagda erir ¢zelliklerinden dolay kas-sinir

sistemi Uzerinde zehir etkisi yaparlar. Bu grup insektisitlerin gogu temas yolu ile
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bazilar da mide zehiri ya da solunum yolu ile vicuda girerek etki gosteririer. Etki
sdrelerinin uzunlugu organofosfor bilesiklerden daha fazladir. DDT, DLN (Dieldrin),
BHC (Benzen hekzaklorid) bu gruptandir. Bu bilesiklerin ¢odu uzun 6émarlu
olduklarindan cevrede kimyasal madde birikimine yol agarak besin pramidinin

degisik basamaklarina artan konsantrasyonlarda (biyolojik yiikseltgenme) aktarifir.

B.2 Organofosfatli insektisitler

Cok toksik olan organofosforiu insektisitter yaygin olarak tarimda
kullaniimaktadir. 1942 yihindan gunimuze kadar 50.000 den fazla turevi sentez
edilmisti. Bunlar halojenli ya da halojensiz fosfat, tiyofosfat, ditiyofosfat v.b.
bilegiklerdir.

Organofosforiu insektisitlerin baslica etki mekanizmalar Asetilkolin Esteraz
(AchE) aktivitesinin inhibisyonu seklindedir. Organofosfor bilesikleri AchE enzimini
ireversibl (geriye dénlsimsiz) olarak inhibe edip periferde butun kolinerjik
kavsaklarda ve sinapslarda asetilkolin birikmesine neden olarak impuls iletiminin
sUrekli olmasindan kaynaklanan paralizle etkilidirler (15, 32, 78)

Organoklorlu insektisitlere gére daha az dayaniklidirlar ve suda kolay
hidrolize ugramalarindan dolay! kalicilik streleri kisadir. Malathion, Fenitrothion,
Parathion, Dichlorvos, Fenithion, Pirimiphos methy! (Actellic) ve Temephos (Abate)
bu gruptandir. Alkali ylzeylerde yapisal bozukluga ugradiklarindan taze kireg

badanasi yapiimis yUzeylere uygulanmamalidir (39).

B.3 Karbamath insektisitler

Bitkilerde mantar hastaliklarinin 6nlenmesi amaciyla 1930 yilindan gunimuize
kadar fungusit ve herbisit olarak karbamikamid (karbamad) turevi bilesikler yaygin
olarak kullaniimaktadir (15). Etki mekanizmasi organoklorlu bilesiklerde oldugu gibi
kas-sinir sistemi Uzerine ve organofosfatlilar gibi Asetilkolin Esteraz aktivitesinin
bloke edilmesi seklindedir. Ancak AchE enzimi Uzerinde reversibl inhibisyon
yaptiklarindan sadece AchE yénilnden orgonofosforlu insektisitlere nazaran toksik
etkileri nispeten ‘azdir. Bunlar sadece adultisit olarak kullanilirlar. Temas

zehirleridirler. Bendiocarb, Karbary! ve Propoxur bu gruptandir (39).
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Karbamat bilesiklerinin metabolitleri, organizmada SH-enzim gruplariyla
reaksiyona girerek metal kelatlar olustururlar. Bu etkileriyle; a- ketoglutaroksidaz,
Purivat dehidrojenaz, Suksin dehidrojenaz, Tirozinaz, Sitokromlar ve Krebs
siklusunun enzim sistemlerini in vivo ve in vitro inhibe ettiklerinden dider insektisit

gruplarina nazaran memelilere olan toksisitesi daha fazladir (15).

B.4- Pyrethroid insektisitler

Sentetik olarak elde edilmis olan Pyrethrinlerdir. Etki mekanizmalan dogal
pyrethrinlerinki gibi kas-sinir sistemi Uzerinde etki gosterirler. Bunlar genel olarak ani
etki (krock-down) yaparlar. En gok kullanilanlan Allethrin, Resmethrin, Permethrin
ve Deltamethrindir. (17)

Sentetik organik bilegikler grubuna dahil olan bécek buylme hormonlari,

Feromonlar ve Mikrobial insektisitlerin ise ginimuzde kullanimlar ¢ok sinirlidir.

2.3 INSEKTISIT METABOLIZMASI

Pestisitler zehirli olan "Etkili Madde" igerirler. Bu etkili maddeye "aktif madde"
denir. Etkili madde ¢ok =zehirli oldugundan ve dogrudan dogruya suda
¢cozulemediginden saf olarak kullanimi zordur. Bu yizden aktif maddeye kullanim
amaglarina goére uyustugu kati veya sivi dolgu maddeleri karistirilir. Aktif maddenin
uyustugu, dolgu ve katki maddeleriyle karistinimasina "formulasyon” adi verilir.

Kimyasal bir maddenin canli organizmalar Gzerindeki etkisi "Biyolojik
aktivite" olarak ifade edilir. Bir pestisidin biyolojik aktivitesi, etkili madde ile yakindan
ilgilidir. Ancak etkili maddenin formUlasyonunda kullanilan dolgu ve katki maddesi de

o maddenin biyolojik aktivitesine olumlu veya olumsuz etki yapar.



2.3.1 Toksik Etkinin Azalmasi ve Ortadan Kalkmasi

Organizmaya giren toksik maddenin olusturdugu etkinin azalmasi yada
ortadan kalkmasi, redistribisyon, biyotransformasyon ve eliminasyon olmak Uzere

baslica tg¢ sekilde olur

2.3.1.1 Redistribiisyon

Yagda eriyen herhangi bir kimyasal madde metabolize olup vicuda dolasim
yoluyla dagildiktan sonra yad dokusuna gegerek konsantrasyonu duser ve bu
dagilim evresine redistribiisyon adi verilir. Madde stk sik ve ylksek dozda verilirse
yad dokusunda satlre(=doymus) olacagindan redistriblisyon gerceklesemez ve
maddenin etkisi ortaya ¢ikar. Ayni durum liposolUbl dider toksik maddeler, solventler

ve gazlar igin de gecerlidir.

2.3.1.2. Biyotransformasyon

Genel olarak metabolizma, hayatin devami igin gerekli olan ve organizmada
olusan tim kimyasal reaksiyonlar olarak tanimlanabilir. Diger taraftan bir organizma
icin yabanci olan kimyasal maddelerin (ksenobiyotiklerin) kimyasal degismeleri de
metabolizma olarak tanimlanirsa da biyotransformasyon kelimesi bu tlr reaksiyonlar
i¢in daha uygundur. Cesitli yollarla organizmaya giren kimyasal maddeler, enzimlerin
katalitik etkisi ile kimyasal reaksiyonlara girerler ve bdylece "metabolitlere"
dénlsurler. Ksenobiyotiklerin biyotranformasyonu organizma i¢in birgok agidan
6nem tasimaktadir. Yagda ¢6zinen apolar kimyasal maddeler enzimatik
reaksiyonlarla daha polar metabolitlere déntserek atilimlari kolaylagir. Diger taraftan
yabanci kimyasal bir madde ancak organizmada enzimatik reaksiyonlar sonucu "aktif
metabolite" donlserek toksik etki gosterir. Omegdin, organikfosfat tiyoester
yapisindaki insektisitlerin okso bilesiklerine (aktif metabolit) dedismesinden sonra

AchE enzimini inhibe etmeleri 6rnek olarak verilebilir.



Yabanci kimyasal madde, biyotransformasyona ugramadan &nce ister
biyolojik aktif ana madde olsun, isterse biyolojik aktivitesi olmasin (=inaktif ana
madde), organizmada ©Once degQisik mekanizmalarla degisik etki gbsteren
metabolitlere dénustr sonra da konjugasyonla inaktif hale gegerek atilir. Bu
konjugasyon basamag!, biyotransformasyonun toksisite azalmasi ile ilgili oldugu igin

bu basamaga detoksifikasyon (=zehirsizlestirme) denilmektedir( 5 ).

Biyotransformasyon reaksiyonlari genel olarak iki sathada meydana gelir.
Once molekile bir fonksiyonel grup sokulur (Faz.l); Bu grup suda ¢ézinarliga
arttirmakla birlikte esas olarak, primer maddenin asin polar bir ligand (baglayici
molekl) ile birlesmesi (Faz Hl) imkanini saglar (Sekil-1).

- -1
Faz-l S _Fa_ai_L}
Lipofil madde Primer molekiil Sekonder molekiil
(Hidrofil)

Sekil- 1 Biyotransformasyonun prensibi

A. Faz-|Reaksiyonlan
Yikseltgenme  (oksidasyon), indirgenme (reduksiyon) ve hidroliz
reaksiyonlarini kapsar.

A.1. Oksidasyonlar

Oksidasyon reaksiyonlari,.ilag ve ksenaobiyotik molekdllerinin polaritesini
arttirir. Bunun sonucunda molekullerin suda erirligi (hidrofilligi) artar ve eliminasyon
kolaylasir. Oksidaz, monooksijenaz ve dioksijenaz enzimlerinin katalize -ettigi
oksidasyon reaksiyonlari, biyotranformasyon prosesinde en agirlikli olanlardir. Bu
multi enzim sistemi, hicrenin endoplazmik retikulumundan meydana gelen
mikrozomlarda yerlesmislerdir. Mikrozomlari elde etmek igin doku homojenati 9000-
12.000 g'de 30 dakika santrifdj edilir. Supernatant alinarak 105.000 g de 1 saat
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santriflj edilir. Sediment mikrozom fraksiyonu olup, karigik fonksiyonlu oksidaz
(KFO=MFO=mix function oxidase) enzimierini igerir. Bu enzim sisteminin baslica
komponenti olan- sitokrom P-450 bir hemoproteindir. Birgok oksidasyon
reaksiyonlarinin en son oksidasyon basamaginda (terminal oksidaz) rol alir. 450

nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon verir.

Aromatik Hidroksilasyon ve Epoksit Olugumu.
Organokloriu bir insektisit olan aldrinin epoksidi olan dieldrine dé6nusimu,

Naftalinin naftol'e désumu aromatik halka oksidasyonlarina émektir.(Sekil-2).

CCi
Cl
_—.—.__%
CCl Cl

Aldrin Aldrin epoksiti (Dieldrin)

Sekil- 2 Organoklorlu insektisit, Aldrin’in oksidasyonu

Ksenobiyotiklerin oksidasyonu ile ilgili diger oksidasyon reaksiyonlari ise sunlardir:
Alifatik zincir hidroksilasyonu
-Dealkilasyon
-n-Oksidasyon
-Oksidatif Deaminasyon: Amfetaminlerin Fenilasetona dénusmesi
-S-Oksidasyon
-Oksidatif Dearilasyon ( Paratiyon'un Paraoxon'a dénismesi )

A.2. Rediiksiyon (indirgenme) Reaksiyonlan

Reduksiyon reaksiyonlari oksidasyon reaksiyonlarindan daha az meydana
gelmektedir. Baslica redUksiyon reaksiyonlari:

-Aromatik Nitro Indirgenmesi

-Disdilfirterin Indirgenmesi

-Azo Indirgenmesi

-Keton ve Aldehitlerin Indirgenmesi
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A.3. Hidroliz

Ester, amid veya fosfat ester bagini iceren ksenobiyotiklerin blyUk bir kismi
organizmada hidrolize udrarlar. Béylece bir ester veya amidin hidrolizi ile olugan asit,

alko! veya amin ya dogrudan veya faz Il. reaksiyonlari ile konjuge olarak atilirlar

A.3.1 Esterazlar

Doku esterazlar "A-tip esterazlar’ ve "B-tip esteraziar' olmak Uzere iki stnuftir.
Birinci sinif esterazlar, nonspesifik aril esterazlar olup kisa zincirli aromatik esterleri
hidroliz ederler (Paration=Organofosfat tiyo esterleri). B-tip esterazlar ise plazmadaki
kolinesterazlari, karboksil esterazlari ve lipazlari igerir. Birgok hidrolaziar, sinir
gazlarini (sarin, tabun), insektisitleri (malathion) ve herbisitleri (Fenoksiasetik asit)
hidrolitik reaksiyonlarla detoksifiye ederler( 33 ).

Bazi karasinek ve sivrisinek tlrleri organofosforlu insektisit olan malathion'a
karsi direnglidir. Cunkt bu turlerde malathion'u etkisizlestiren karboksilesteraz
enzimi gelismistir. GUnumuzde insektisit veya benzeri kimyasal maddelerin canlilar
Gzerinde yaptigl olumsuz etkiler gézontne alinarak segici etkili kimyasal maddeler
gelistirilmistir. Béceklerde ve memelilerde, Malathion'un biyotransformasyon yollari
ayni fakat hizlar farkhdir (Sekil-3).Memelilerde karboksilesteraz aktivitesi ytksek

oldugu igin ¢abuk inaktif hale geger.
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@ MALATHION  |(2)

MFO sistemi arboksilesteraz
Bicekte ve memelderde Bihekte yavag

hizh memelide hizh

0

Karboksilesiersz

idroliz,iiriinleri

Konjugat

Bocekte yavag
memelide hizh

Sekil- 3 Malathion'un memelilerde ve boceklerdeki biyotransformasyonu

CH3

|
i CH:—N-CH-CH-0-C-CH,

2 2
CHy ~ ASETILKOLIN
e ep \CoAt ASETAT
f
ATP
AMP4PP

KOLIN TASIVICI
[ Aktif Teanspor]

KANDA
BULUNAN
KOLIN

W ach SALINMASI
éT | IgIN SiNIR
& i IMPULSU VE Ca
<x KOLIN ASETIL a
z3 ASETYILAZ] | CoA z| IvONU GEREKLI
W
a5
o~ L. Ca++

PRESINAPTIK MEMBRAN

POSTSINAPTIK MEMBRAN

2 &
/—._VAL‘%._‘W"___X
ASETILKOLIN ESTERAZ  Ach RESEFTORL

Sekil- 4 Asetilkolin'in etki mekanizmasi
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Omurgalilardaki AchE enziminin etki mekanizmasi detaylariyla ¢alisiimis ve
oldukga iyi anlasiimistir (Sekil-4) (19). Buna gére;Omurgall enziminin iki baglama
bélgesi icerdigine dair bir gérts hakimdir ($ekil-5) (19, 76).

Anyonik merkez Esteratik merkez

CH CH

| 2 l 2
(II=0 O0—H
0

Sekil-6. Asetilkolin Esteraz enziminin yapisi

Bu baglama bdlgelerinden bir glutamat grubu igerebilen anyonik ug,
asetilkolinin pozitif yUkli nitrojen atomuyla etkilesim halindedir. (Anyonik ug, positif
yUkIU quaterner amonyumunu kendisine geker), 0.5 nm kadar uzaginda bulunan
esteratik uc (43, 75) dort degerli bir kdk igerir ve asetilkolinin ester baginin
ayrilmasindan sorumludur. Esteratik merkez bir serin grubu igerir ve asetilkolinin,
asetil grubunu kendisine ¢eker. Reaksiyon esnasinda serin grubunun asetile oldugu
dusunulmektedir. Anyonik kutupta, asetilkolinin hidrolizi sonucu kalan kolinin de
buradan kopmasiyla Asetilkolinesteraz yeni asetilkolinleri hidrolize etmeye hazir
duruma geger Baceklerdeki Asetilkolinesteraz enzimi ile ilgili bilgiler omurgahlardaki
enzime blyuk benzerlik géstermektedir (26, 43). Karasinegin bas asetilkolinesterazi
icin bir etki mekanizmas! énermiglerdir (Sekil-7). Bu mekanizma omurgall enziminin

mekanizmasina oldukga benzemektedir ( 26, 43).
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E + Ach -——;-E—Aah

—7-'> E + AcOH

kolm Asetik asit

E.Ach=Enzimle substrat arasindaki geriye dénusumlu ara kompleks
EA=Asetile enzim
ch=Kolin
AcOH=Asetik asittir.

Sekil- 6 Asetilkolin Esteraz enziminin reaksiyonu

Organofosfortu bilesikler asetilkolinesteraz enziminin aktif merkezi ile sadece
esteratik kutupta dért dederli kék ile kovalent bagla birlesir. Asetil kdkl esteratik
kutupta su ile kimyasal reaksiyon yaparak Kolaylikla asetil kékina atabilir. Fakat
organofosfor bilesiklerini atamaz. Cok yavas ilerleyen bu kimyasal reaksiyon pratik
olarak irreversibl kabul edilir (15). Yani enzim baslangi¢ta substrat ile bir kompieks
olusturur, sonra kolinin serbest birakiimasiyla enzim asetile hale gelir.

Su ve asetile enzimin reaksiyonu ile asetik asit ve orijinal serbest enzimi olugturmak
(zere deasetilasyon gergeklesir ( Sekil-7).

Asetilkolinesteraz'in inhibisyonu Uzerine modern ¢alismalar Aldridge ve
Wilson tarafindan ézetlenmistir (1, 75).

Organcfosforlu ve karbamatli bilegiklerin herikisi tarafindan Uretilen
inhibisyonun esas ¢zelligi, enzimle normal substratin bir anologu olarak reaksiyona

girmeleridir (9).
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Substrat ile Reaksiyon
Asetilkolin enzime yaklagir

C_k:}——k)'—:)

R

Bir geriye déniglmli
kompleks olugturur

Inhibitérle Reaksiyon

g Inhibitér enzime yaklagir ve
YT VY
k'1J [k'” geriye dénugimli bir

kompleks olugturur.

Ceﬁu)

OO

kolinin saliverilmesiyle

Ayrilan grubun saliverilmesi
ile
Q k+2 enzim, setin a.a,ni tagiyan

enzim, serin a.a ni \ ! ugtan fosforile veya karbaimile
tagiyan ugtan asetile \J )hale geger.
hale geger.

C‘_\

|

| =
\L ) |
Asetile enzim substratla

'504 bagka reaksiyonlara l C

¥ girébilecek serbes imi
/.Ju lusturmak uzere‘n drof i
olur,

~ D

Enzim su ile gok yavag bir
sivona airerek fosforil

yaya kdarbamil grubunu
kaybeder Bu sireye kadar

k+3l F:anzlm asetilkolinle reaksiyona

, C i /12 giremez.

Sekil-7 Asetilkolin esterazin normal substrati ve orgonofosforlu veya

U

karbamat inhibitorle reakisyonunun sematik gésterimi

A.3.2 DDT Dehidroklorinaz

1950 yillarinda, DDT'ye rezistans kazanan ev sineklerinin DDT'yi insektisit
ézelligi olmayan bir metabolitine gevirdikleri gdsterilmigtir. DDT dehidroklorinaz
enzimi, bu aktivasyonu saglamaktadir. Enzim bdceklerde oldugu gibi memelilerde de

bulunmaktadir.

16



p.p DDT ——— = p-.p DDE
p.p DDE ———= TDEE .
dénlgUimdanu gergeklestirdigi halde O-P ( Orto -
Para) izomerlerini g¢evirmez (sekil-8). DDT dehidroklorinaz enzimi, indirgenmis

glutatyon (GSH) ortaminda etkisini gésterir. Ancak reaksiyon sonunda GSH duzeyi

degismez.
D}?T Dieldrin
DDT
cl é— €l ——— + HCI
| Dehidroklorinaz
cCl cl=C~|
3

Sekil- 8 DDT'nin DDT Dehidroklorinaz enzimi ile Dieldrin’e yikimi

B. Faz Il. Reaksiyonlan

Cesitli  konjugasyon veya sentez reaksiyonlarnni igerir. Konjugasyon
reaksiyonlar, kimyasal maddelerin organizmadaki endojen maddelerle (Glukuronik
asit, metil grubu, sulfat, Glutatyon, aminoasit ve asetil gruplari ile) birlesmesi
seklinde gerceklesir. Enerji isteyen reaksiyonlar da ya konjugasyon maddesi ile
aktive olur ve toksik madde ile birlesir, veya substrat aktive olur ve endojen
konjugasyon maddesi ile birlegerek konjugat olusur.

I.  Aktif konjugasyon maddesi + Substrat—>—Konjugat
/l. .Aktif Substrat+ Konjugasyon maddesi—»—HKonjugat

B-1 Glukronid asitle konjugasyon
Bu tip reaksiyonlar sonucunda alkol, fenol, amin ve eter gibi glukronidler;

asitlerle ester tipi glukronidler olusur.

B-2 Sulfat Konjugasyonu

Primer sekonder, tersiyer alkoller, fenoller ve arilaminler endojen stiifat ile
"sulfat esterlerini" olusturur. Bu konjugatlar iyonize ve suda ¢ézinddkleri igin hizli bir
sekilde organizmadan atilirlar. Aktif sulfat ile konjugasyonu sulfotransferaziar kataliz

eder.
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B-3 Metilasyon

Bircok toksik element cevrede biyolojik sistemlerde metilasyona ugrarlar
(Biyometilasyon), civa, kursun, kalay, palladyum, platin, talyum ve kakart gibi
maddeler metile olabilirler. Bu biyometilasyonda S-adenozilmetiyonin veya B

vitamini metil déndru gérevi yaparlar.

B.4. Merkapturik asit olugumu

Bir tripeptid olan, redikte glutatyon (GSH) elektrofilik karbon atomu igeren
kimyasal maddelerle tiyoeter badl olusturur. Tiyoeter badi, karbon atomu ile
glutatyonun stlfidril grubu arasinda olusur. Bu sekilde aktif substrat (kimyasal-SG),
Glutatyon S.Transferaz enzimlerinin katalizérligl ile hidroliz olur. Glutatyon
transferaz enzimi, toksik bilegiklerin metabolitlerinin glutatyon ile konjugasyonunu
katalizleyerek biyolojik savunma olusturan énemli bir enzimdir. Bu konjugasyon

reaksiyonu genel olarak su sekilde 6zetlenebilir;

- CDNB+ GSH-_glutatyon S Transferaz CDNB-S-Glutatyo

Glutayon S-Transferaziar elekirofiik merkez igeren bilesiklerin, Glutatyon
(redukte=GSH) ile konjugasyonunu saglayarak hucreyi mutajenlerin,karsinojenlerin
ve diger yabanci zararl (ksenobiyotik) kimyasal maddelerin toksik etkisinden korur.
Ayrica hlcreyi endojen maddelerin oksidatif etkisine kargi da koruyan GST'ler
hiicrede organik molekul tasiyicisi olarak da gérev yapan enzimlerdir ( 66).

Incelenen butlin turlerde GST'lerin gok gesitli izoenzimlerinin varolmasi, bu
enzimlerin biyolojik fonksiyonlarinin ¢ok énem tagididini gésterir

GSTlarin farkh formlarinin adlandiriimasi ilk kez 1968 yilinda Boyland ve
Ghassaeud tarafindan yapilmis ve enzimler substrat 6zgulligine gore yapilan bu
adlandirmada bes gruba ayrimislardir (6 ).

-GSH-S-aritransferaz
-GSH-S-epoksittranferaz
-GSH-S-alkiltransferaz
-GSH-S-aralkiltransferaz

-GSH-S-alkentransferaz
18



Baz alken ve aren bilesiklerinin epoksitleri enzimatik olarak hidrate olurlar.
Bu reaksiyonlari kataliz eden enzimler; Glutatyon-epoksit-S-transferaz enzimleridir.

Bircok reaktif bilesiginin biyotransformasyonunda rol oynayan, ikinci dénem
(Faz 1) ile ilgili bir izoenzim toplulugudur.25.000 molekal agirlikli iki subuniteden
olusan dimer yapisindaki GST izoenzimleri esas olarak hucrenin sitozol
fraksiyonunda bulunurlar

BUtln izoenzimler substrat olarak kullanilan diger batun eloktrofil bilesiklere
kiyasla 1 kloro 2.4 dinitrobenzen (CDNB) ile daha yuksek spesifik aktiviteye
sahiptirler. Bu nedenle bu substrat ile yapilan 6lgimlerin bitlin transferaz
izoenzimlerinin aktivitesini yansittigi kabul edilmektedir (42, 48).

Organizmada elektrofil karbon atomu tasiyan ylzlerce bilesik GSH ile
reaksiyona girerek kendisine karsilik gelen GSH tioeterini olugturur. Bu konjugat
daha sonra gamma-glutamil grubunu kaybederek transpeptidasyona ugrar, glisin
uzaklagir ve sistein kisminin azot grubu asetillenir (47,51). Olugan merkapturik asit

organizmadan disar atilir ( Sekil-9).
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*
RX-!-HS(;HCH(O)NHC 00H
NHC{O)C C(NH)COOH
GLUTATYON S TRANSFERAZ

RSCHCHC(0)NHCHLOOH
NHC(O)CHEH(NH)COOH

GAMMA GLUTAMIL TRANSPEPTIDAZ

RSCHCHC(O)NHCHCOOH
SISTENL GLISINAZ
RSCHch(NI-pC(:JOH
ASETILAZ

RSCHCHCOOH _

—— Merkaptiirik asit

2
NC(O)CH,;
* X ile gosterilen grup, Ksenobiyotigin glutatyon ile reaksiyona giren aktif grubudur
Sekil- 9 Bir ksenobiyotigin biyotransformasyon reaksiyonlari ile atiimasi

Organizmaya giren g¢ok sayida farkli ksenobiyotiklerden bazilan non-
enzimatik olarak yikilirken bazilanda Biyotransformasyon'un Faz -l ile Faz-ll

reaksiyonlari veya her ikisinin birlikte kullanimi ile etkisizlestirilirler (Sekil-10).

/
crg_. (:H3 CH -—-CH2 CI;(OH)CI—&—SG
. ——
KF.Oksidaz G.S-Transferaz
Etil benzen Epoksit Glutatyon ile birleyme

Sekil-10 Bir ksenobiyotigin Fai—l ve Faz-ll reaksiyonlari ile etkisizlestirilmesi.

2.3.1.3 Eliminasyon
Eliminasyon olayl omurgasiz canllarda fazla incelenmedigi icin bu konuda
verilen érmeklerin cogunlugu omurgalilara aittir.
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2.4. insektisitlerin Zararh Etkileri

1940' I yillarda gelistiriien kalici etkili insektisitierin, vektér ve zararli
boceklere karsi genis ¢capta kullaniimasi gesitli problemleride beraberinde getirmistir
(70). Bunlar arasinda béceklerde direng olusumu ve davranis degisiklikleri, cevre
kirliligi canh organizmalar UGzerindeki toksik etkiler ve ekolojik dengenin bozulmasi
sayilabilir. Insektisitlerin en o6nemli yan etkilerinden biri Arthropodlarda
(eklembacaklilarda) bunlara kargi direng gelismesidir (4). Pek ¢ok énemli hastalik
vektdrl bir veya birgok ilaca karsi direng kazanabilmekte ve bu durum hizla
yayginlagsmaktadir. Yeni insektisitlerin kullaniimasina paralel olarak direngli
arthropod turlerinin sayisinda belirgin bir artis tespit edilmektedir .

Direngli vektorlere insektisitler etki gdstermedidi halde bunlarin dogal
dusmanlari olan dider canlilari etkileyerek ortami busbatin vektérlerin lehine
bozabilmektedir. Bunun sonucu vektérlerle bulagan hastaliklarda yeniden artislar

olabilmekte ve kontrol gliclesmektedir.

2.5 Halk Saghig Bakimindan Onemi Olan Béceklerde insektisitlere
Karsi Direnglilik

Son 40 yil iginde, sivrisineklerde dahil halk saglid: bakimindan énemli olan
béceklerin kontroli genel olarak kimyasal yéntemlerle yapilmaktadir (71, 72, 74).
Insektisitlerin gereksiz sekilde bol ve artan oranlarda kullaniimalari genis capta
insektisit direnci olusmasina neden olmustur. Halk sagligi yéninden 6énemli olan
Arthropodlar arasinda direngli olanlarin sayisi gin gegtikge artmis ve artmaktadir
1946 yilinda direngli arthropod sayisi iki iken bu say) 1968 de 102 ye, 1980 de 155'e
ve 1982 lerde 168'e ve 1986 da 463'e ylkselmisti. Bu arada direngli olan
sivrisineklerin sayisida 1957 de yedi iken 1980 de 93'e yukselmistir. Bazi turlerde,
coklu veya ¢capraz direncin ortaya ¢ikigi ise mevcut kimyasal yontemlerle korunmayi

engellemektedir (72).
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2.6. insektisitlere Karsi Direng Gelisim Mekanizmalan

Bir insektisit veya insektisit grubuna hassas olan bir bécek populasyonunun
bazi bireylerinin  insektisitten etkilenmemesi durumunda tolerans veya
direnglilik’ten s6z edilir. Yani daha 6nce tamamen 6ldurGcl olan o insektisitin
diagnostik dozunun (%99 6lUm veren doz) bazi bireyleri lduremez hale gelmesidir.

Tolerans, dogrudan direng genlerine bagli olmaksizin bazi biyolojik ve cevre
faftoérleri nedeniyle de ortaya c¢ikabilir. Bu faktérler ylzinden, bdcek tarafindan
insektisit ahimi azaltilarak kismi bir direnglilik (tolerans) ortaya ¢ikar. Bu faktérler
sunlardir; a) Mevsimsel degisikliklere bagh olarak canlinin kig aylarina girerken
yaglanmasi veya aktivitesinin azalmasi yani diyapoza girmesi veya yaz aylarinda
sicaktan etkilenmemesi icin estivasyona girmesi, b) Bdcegdin fizyoloik durumu,
beslenmesi (a¢ veya kan emmis olmasi) ve yasl (yumurta gelistirip gelistimemis
olmasi), c) Uygulanan insektisitle hedef canlinin temas derecesi ve kutikul yapisi
gibi. Tum bu faktérler hedef organizmanin gen yapisinda herhangi bir degisiklik
olmadan bile insektisit alimini azaltabilir.

Tolerans bazen genetik temele dayali olabilir, Rezistansligin géralduda bir
populasyonda homozigot direngli olanlar tam direngli oldugu halde heterozigotlarin
bazilari canli bazilar 6lG olabilir. Yani heterozigotlar tolerans sinurlari iginde yer alir.
Direng bir kez ortaya ¢ikinca ayni insektisit kullanilmaya devam edilirse direncli
bireylerin lehine seleksiyon olur (negatif seleksiyon baskisi) ve direncli bireylerin

sayis| populasyonda hizla artar.

Fizyolojik Direng:

Tamamen genetik temele dayanan fizyolojik direnglilikten, ancak farki
gruplardan insektisitlere kars! yapilan hassasiyet test sonuglarinda % 80 dan az
olum olmasi durumunda séz edilir (13) Bu konuda yapilan g¢alismalara goére
direnclilikte birden fazla genin etkili oldugu ve poligenik kalitim gosterdigi

saptanmistir (55). Bunlar,
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I . Insektisit aliminin azaltiimasiyla meydana gelen direnglilik
Il Hedef Bélge Direnci
lll. Metabolik Direng

l. insektisit Akminin Azaltilmasiyla Meydana Gelen Direnglilik

Ev sineklerinde (Musca domestica) insektisit aliminin azaltiimasi ile ilgili
genlerin Ill. kromozomda lokalize oldudu saptanmigtir. Fakat bundan sorumiu
genlerin, direngte tek basina kuguk miktarda etkili oldudu bulunmustur. Son
calismalar ise direngliligin kitin yapisinda yer alan lipidlerin degisikligi ile ilgili oldugu
yonundedir (55). Ayrica, insektisit aliminin azaltiimas) genlere baglt olmadan da

tolerans da belirtilen 6zel durumlaria da meydana gelebilmektedir.

Il. Hedef Yapi Direnci
Hedef yapi direci: Insektisit metabolizmasinda rol alan enzimin kendi
yapisinda meydana gelen ve kalitsal olan degisikliklerle ortaya ¢ikmaktadir. Hedef

yap! direncinin 3 tlrd bilinmektedir.

Il.a Altered Asetilkolin Esteraz

Organofosfat ve karbamat direncinde hedef yapi olan Asetilkolin esteraz
enzimini kodlayan genin Musca domestica ile yapian c¢aligmalara goére |l.ci
kromozomda yer aldigt bulunmustur.

Orta Amerika'da bulunan Anopheles albimanusta karbamath ve
organofosfatli insektisitiere karsi gelisen direngliligin bu kimyasallardan daha az
etkilenen bir Asetilkolinesteraz ¢esidinin ortaya c¢ikmasi ve populasyonda
seleksiyona ugramasindan ileri geldigi bilinmektedir (14,29). Nitekim son
zamanlarda, An. atroparvus, An. nigerrimus, Cx. pipiens, Cx. quenquefasciatus, Cx,
tritaeniorhynchus gibi sivrisineklerde de bu mekanizmanin igledigi bulunmugtur (73).
Ancak Asetilkolinesteraz'in yapisindaki degisikliklerin niteligi hentz tam olarak

bilinmemektedir.
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Tum anofeller Asetilkolinesteraz'in membrana bagdli ve solubl olmak UGzere iki
tipini tagimaktadir. Direnglilikte etkisi dugtnulen Asetilkolinesteraz enzimi; solubl tipin
dimerik veya tetramerik formlarindan veya enzimin bir veya daha fazla formuna ait iki
veya daha fazla polipeptid zincirinin  birlesmesinden  olugabilecegi
dastndlmektedir.(73).

Enzimin dedisik formunu (Altered AchE) genomunda tagiyan direngli
bireylerin substrat ile yapacagr bag organofosfath ve karbamath Dbilegiklerin
bozmadidi ve enzimin normal islevini yuriterek bu kimyasallara direngli hale geldigi

dusunulmektedir.

II-b DDT ve Pyrethroid Direnci

DDT direncinde Musca domestica’ da en azindan direngle ilgili 3 mutant

genin rol oynadidini Plapp'in aragtirmalarindan biliyoruz (55).

Birinci gen: 2 nci kromozomda yer almakta ve DDTaz aktivitesini kontrol etmekte

fkinci gen: 3 Uncl kromozomda yer almakta ve sinir dokusunun DDT ve
Pyretroidlere kars! etkisizlesmesinde fonksiyoneldir(insektisit aliminin azaltiimasinda
da bahsedildi)

Ugiincii gen: 5 inci kromozomda yer almakta ve DDTnin DDE'ye
donustiralimesinde ve dider insektisitlerin degradasyonunda rol oynayan (kdr)

knock-down rezistans genidir.

Bu bilgiler dogrultusunda DDT direncinin sadece birinci genin ekspresyonu
olan DDTaz aktivitesiyle meydana gelmedigi ancak ylksek DDTaz aktivitesinin
direnc'e yol agabildigi duginilmektedir.

DDT ye kargl gelisen direngte kdr geninin etkili oldugu ve bunun pyretroid

grubundan insektisitlere karsi gapraz direnglilik gésterdigi bilinmektedir.
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Pyretroidler tarafindan segilen rezistant bireylerin, DDT ye karsi da direngli
oldugu ve her iki insektisite karsi meydana gelen direncin ayni gen tarafindan kontrol
edildigi bulunmustur.(21).

GunUmlzde kdr geninin isleyis mekanizmasi tam olarak bilinmemesine
ragmen kdr geni igin bir allelomorfizmin sézkonusu olabilecedi ve kdr genine sahip
irklarda DDT ve pyretroidlere karsi normal irklara kiyasla daha az hedef bolge
reseptérlerinin bulundudu ve dolayisiyle daha az insektisit baglanmasi nedeniyle

insektisitten daha az etkilendigi dastntlmektedir.

ll-c) Cyclodin Direnci

Cyclodin'e karst direngten sorumlu gen, Musca domestica nin V.
kromozomunda yer almaktadir. Kdr direngliliginde oldugu gibi cyclodine direnglilerde
de reseptdr sayisinda azalma s6z konusudur. Reseptor sayisindaki azalma toksik

maddenin hedef bélgeye ulasmasini imkansiz kilar.

lll Metabolik Kapasite Degisiminden Kaynaklanan Direnglilik

Metabolik direncte:kullanilan insektisitin  zararsiz hale getirilmesinde
(detoksifikasyonunda) bir veya daha fazla farkli gen tarafindan kodlanan baz
enzimlerin rol oynadigi bilinmektedir (22).

Esteraz ve Glutatyon S. Transferaz enzimlerinin gesitli insektisitlere karsi
cesitli turlerde direng gelisiminde rolt oldugu ve 6zellikle sivrisineklerde metabolik
direngten sorumiu oldugu bilinmektedir (61, 62, 68).

Metabolik kapasiteye dayall direncin genetik regulasyonu konusunda ileri
strulen hipoteze gére: metabolik direngten sorumlu gen, reseptér proteinin sentezini
saglar. Reseptdr proteinin, insektisiti tanima ve baglama ézelligi vardir. Bu iglemden
sonra, reseptor proteine baglanan insektisitin hidrolizinden sorumlu Oksidaz(MFQO)
Esteraz ve Gilutatyon S-Transferaz gibi enzimleri kodlayan yapisal genlerin
transkripsyonu icin gerekli uyari yapiimis olur ve bu gekilde detoksifikasyonda rol
alan enzimlerin sentezi ve insektisitierin metabolik pargalanmasi gergeklesir (Sekil-
11)
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Regulatér Promator | Operatér T ' ‘
Gen Bolge | Bdlge a b c

Detoksifikasyon enzimlerini kodlayan
Yapisal genler

Requlatdr gen tarafindan kodlanan
ve operatér hilge ile etkilegen
reseptor proteinin m RNA's)
Reseptdr protein insektisit ile
kompieks olugturdugu igin

Operator balge bog kalir ve yapisal
genler tarafindan kodlanan enzimlerin
transkripsyonu yapilir.

@ Detaksifikasyon Enzimlerinin

insektisit+Reseptor “protein m RNA'sI
karmpkeksi

Sekil-11 Detoksifikasyonda rol alan enzimlerin transkripsyonuna iligkin

hipotetik model (Plapp’in, 1984 yilindaki géruslerinden yararlanilarak gizilmistir (55).

Plapp’in 6nerisine gobre: insektisitier bocekler tarafindan taninmakta fakat bu
tanima ve tanimlama iglemi direnglilerde daha iyi olmaktadir. Direnclilikte etkili
regUlatér gen'in Granud olan reseptor protein buytk olastlikla bécegin yad dokusunda
ve orta bagirsaginda konsantre olmaktadir. Reseptér proteinin fonksiyonu,insektisiti
tanimak ve nukleusa tagimak icin baglamaktir. Nukleusta yapilan islem ise ilgili
insektisitin  detoksifikasyonundan sorumlu enzimlerin transkripsiyon isleminin
baslatiimasidir. Musca ve Drosophila ile yapilan genetik ¢alismalar; bu slregte bir
veya birbirine yakin bagimli bir gen ailesi tarafindan reseptér proteinlerin kodlanmasi
yapilmaktadir. Insektisit reseptérlerinin - memelilerdeki aromatik  hidrokarbon
reseptorlerine benzedidi dusunudlmektedir (55). Eger bu hipotez dodru ise
insektisitlerin hedef yapi proteinlerine baglanmasini arttiran ve insektisitin reseptér
protein tarafindan taninmasint saglayan, onunla bagarili bir sekilde yarigan kimyasal

maddelerin arastiriimasi gerekmektedir.(73).
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Genel olarak insektisitlerin metabolik pargalanmasiyle etkisizlestiriimesinde:
esterazlar, hidrolazlar, karigik gorevli oksidazlar ve glutatyon'a bagh
transferazlar rol oynar.

Cesitli organokloriu ve karbamatli insektisitlere direngte esteraz enzimlerinin
artisinin rol oynadidi bilinmektedir (3, 4). Esteraz adi altinda farkli reaksiyonlar
kataliz eden enzimler bulunmaktadir. Om. Malathion insektisindeki karboksilester
baglarini kiran karboksilesteraz ve a ,i Naftil asetat'! substrat olarak kullanan non-

spesifik genel esteraz enzimi gibi.

2.7 Kimyasal izomerizm ve Gapraz Direng

Kimyasal yapi benzerligi olarak tanimlanan izomerizm 6zellikle pyretroid ve
organofosfatli bilesiklerde yaygin olup direncin spektrumunu etkiler. Omek olarak
izomerin etkisini Etilparanitrofenilbenzen fenilfosfanat ve profenofes serisinde
gorebiliriz. Bu insektisitlerin sahip oldugu fosfor atomuna, 4 farkh grubunun bagii
olmasindan dolayi steroizomeriktirler. Pyretroidlerde direngliligin hizi izomerizmle
artar. Nitekim Ulkemizde Pyretroid grubundan insektisitler ¢ok yaygin olarak
kullaniimamasina ragmen hassasiyet testlerinde bu gruba ait kimyasallara dire¢

saptanmasi da izomerizm ile agiklanmaktadir (16, 59, 73).
2.8 Davranis Direnci

Aragstiricilar tarafindan, uzun sureli insektisit kullaniminin hedef populasyonun
davranislarinda onlari avantajli kilabilecek davranis degisikliklerine yol agabilecegi
ileri sUrGlmektedir. Bununla birlikte insektisit uygulamalarinda eksiklik veya
yetersizlik oldugu zaman ¢odu kez davranis degisikliklerinin nasil oldugu ve hangi
davrants degisikliklerini kapsadigi pek net degildir. Genel olarak bir insektisitin farkli
sivrisinek turlerinde farkli davraniglara neden olabilecegini sdyleyebiliriz. Ortaya
cikan davranis degisikliklerini fenotipik ve genotipik davraniglar seklinde
gruplandirmak mdmkunddr.
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a- Fenotipik Davranig

Bu konudaki klasik 6mek; DDT'nin neden oldugu irritan etki sonucu bazi
béceklerin  6ldur dozu almadan DDT ile temasimi keserek canli kalmay!
bagsarmasidir. Yani, yuzeylerle temas etmeden ilagh bélgeleri terk ederek direngli
hale gelirler..Bu durum, genelde sitma kontrolli amaciyla, hassas, ergin anofel
sivrisineklerine karsi evlerde yapilan DDT puskirtmesiyle ortaya ¢ikan bir

davranistir. Direngli bdcekler ise genellikle irrite olmazlar (73).

b-Genotipik Davranig

Ekzofili ve zoofili gibi beslenme amaciyla canlinin genetik temeline dayanan
ve insektisit bulasi olan g¢evreden kagmasi seklinde ortaya ¢ikan davraniglardir.
Buna benzer davranislar, uzun slUre insektisit baskisi altinda kalmis bazi

populasyonlarda dogal olarak ortaya ¢ikabilir.
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3. ARAC, GEREG VE YONTEMLER

3.1. ARAG VE GERECLER
Calismalarda kullandi§imiz araglar, C.U. Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali laboratuvarlarinda mevcut olup sadece kimyasal maddeler Sigma firmasindan

satin alinmigtir.

3.1.1 Araglar

Denemelerde kullanilan araglar, hassasiyet testlerinde kullanilan test tipleri
homojenizasyon isleminde kullanilan sonik homojenizatér (Virsonik 300), pH
dlcimunde kullanilan EDTA marka PH metre, Enzim aktivitesinin saptanmasinda
kullanilan Shimadzu UV-160 spektrofotometre, Sartorius terazi, Siemens derin

dondurucu, Vorteks, Scorex marka otomatik pipetier ve Ben-mari'den olugsmaktadir.

3.1.2 Kimyasal Maddeler:

Ayiraglarin hazirfanmasinda kullanilan kimyasal maddeler, Analitik kalitede
olup, Sigma firmasindan satin alinmigtir. Aragtirmada kullanilan énemli kimyasal
maddeler asagida verilmistir.

a-Naftil asetat, B-Naftil asetat, Glutatyon, Asetiltiyokoliniyodid, 1 kloro, 2-4
dinitrobenzen (CDNB), Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA), Tris Baz, Trizma
hydroklorid, Sodyum Dodesil Sulfat, Fast Blue B tuzu (Boya), Dithiobis
(Dinitrobenzoik asit=DTNB), Potasyum dihidrojen fosfat, Disodyumhidrojen fosfat,
protein tayin kiti, Triton-x-100, gliserol, phenythiourea ile Dunya Saglik Orgutinden
saflanan DDT, Deltamethrin, Permethrin, Malathion ve Propoxur insektisitlerinin

impregne test kagitlar.
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3.1.3 Biyolojik Materyalin Toplanmasi ve Testlere Hazirlanmasi

Biyolojik materyal olarak deneylerimizde, Turkiye'de sitmanin primer vektér
olan taru sivrisineklerin ergin disileri kullanildi Adana ilinde, ekilebilir arazilerinin ¢ok
fazla ve uygun olmasi nedeniyle tarimsal micadele amaciyla ¢ok yodun insektisit
kullanilan, Tabaklar (Karatag-ADANA), Herekli (Ceyhan-ADANA) kdyleri ile cografik
konumu itibariyle ekilebilir arazi orani nispeten az ve insektisit kullanimi ¢ok fazia
olmayan Menekse (Merkez-ADANA) kéyl ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali insektaryumunda standart laboratuvar kosullarinda (26+
2°C ve %60-80 nispi nem'de) 1983 yilindan itibaren kolonizasyonu yapilan koloni
érneklerinden olinmistir.

Biyolojik materyaller, adi gegen bélgelerden (koyler ve laboratuvar kolonisi),
1)- yaglanmanin olmadigi gonoaktif dénemi kapsayan Mayis-EylUl aylan arasi ile 2)-
mevsimsel degdisimin etkisiyle yaglanmanin oldugu Ekim-Nisan aylart arasi olmak
Uzere ki dénem icin gergeklestirildi (38). Gonoaktif ve yaglanma ddénemlerinde
toplanan sineklerin kan emmis ve yumurtali olanlar, Glutatyon S. Transferaz ve
Genel Esteraz enzimlerine ait aktivitenin spesifik aktivite olarak (Spesifik aktivite=
Unite/mg protein) de@erlendiriimesinden dolay, enzim aktivitelerinin él¢imunde,
yuksek protein degeri vererek hataya neden olabilecegi igin kullaniimadi. Sinek
sayisinin az oldugu dénemlerde ise, kan emmis ve yumurtali ergin disiler,
yumurtlamaya birakilarak F1 délleri elde edildi,Asetilkolin esteraz enzim aktivitesi
ise, Unite/ml (mikromol / dk/ ml) olarak degerlendirildi.

Farkli sezonlarda degisik lokalitelerden getirilen sivrisineklere; 1)
Organofosfat ve karbamatl insektisitlerin yaptiklar inhibisyon etkisinden dolayi
hedef yapi olan AchE enziminin aktivitesinde, dirence bagh olarak meydana gelen
degisikligi gdzlemek amaciyla, malathion %5 ve propoksur %1 insektisitlerinin letal
dozlarina kars! hassasiyet testi, 2) organokior ( DDT) ve pyrethroid ( Deltamethrin ve
Permethrin) insektisitlerinin etkisizlestiriimesinde (direng) ¢ok buylk rold olan
Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesinde dirence bagli olarak ortaya ¢ikan degigimi

gézlemek amaciyla da DDT%4, Permethrin %0.25 ve Deltamethrin %0.025 dozlarina
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karsi hassasiyet testi ve 3) tum insektisit gruplarinin etkisizlestiriimesinde roli olan
non-spesifik Genel Esteraz enziminde dirence bagl olarak meydana gelen degisimi
gézlemek icin de, DDT %4, Malathion %5, Propoksur %0,1, Deltamethrin %0,025 ve
Permethrin  %0,25 dozlrnna karsi hassasiyet testleri uygulandi. Adi gegen
insektisitlerin, letal dozlarina karsi elde edilen % mortalite degerleri hesaplandiktan
sonra, 6lenler (hassas), 6lmeyenler (direngli) olarak etiketlenerek direngle iligkisi
olan Asetilkolin Esteraz, Glutatyon S-transferaz ile Genel Esteraz enzim
aktivitlerinin saptanmasi amaciyla, iginde 0,2 mililitre homojenizasyon tamponu olan
1ml'lik ependorf tlplerin i¢inde derin dondurucuda saklandi ( 13, 27, 34).

3.1.4 Ayiraglann Hazirlanmasi:

A Homojenizasyon Tamponu
50 mM Tris

10 mM EDTA

%15 Gliserol

% 0.0005 Phenylthiourea

PH= 7.8 olacak sekilde ayarlandi.

B Asetilkolin esteraz élgtimiinde kullanilan ayiraglar

B1 Triton Tamponu

0.1 M, PH=7.8 Sodyum Fosfat Tamponu iginde %1 Triton X-100'Un
hazirlanmasi amaciyla: Molekd! agirliklar 136,09 olan KH,PQO, ile 174,18 olan
K:HPO4tan kagar gramin kag mililitrede hazirlanacagini bulmak igin Handerson-

Hasselbach denkleminden yararlanildi . Denkleme gére;
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PH=PK+ log( Tuz / Asit)
782721 + log 12

Asit
7.8-721=log Tuz—M
« Asit —0,1-x) y
0.59= log —— - X
g o1 —» 3389 ST
0,389-3,89%=x —— 0,389=4,89x — x=008M Tuz
0,1-0,08=002 Asif —n=M.Y — —2— =M.V
m Mol AJ
736,00 =0,02.0,1 =0,272 gr KHPQ, Asit

m_ - =0,386 gr KHPQ, Tuz
48 0,08.0,1 et

Handerson-Hasselbach denklemine gdre hesaplanan asit ve tuz miktarian
100 mi saf su iginde, % 1 triton X-100 olacak sekilde hazirlandiktan sonra PH'nin 7,8
olup olmadigi PH metrede kontro! edildi.

B2 DTNB Tamponu:

PH= 7,2 de fosfat tamponu hazirlamak i¢in
100 mi de 1,1876 gr Na,HPO2H,0 ve 100 ml de 0,9078 gr K H, PO, olacak sekilde
stok hazirlanir. Bu stoktan 10 ml ye tamamlanacak sekilde; KH,PO, ‘ten 2.7 mi ve
Na,HPO4.2H,0 ‘ten ise 7.3 ml. alimr ve + 4°C'de 1sik alamiyan koyu sisede

buzdolabinda sakland:.

B3 0.01 MDTNB

0.0396 gr DTNB,.10 ml. DTNB tamponunda ¢dzUldukten sonra buzdolabinda
saklandt
B4 Asetiltiyokolin iyodid

Asetilkolin Esteraz enziminin substrati olan bu kimyasal 2.9 mg/ml olacak
sekilde 0.02M, PH=7 4 fosfat tamponu i¢inde gunluk olarak hazirlanir ve +4°C de
buzdolabinda saklandi.
B5 Asetiltiyokolin iyodid Tamponu

0.02 M ve PH=7 .4 olmasi igin
0.21 gr KoHPO4 4 0.1088 gr KH,PO,4 100 ml. saf su iginde hazirlandiktan sonra pH
metrede okundu.
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C- Glutatyon S. Transferaz aktivitesinin saptanmasinda kullanilan

Kimyasallar

C1 CDNB (1 kloro, 2.4 Dinitrobenzen)Tamponu
100 mM KH,PO,
%15 Gliserol
PH=6.8 olacak sekilde ayarlandi.

C2 CDNB
6 mg/ml Metanol iginde CDNB hazirlanir. Daha sonra 1:1 oraninda CDNB
tamponu ile dilue edilerek CDNB konsantrasyonu'nun 3 mg/ml olmasi saglanir.

Gunluk olarak hazirlandi.

C3 Glutatyon
30 mg redukte glutatyon , 5 ml. PH=7.8, %15, gliserol olan fosfat tamponu
icinde gunlik olarak hazirtand.

D Genel Esteraz aktivitesinin saptanmasinda kullanilan kimyasallar

D1 o ve B Naftil asetat icin fosfat tamponu'nun 0.02 M, pH=7.2 olmasi| amacilyla
KH,PO,= 0.138 gr. ile K;HPO,=0.172 gr tartiir ve 100 m! distile su iginde

kanistinhr.pH metrede okuma iglemi yapild..

D2 30 mM o-naftil asetat igin
0.2793 gr. a-N.A(Naftil asetat) 50 ml asetonda stok olarak haziriandi.
Kullaniimadan ¢énce 1:100 oraninda, 0.02 M -pH=7,2 olan fosfat tamponu ile dilue

edilerek, taze olarak hazirlandt.
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D3 30 mM 3 Naftil asetat i¢in
0.2793 gr B N.A. (Naftil asetat) 50 ml Asetonda stok olarak hazirlandi.
Kullaniimadan énce 1:100 oraninda 0.02 M pH= 7.2 olan fosfat tamponu ile dilue

edilerek taze olarak hazirland..

D4 Boya Solusyonu
0.3 gr. Fast Blue B tuzu
3.5 gr. Sodyum dodesil sulfat
100 ml. saf suda ¢dzUndikten sonra sk almiyacak bir sisede buzdolabinda
sakland.

E Genel Esteraz Aktivitesinin saptanmasinda kullanilan o ve g Naftol

standart iiriin egrileri.

Genel Esteraz enzim aktivitesinin saptanmasi amaciyla, daha 6énce yapilan
calismalarda dalga boyu olarak 450, 500,550 ve 570 nm dalga boylart énerildigi igin
kendi ¢alismamizda hangi dalga boyunun, naftol Grtnu igin en iyi absorbans
verdigini bulmak amaciyla ;450,500,550,570 ve 630 nm dalga boylarinda dalga boyu
taramasi yaptik (25, 30). 550nm ‘nin ¢alismamiza en uygun dalga boyu oldugunu
saptadik (Tablo -1).

Tablo-1 o ve B naftol igin yaptlan dalga boyu taramasi

Konst. 450 nm 500 nm 550 nm 570 nm 630 nm
10mM 0.030 0.024 0.076 0.064 0.012 o Naftol
20mM 0.016 0.065 0.152 0.132 0.033 *
30mM 0.003 0.117 0.261 0.242 0.087 *
40mM 0.010 0.152 0.350 0.328 0.123 *
50mM 0.027 0.196 0.444 0422 0166 *“

10mM 0.019 0.061 0.066 0.055 0.026 B Naftol
20mM 0.045 0.134 0.172 0.152 0.074 *
30mM 0.081 0.214 0.293 0268 0.134 *
40mM 0.114 0.288 0.414 0383 0.125 *
50mM 0.145 0.355 0.519 0486 0250 *
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E1 o Naftol Standart Grtin egrisinin elde edilmesi

0.01 M'lik stok o naftol solusyonundan 50! alip 50 ul boya ilavesinden sonra
su ile 1 ml ye tamamladik 0.5 mM olan bu stoktan 40, 80, 120, 160 ve 200 pl aldik ve
suyla 2 ml'ye tamamladiktan sonra bilinen o naftol konsantrasyonlarina kargi 550nm
de elde edilen absorbans de@erleri grafie gegirilerek o naftol icin standart Urin
egrisi elde edildi(Sekil -12).

Konsantrasyon Absorbans
0.5 mM. 0.04 mi= 2ml. x= 10 mikroM 0.076
0.5 mM. 0.08 mi= 2ml. x= 20 mikroM 0,152
0.5 mM. 0.12 ml= 2ml. x= 30 mikroM 0.261
0.5 mM. 0.16 ml= 2ml. x= 40 mikroM 0.350
0.5 mM. 0.20 ml= 2ml. x= 50 mikroM 0.444

Absorbans

10 20 30 40 50
KONSANTRASYON =(mikroM/ml)

Sekil- 12 o Naftol standart Grun egrisi
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E2 3 Naftol Standart Grtin egrisinin elde edilmesi

0.01 Miik stok R Naftol solusyonundan 50 pl alip Uzerine 50 ul boya
solusyonu ilave ettikten sonra suyla 1 ml'ye tamamlandi. 0.05 mM' olan bu stoktan
alinan 40, 80, 120, 160 ve 200 ul suyla 2 mlye tamamlandiktan sonra 550 nm de
okuma islemi yapildi

Konsantrasyon Absorbans
0.5 mM. 0.04=2 mi. x= 10 mikroM 0.066
0.5 mM. 0.08=2 ml. x= 20 mikroM 0.172
0.5 mM. 0.12=2 mi. x= 30 mikroM 0.293
0,5mM 0,12 =2 ml x= 40 mikroM 0,414
0.5 mM. 0.20=1 ml. x= 50 mikroM 0.519

550 nm de yapilan okumadan sonra bilinen konsantrasyonlara karsgi elde
edilen optik dansite degerlerinin grafie gecirilmesiyle B naftol icin Standart Grtin
egrisi elde edildi (Sekil-13).

Absorbans

_01E/ 1 ! 1 1

0 10 20 30 40 50
KONSANTRASYON= (mikroM/mi)

Sekil.13 B- Naftol standart Grin egrisi
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3.2. YONTEMLER

3.2.1 Hassasiyet Testleri

Hassasiyet testleri WHO tarafindan standardize edilen, insektisit
emdirilmig(empregne) test kagitlarii yéntemi ile yapildi (13, 68). Bu test tupleri
birbirine bagdlanabilen iki mika tup ile aradaki bir perdeden olugur. Bu mika perde
icindeki levhanin saga sola hareketiyle iki tUp birbirine agilabilir, bdylece sinekler bir
tupten digerine aktarilabilir. Karsilikli gelen iki tipten birinin igine insektisit emdirilmis
(uygulama tabu) digerine de insektisit emdirilmemis beyaz kagitlar (dinlenme tabd)
yerlestirilir. Her bir test i¢in uygulama tibline konulan 10 sinek 1 saat sire ile
birakildiktan sonra dinlenme tibdne aktarildi ve sekerli su ile beslendiler. 24 saat
sonra Olenler sayilarak % O6lum orani saptandi. Her deneme igin, sézkonusu
insektisitin  ¢6zUndigu solvent maddeden olusan kaditlar yerlestirildi  (69)
Kontrollerde, %20 ye kadar 6lum varsa Abbot formullu ile dizeltme hesabi yapildi.

Test islemleri; 24+-2 °C ve %78 nispi nemi olan bir ortamda yapild.

Abbott formiill:( % Deney 6iimu - % Kontrol 6limu / 100 - % Kontrol 6lum) x 100

Bu test tuplerinde kullanilan 15x12 cm boyutlarindaki impregne test kagitlari
1m?ye karsilik gelecek letal doza gbére hesaplanmig olup letal dozu verecek
solisyonun Whatman kagitlarina homojen olarak emdirilmesi ile hazirlanmaktadir.
Bu islem gug¢ oldugundan ¢ogu insektisitiere ait test kaditlari, Dinya Saglik

Orgiitiinin Vektér kontrol birimince hazirlanip ilgili Glkelere satiimaktadir.
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3.2.2 Orneklerin Hazilanmasi

Homojenizasyon islemi

Hassasiyet testlerinde degisik gruplardan insektisitlerin letal dozlarina maruz
kalmis hassas veya direngli olarak gruplandinimis sinekler tek tek homojenize edildi.
Bunun igin her sinek Gzerine 200 pl (=0.2 ml) homojenizasyon tamponu ilave edildi
ve derin dondurucuda sivinin donmasit igin bir stire bekletildi. Bu dondurma islemi,
homojenizasyon igslemi esnasinda agiga ¢ikan isinin enzim denatlrasyonunu ve
inaktivasyonunu  dnlemek icin yapildi. Homojenizasyon isleminde, sonik
homojenizatér ile numuneler, 1 dk. streyle enzim inaktivasyonunun énlenmesi igin
buzlu ortamda homojenize edildi. Sivrisineklerin zor pargalanan kitin yapisinin
uzaklastirimasi igin 1 dk. streyle 1000 g de santrifyj edildi. Bu islemden sonra, G.S-
Transferaz ve Genel Esteraz enzim aktivite tayinleri icin homojenat 12.000 g de 5 dk.
streyle tekrar santrifij edildi. Omeklere ait enzimlerin aktivite tayinleri
spektrofotometrik olarak yapildigindan kimyasal madde sarfini azaltmak amaciyla
normal 3 ml'lik kivetler yerine 0,4 ml'lik kuartz kivetler kullanildi . Bu iglem normal
klvetlere nazaran isik yolunu 1/10 oraninda kisalttigi i¢in 0,4 Itk kuvetlerde elde

edilen absorbans degeri 10 ile ¢arpilarak dazeltme yapildi.
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3.2.3. Asetilkolin Esteraz Tayini

Orneklerin Asetilkolin esteraz tayini Ellman yéntemine gére spektrofotometrik
olarak yapildi (18 ). Bu igslemler i¢in sirasiyla;
1- Kor tpl harig tim dmek ttplerine 30 pl homojenat konuldu.
2- DTNB Tamponu iginde hazirtanmig 0.01 M DTNB ayiracindan 30 pl hem 6mek
hem de kér tiplerine konuldu.
3- 0.1 M, PH=7.8 Sodyum Fosfat Tamponu i¢inde hazirlanmis %1 lik Triton x100
Tamponundan 140 pl hem érnek hem kér tplerine ilave edildi.
4- 29 mg/ml olacak sekilde 0.02M PH=7.4 fosfat tamponu iginde hazirlanmis
Asetiltiyokolin iyodid substrat solusyonundan 30 pl sadece érmek tiptine konuldu.
5- Bu islemden sonra 6mek ve kdr tupleri oda isisinda 5 dk. inkibasyona birakildi.

6- Surenin bitiminde érnekler 405 nm dalga boyunda kér tUptine karst okundu.

AchE Aktivitesi;

AchE aktivitesi Unite olarak degerlendirildi. Uluslararasi Enzim Komitesine
gore 1 enzim Unitesi; 1 dakika icinde 1 mikromol substrati Grtine geviren enzim
miktari olarak kabul edilmistir. Buna gére
U/ml= (X x Absorbans (bilinmiyen)/(y x e x z)

x= 0.22 ml= Total Reaksiyon hacmi

Absorbans= Kére karsi okunmus reaksiyon absorbansi

y= 0.03 mi= Dilusyonsuz érmek hacmi

e=13,6= 1 cmlik klvetteki 5 thio 2 nitrobenzoatin milimolar absorbtivitesi'dir.
e.katsayist mM olarak verildidi icin bunun mikromol'e gevrilmesi amaciyla 1000 ile

carpild.
z= 5 dk= Inklibasyon siresi

U/ml=( 0.22 x Absorbans) / (0,03 x 13,6 x 5 x1000) Bu iglemin sonucunda 107,84
sabit katsayis! elde edildi Orneklere ait absorbans direkt bu katsay! ile garpilarak
enzim unitesine ¢evrildi  U/ml= 107.84.x Absorbans*

Unite= U/mi= mikromol/dk/m| olarak degerlendirildi.
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3.2.4 Glutatyon S. Transferaz Tayini

Omeklerin, Glutatyon S.Transferaz aktivitesi Hemingway ydntemine gore
tayin edildi (30).
1-Ornek ve kér taplerine 30 ul homojenat konulur
2-Ormnek ve kér tiplerine 100 er ul CDNB Substrat tamponu ilave edilir.
3-Ornek ve kor tuplerine PH= 7,8, %15 Gliserol olan fosfat tamponu iginde
hazirlanmis Glutatyon ¢ézeltisinden 40 il konulur ve 30 C su banyosunda 5 dk.
inkibasyona birakildi
4- 3 mg/ml olacak sekilde hazirlanmis CONB substrat solisyonundan 40 ul sadece
6émek taplne ilave edilir ve 340 nm dalga boyunda 5 dk igindeki Absorbans degisimi
kaydedildi.

GST Tepkimesi:
Tamponda ve oda sicakhginda GSH ile dengelenmis enzim tzerine CDNB

substrat ilavesi ile baglatildi.

GST Enzim Unitesi
Oda sicakliginda ve PH= 6.8 de dakikada 1 mikromol konjugasyon yapan
enzim miktart 1 Gnite olarak tanimlandi. Buna goére;
Unite= ( X x Absorbans x 1/5) /( y x e x 1000)
X= Total reaksiyon hacmi=0,2 ml
Absorbans=spektrofotometrede elde edile optik dansite
1/5= 5 dakika icindeki absorbans degisimi
y=dilusyonsuz 6rek hacmi = 0,03m|
e= sabite= 9,5 mM/cm
1000= mM olarak verilen sabitenin mikromol'e dénastarilmesi igin  yapilan
déntsturme katsayisi
Unite= (0,2 x 1/5 Absorbans) / (0,03 x. 9,5 x 1000)
Bu islemlerin sonucunda 147,36 sabit katsayisi elde edildi ve 6meklere ait
absorbans bu katsay! ile carpilarak G.S-T enzim unitesi elde edildi.

U=147,36x Absorbans
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Bu enzimin aktivitesi spesifik aktivite olarak degerlendirildiginden, enzim Unitesi,
6meklere ait solubl protein degerine (galismamizda mikrogram=pg olarak tayin
edildi) bélanda. Buna gore;

Spesifik Ak=( Unite / ug protein)

ve aktivite; Unite / ug Protein / dk cinsinden degerlendirildi.

3.2.5 Genel Esteraz Tayini
Omeklerin  Genel Esteraz aktivitesi Van Asperen yéntemine gbre

spektrofotometrik olarak tayin edildi (77). Bunun igin sirasiyla su iglemler yapildi;.

1 -Omek ve kér tiplerine 20 pl homojenat konuldu

2 -30 mM olarak hazirlanan o ve Reta Naftil asetat substratlari 1:100 oraninda dilue
edildikten sonra bundan alinan 200 ul sadece 6mek taplne konuldu ve 10 dk oda
sicakhiginda inkUbasyona birakild.

3- Surenin bitiminde boya solusyonundan 50 ! 8mek ve kér tlplerine ilave edilip
550 nm dalga boyunda okuma iglemi yapildi.

Ayni iglemler o Naftilasetatin substrat olarak kullanildi§i o E‘steraz
aktivitesinde ve 3 Naftil asetat'in substrat olarak kullanidigi B Esteraz aktivitesinde
tekrarland! elde edilen optik dansite degerleri daha 6nce hazirlanmis o ve  Naftol
standart Urin egrilerinden degerlendirildi.

Aktivite= mikromol driin / ug Protein / dk cinsinden hesapland..

3.2.6 Protein Standart Egrisinin Elde Edilmesi

Protein tayininde, Sigma firmasindan saglanan protein tayin kiti calismaya
uyarlanmis olup Lowry yontemine gére ¢alisidi ( 45 ). Bunun i¢in; Bovine Serum
Albumin (BSA) stogundan, mililitrede 25,50,75,100,125 ve 250 pg olacak sekilde

sadece drnek tlplerine aktarildi.

41



1-Ornek ve koér tiplerine sirasiyla 100’er pl lowry solusyonu konulup tupler iyice
kanstinidiktan sonra 20 dakika bekletildi.

2--Omek ve koér taplerine sirastyla; 50°ser ul Folin Ciocalteu fenol ayiraci konulup
lyice karigtinidiktan sonra renk reaksiyonu igin 30 dakika bekletildi.

3-Ornek ve kér tipleri 1 mililitreye tamamlanacak sekilde su ile dilue edildi.

4-Okuma islemi 750 nm dalga boyunda yapild.

5-Konsantrasyolar bilinen émek taplerinin absorbans degerleri grafije gecirilerek

standart protein egrisi elde edildi (Sekil-14)
AAhsorbans

0,045}
0,040}
0.035}
0,0307
0.025 [
0.020f
0.015

>

a.010
0.805 p

™ __L a5 a A ™ " ™ ™ P
10 20 30 40 50 100 =
mikregram/ml

Sekil -14 Protein standart edrisi

Omeklerin Protein Tayini:
Omeklere ait protein degerlerinin tayini igin her émege ait homojenattan 20 pl

alindi ve sirasi ile protein standart egrisinin elde edilmesinde yapilan islemler
tekrarland. Bu iglemlerden sonra ¢érneklere ait absorbans degerleri standart protein

egrisinden degerlendirildi
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3.2.7. Sonuglann Degerlendirilmesinde Kullanilan istatiksel Yontemler

Deneylerde kullanilan tum faktérier ve gruplara goére Asetilkolin Esteraz,
Glutatyon S-Transferaz ve Genel Esteraz enzimlerinin aktiviteleri saptandiktan sonra
istatiksel analiz igin kodlandinldi (Tablo-I). Bu gruplarin; aritmetik ortalama (X),
standart sapma (SD), standart hata (SE) ve glven aralid@ (GA) gibi tanimlayici
istatistikleri, faktérler arasi etkilesimin dnem kontrolt ve faktérierin alt gruplan
arasindaki ilski veya farkliligin énemlilik derecesini tespit etmek amaciyla SPSS. for

Windows 6.0 paket programinin parametrik testleri kullanild.

Hassasiyet faktort iginde, hassasiyet test sonuglarina gére “ hassas’ ve
“direncli” olarak ayrilan alt gruplarin, degisik enzim aktivitelerine gére bu alt gruplar
Uzerine etkili olabilecegi dustnulen diger faktorlerin ( insektisit, lokalite ve sezon )
birbirleriyle olan etkilesimleri &nce ¢ok-yonld varyans analizi ile topluca
degerlendirildi. Bu analizden sonra, arasinda herhangi bir fark veya etkilesim olan
faktérler alt gruplariyla birlikte tek tek ele alinarak tek-yonll varyans analizi ile
incelendi. Tek-yénll varyans analizine gére incelenen faktérlerin alt gruplan arsinda
6nemli bir iliski varsa daha ayrntili incelemeye gegildi. Bu kapsamda, eger alt grup
sayisi iki ise t-testi (Student), ikiden fazla ise ¢oklu kargilastirma t-testleri ( muitiple
comparison test=Post hoc) kullanildi. Post hoc igin, test glicine goére sirasiyle; LSD,

Bonferroni (modifiye LSD) ve Sheffe testleri kullaniimistir (60).
Ayrica hassasiyet test sonuglarina gére hassas ve direngli olarak yaptigimiz

gruplandirmanin, enzim aktivite deg@erleri ile uyumiu olup olmadiginin anlagiimasi

amaclyla da ayni programda bulunan Diskriminant analizi kullanildi.
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Tablo Il Enzim aktivitelerinin analizi igin aktiviteyi etkileyenfaktérierin ve alt

gruplannin “SPSS for Windows” istatistik programina uygun olarak kodlanmasi

FAKTORLER Asetilkolin | Glutatyon S- Genel
Esteraz Transferaz Esteraz
1=Direngli 1=Direncli 1=Direngli
HASSASIYET |A |2=Hassas |2=Hassas 2=Hassas
L | 1=Malathion |1=DDT 1=0rganokior
INSEKTISIT T | 2=Propoksur | 2=Deltamethrin |2=Organofosfat
3=Permethrin | 3=Karbamat
G 4=Pyrethroid
R |1=Tabaklar |1=Tabaklar
LOKALITE U | 2=Herekli 2=Herekli 1=Arazi
P |3=Menekse |3=Menekse 2=Koloni
L | 4=Koloni 4=Koloni
A |1=Yaglanmis | 1=Yagdlanmig 1=Yaglanmis
SEZON R 12=Gono Aktif | 2=Gono Aktif 2=Gono Aktif
1=a-Naftol
NAFTOL 2=B-Naftol
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4 BULGULAR

4.1. Hassasiyet test sonuglan

Adana’'nin, insektisit uygulamalarinin farkli oldugu 3 lokalitesinden
(Tabaklar, Herekli ve Menekse koyleri ) getirilen ve DDT, Malathion,
Deltamethrin, Permethrin ile Propoksur insektisitlerine karsi gelisen direnci
saptamak igin ; gonoaktif ve yaglanmis sezonu kapsayan tarihlerde, yaklasik
2000 adet araziden 6rneklenmis veya labaratuvarda eide edilmis F1 déld kan
emmemis An .sacharovi ergini kullaniimigtir. Ayrica gonoaktif peryoda ait yeterli
sayida koloni 6rnegi, kontrol amaciyla kullantimis ve elde edilen sonuglar Tablo-
[II'de 6zetlenmistir.

Malathion insektisitine kargi, yaglanmis ve gonoaktif sezonlarda, tum
lokalitelerden getirdigimiz An. sacharovi tiru sivrisineklerle yaptidimiz hassasiyet
testlerinin timinde %100 6lim orani elde edilmis olup bu insektisite karsi
direncli birey bulunamadi (Tablo ).

Yaglanmis sezonda Tabaklar bélgesinden getirilen An. sacharovi’ lerde
yapilan hassasiyet testlerinde DDT igin %10, Propoksur %15, Deltamethrin %56
ve permethrin insektisiti igin %28 ortalama 6élum orani elde edildi. Ayni sezonda,
Herekli bélgesi i¢cin elde edilen ortalama % 6lum oranlari ise; DDT %10,
Propoksur %21, Deltamethrin %58 ve Permethrin icin %28'dir. Menekse
boélgesinde ayni sezon igin DDT %10, Propoksur %52, Deitamethrin %77 ve
Permethrin igin %67 ortalama 6lum oranlari elde edildi. Koloni 6rnekleri standart
laboratuvar kosullarinda devamli gonoaktif oldudu igin bunlarin yaglanmis
dénemi bulunmamaktadir (Tablo-li1).

Gonoaktif sezonda, Tabaklar bélgesinde elde edilen ortalama % 6lum
oranlan; DDT %10, Propoksur %35, Deltamethrin %49 ve Permethrin igin
%21'dir. Herekli'de ise, DDT igin %7, Propoksur %31, Deltamethrin %53 ve
Permethrin igcinse %18 ortalama % 6lim oranlar elde edildi. Ayni sezona ait
Menekse'de elde edilen ortalama % 6lum oranlari ise; DDT %5, Propoksur %38,
Deltamethrin %58 ve Permethrin igin %25'tir.

Gonoaktif sezonda kontrol olarak kullanilan koloni 6rnekleriyle yapilan

hassasiyet testlerinde ise DDT igin %26; Propoksur igin %71., Deltamethrin igin
%83 ve Permethrin igin %75 ortalama % 6lim oranlari elde edildi (Tablo- {l1).
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Tablo-lll Degisik insektisitlere kargi, farkli sezonlarda farkli lokalitelerden
getirilen An.sacharovi erginleri ile yapilan hassasiyet testleri sonucu elde edilen
ortalama % &lum oranlart (Her replikasyonda test ttblne 10 sinek yerlestirildi)

SEZON LOKALITE |INSEKTISIT Replikasyon | Sinek Ortalama
(Tekrar) sayisi sayisi % 6ldm oram
DDT 2 20 10
Malathion 10 100 100
Tabaklar |Propoksur 6 60 15
Deltamethrin 5 50 56
Y Permethrin 6 60 28
A DDT 2 20 10
é Malathion 6 60 100
L Herekli Propoksur 6 60 21
A Deltamethrin 6 60 58
N Permethrin 6 60 28
M DDT 2 20 10
| Malathion 4 40 100
S Menekse | Propoksur 4 40 52
Deltamethrin 4 40 77
Permethrin 4 40 67
DDT 6 60 10
Malathion 7 70 100
Tabaklar |Propoksur 6 60 35
G Deltamethrin 6 60 49
0 Permethrin 6 60 21
N DDT 6 60 7
0 Malathion 6 60 100
A Herekli Propoksur 6 60 31
K Deltamethrin 6 60 53
T Permethrin 6 60 18
i DDT 3 30 5
E Malathion 2 20 100
Menekse |Propoksur 2 20 38
Deltamethrin 2 20 58
Permethrin 2 20 25
DDT 7 70 26
Malathion 12 120 100
Koloni Propoksur 12 120 71
Deltamethrin 12 120 83
Permethrin 12 120 75
Total 200 2000
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Hassasiyet testlerinde eide edilen % o6lum oranlarina goére yapilan
istatistik (Cok-ydnil ve Tek- y6nll varyans analizi ) sonuglari Tablo-IV ve V de
Ozetlenmigtir.

Malathion igin yapilan hassasiyet testlerinin timiunde % 100 6lum orani
elde edildigi i¢cin yapilan istatistiklere bu insektisit dahil edilmemistir.

Tablo-IV Hassasiyet testlerine etki eden tum faktdrlerin ¢ok-ydnll varyans
analiz sonuclar

Faktor Etkilegimleri Kareler Serbestlik Kareler F _F
Toplami Derecesi Ortalamasi__Degeri Onemliligi _
Insektisit 10935 3 3645 97  0,0001
Lokalite 11047 3 3683 98  0,0001
Sezon 2128 1 2127 56 0,0001
insektisit-Lokalite 2797 9 311 8 0,0001
insektisit-Sezon 954 3 318 8  0,0001
Lokalite-Sezon 1543 2 772 20 0,0001
insektisit-Lokalite-Sezon 537 6 89 2 0,033
Model 95922 27 3553 94  0,0001
Total 100636 152 662
R*=0,953

Cok-yonlu varyans analiz tablosuna gére, hassasiyet testlerine etki eden
tum faktérlerden; insektisit, lokalite ve sezon’'un kendi alt gruplan arasindaki
farklar ile tam 2'li etkilesimlerin ¢ok énemli (p=0,0001) ve 3'lu etkilesimin ise
énemli (p=0,033) oldugu bulundu (Tablo-IV).

Tablo-V Hassasiyet test sonuglarina etki eden tim faktérlerin Tek-y6nlG
varyans analiz sonuclari

FAKTORLER | GRUPLAR N | X | SD | SE |F oramt | F olasilig
DDT 28 128 9,0 1,7
INSEKTISIT Propoxur 43 420 21,7 3,3 39,7 0,0001

Deltamethrin | 40 64,8 14,8 2,3
Permethrin 42 426 249 38

. Tabaklar 43 290 163 2,5
LOKALITE Herekli 44 297 178 27 377 0,0001
Menekse 23 46,0 26,2 54
Koloni 43 681 20,2 3,0
Yaglanmig 53 38,1 22,2 3,0
SEZON Gonoaktif 100 453 272 27 27 0,1

Hassasiyet testlerine etki eden tum faktdrlerin ayri ayri degerlendirildigi
tek-yonll varyans analizinde, faktérlerin kendi icinde yer alan alt gruplar
arasindaki farkin sezon (p=0,1) disinda lokalite ve insektisit icin &nemli
(p=0,0001) oldugu bulundu (Tablo-V ).
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Yaglanmis sezonda, hassasiyet test sonuglarina gére tim insektisitler igin
Sheffe testine ( 0,05 anlamlilik dizeyinde ) gére yapilan ¢oklu karsilastirmalarda,
DDT insektisiti i¢in , Tabaklar, Herekli ve Menekse lokaliteleri arasindaki farkin
énemli olmadidi bulundu. Propoksur, Deltamethrin ve Permethrin insektisitleri
icin ; Tabaklar ve Herekli lokaliteleri arasinda fark olmadigi, Meneksenin ise
dnemli derecede bu iki lokaliteden farkli oldugu bulundu.

Gonoaktif sezon igin yapilan c¢oklu karsilastirmalarda (0,05 anlamlilik
duzeyinde) ise ; DDT, Propoksur, Deltamethrin ve Permethrin insektisitleri i¢in,
koloniye ait hassasiyet test sonuglarinin diger 3 lokaliteden ( Tabaklar, Herekli
ve Menekse ) cok 6nemli derecede farklilik gésterdigi bulundu.

4.2- Asetilkolin Esteraz

Gonoaktif ve yaglanmis sezonlara ait 3 farkli lokaliteden ve Kkoloni
orneklerinden alinan toplam 564 disi sivrisinekte, Asetilkolin Esteraz enzim
aktivitesi (Unite=mikromol /dk /ml olarak) saptand.

Organofosfatli ve karbamatli insektisitlere karsi gelisen dirence bagli
olarak ortaya ¢lkan AchE enzim aktivite seviyelerindeki degisimler malathion
(organofosfat) ve propoksur’a (karbamatli) direngli ve hassas olan degisik lokalite
ve sezonlara ait érneklerde Slgllerek Tablo-VI de 6zetlenmistir.

Tablo-VI Ach Esteraz aktivitesi saptanan érneklerin gruplandiriimasinda
etkili olan tum faktérlerin tanimlayici istatistik degerleri..

, . TABAKLAR| HEREKLI | MENEKSE | KOLONI
SEZON INSEKTISIT

N X SD(N X SD|/N X SD |N X SD

25 154 234 (25156 222 |25 134 219
21 189 260 (23196 286 |16 180 226

Malathion

YAGLANMIS

GONO Malathion 26 153 2,85 |15 157 2,12 |24 147 246 |47 13,8 206
AKTIF 28 194 2,73 |41 196 343 25 189 267 |48 160 198
Propoksur |r |25 156 222 |23 163 1,38 |20 151 2,31 |40 13,7 2,09

r
R
Propoksur |r |26 141 262 {20 140 163 [20 139 216
r
R

R= direngli , r=hassas., (malathionun direngli grubu bulunmadid i¢in buna ait degerler yoktur).

Ortalama AchE aktiviteleri bakimindan faktérlerin alt gruplari arasinda,
yani hassas ve direngliler,( hassasiyet) insektisitler(malathion ve propoksur),
sivrisineklerin 6rneklendidi lokaliteler ile farkll sezonlar (gonoaktif ve yaglanmis)
arasinda farklarin ve etkilesimin olup olmadidi ¢ok-yénlu varyans analizi ile
incelenmis olup sonuglar Tablo -VII de 6zetlenmistir.
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Tablo-Vil AchE enzim aktivitesine etki eden tim faktérlerin gok-yénli
varyans analiz sonuclari

Faktor Etkilesimleri Kareler Serbestlik Kareler F F
‘Toplam Derecesi  Ortalamasi Degeri  Onemliligi

Hassasiyet 2557 1 255,7 425 0,0001
insektisit 7.3 1 7.3 1,2 0,272
Lokalite 1712 3 57,1 9,5 0,0001
Sezon 27,7 1 27,7 4,6 0,032
Haysasiyet-Insektisit ~ * 0,0 0 , ,
Hassasiyet-Lokalite 18,9 3 6,3 1,1 0,370
Hassasiyet-Sezon 0,4 1 0,4 0,1 0,799
Insektisit-Lokalite 22,0 3 7.3 1,2 0,301
Insektisit-Sezon 0,01 1 0,01 0,00 0,963
Lokalite-Sezon 24,7 2 12,4 2,1 0,129
Hassasiyet-insektisit-Lokalite * 0,000 0
Hassasiyet-Insektisit-Sezon * 0,000 0
Hassasiyet-Lokalite-Sezon 12,10 2 6,1 1,0 0,366
Insektisit-Lokalite-Sezon 24,3 2 12,2 2,0 0,133
Hassasiyet-Insektisit-Lokalite-Sezon * 0,00 0

Model 25825 20 1290,1 21,5 0,0001

Total 5840,9 562 10,4

* Malathion insektisitinin direngli grubu bulunmadi§i igin, Hassas-insektisit iceren
kombinasyonlarinda deger bulunmamaktadir{ R*~ 0,442)

Cok-y6nll varyans analiz tablosuna gére; AchE enzim aktivitesine etki
eden tam faktorlerden ; hassasiyet (p=0,0001), lokalite (p=0,0001) ve sezon'un
(p=0,032) kendi alt gruplar arasindaki farklarin énemli, insektisit faktora iginde
yer alan malathion ve propoksur arasindaki farkin ise énemsiz (p=0,272) oldugu
bulundu. Ayrica; tum 2l ile tum 3G ve 4l etkilesimlerin énemli olmadid
bulundu (Tablo-Vil).

AchE enzimine etki eden tum faktérierin ayri ayr de@erlendirildigi tek-
yonll varyans analizinde, faktérlerin kendi iginde yer alan alt gruplar arasindaki
farkin sezon diginda (p=0,280) énemli (p=0,0001) oldudu bulundu (Tablo-VIIl).

Tablo-VIll AchE enzimine ait tlim faktdrlerin tek-y6nlU varyans analiz

sonuclar

FAKTORLER | GRUPLAR N X SD SE %95GA F oram F olasihyn
Direncli 202 18,4 3,00 0,21 18,0- 188

HASSASIYET | Hassas 361 146 243 0,12 143- 149 2689 0,0001
Malathion 187 14,6 2,54 0,18 14,2- 150

INSEKTISIT | Propoksur 376 16,7 331 017 163- 170 558 0,0001
Tabaklar 151 16,4 321 026 159 169
Herekli 147 17,2 343 028 16,6 17,7

LOKALITE | Meneksye 130 156 3,12 027 151 162 190 0,0001
Koloni 135 14,5 240 020 14,1 149
Yaglanmyg 202 158 3,2 0,21 153 16,2

SEZON Gonoaktif 361 161 32 0,17 158 164 123 0,280
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Hassasiyet faktéra iginde yer alan hassas ve direngli gruplar arasinda,
AchE enzim aktivitesinin direnglilerde daha yuksek (p<0,0001) oldudu bulundu
(Tablo-Vill). Bu de@erlendirme hem malathion hem propoksuru kapsamaktadir.
Ancak malathiona insektisitine ait direngli grup bulunmamaktadir.

Lokalite igin Sheffe testine ( 0,05 anlamlilik dizeyinde) gére yapilan ¢oklu
kargilagtirmalarda; Asetilkolin Esteraz aktivitesinin yOksek (Herekli), orta
(Tabaklar- Menekse ) ve duglk ( Koloni ) oldudu 3 homojen grubun bulundugu ve
bu gruplar arasindaki farkin anlamhi oldugu saptand..

Tablo-IX Asetilkolin Esteraz enzimine ait diskriminant analiz sonuclart

GRUPLAR Ornek sayist Hassasiyet  testine  gore Enzim ahtivitesine gore yapilan
yapilan gruplandirma gruplundirma
Direngli GRUP 1 202 135 (% 66.8) 67 (%33.2)
Hassas GRUP 2 361 65 (% 18.0) 296 ( %o 82.0)
Dogru gruplandirma | 563 200 %76,6
yiizdesi

Hassasiyet test sonuglarina gére ; hassas ve direngli olarak yapilan
gruplandirma ile 2 tlr insektisit ( Malathion ve Propoksur ) igin 6lgtlen Asetilkolin
Esteraz aktivitesi arasindaki uyumun, yapilan Diskriminant analizinde % 76.6
oraninda basarnili oldugu bulundu ( Tablo-IX).

N=361

X=14,6
§D=2,46
70 / %95 G.A=14,35 - 14,85
o0 o/ B
R : SD=2,74
50 %95 G.A=18.0 - 18.8
w
é 40 ; HASSAS
» :
= 30 ‘
- v DIRENGLI
10 ! /
0
9 12 15 18 21 24
Unite / mil /dk

Sekil -15 Propoksura hassas ve direngli olan gruplarda AchE enzim
aktivitelerinin frekans dagilimlarinin karsilastiriimasi

Yaglanmis ve Gonoaktif sezonlarda tum lokalitelerden getirilen ve sadece
propoksura gore yaptlan hassasiyet testlerinde direngli bulunan, 202 érnege ait
AchE enzim aktivite ortalamasinin 18,42 + 2,74 unite/ml/dk olarak ve 361 hassas
drnege ait enzim aktivite ortalamasinin ise daha dustk 14,6 + 2,46 unite/ml/dk

oldugu bulundu (Student T-testi p<0,05, Sekil-15).
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4.3 Glutatyon.S-Transferaz

Gonoaktif ve yaglanmis sezonlarda 3 farkli lokaliteden ve koloniden alinan
toplam 1267 6rnegin Glutatyon S-Transferaz enzim aktiviteleri, Unite/ mikrogram
protein/ mi olarak saptandi.

Inceledigimiz organokloriu (DDT) ile pyrethroid (Deltamethrin ve
Permethrin) grubu insektisitlere kargi gelisen dirence bagh olarak degisiklik
g6steren Glutatyon S-Transferaz aktivite seviyelerinin, tam faktériere gére analizi
Tablo-X de 6zetlendi.

Tablo-X Glutatyon S-Transferaz enzim aktivitesi saptanan 6rneklerin
gruplandiriimasinda etkili olan tim faktérlerin tanimlayici istatistikleri.

0

FAKTORLER % | TABAKLAR | HEREKLI| MENEKSE | KOLONI
SEZON INSEKTISIT
N X SD|N X SD|IN X SD |N X SD
DDT Ri{31 122 248 32 12,8 24 32 11,4 24
r |28 9,5 1,25 2897 1.2 28 96 1,2
YAGLANMB R!2 11,6 1,29 22 122 1,5 28 10,9 1,1
SEZON Deltamethrin F*’.ZX 89 0,99 28 90 14 28 92 1,1

1
rR|28 11,7 L75 27 11,1 1,3 (28 109 13

Permethrin r (24 91 111 25 90 1,2 (22 90 1.2

DDT R{25 126 21 [29 130 1,7 [29 1146 1,7 |58 109 17

P26 99 13 |27 9412 |29 93 11 [50 96 13

R|23 122 16 {26 124 1,9 |22 11,9 20 |58 104 14

GONOAKTIF | Deltamethrin |r |23 95 14 (33 95 1,6 [27 95 13 |54 88 12
SEZON R|26 1L 13 22 1105 L1 |22 115 18 |50 107 12
Permethrin  |r |2 95 15 |25 94 13 [24 90 11 |44 94 12

R= Direncli, r=Hassas

Faktorlerin alt gruplan arasinda, farklarin olup olmadig: ve incelenen 4
faktor arasinda etkilesimin bulunup butunmadigi ¢ok-yénll varyans analizi ile
incelenmis olup sonuglar, Tablo-XI de 6zetlenmistir.
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Tablo-XI Glutatyon S-Transferaz enzimine etki eden faktérlerin Cok-Yoénlt
varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagh Kareler Serbestlik  Kareler F F
Toplanu Derecesi  Ortalamast _Degeri Onemliligi

Ana Etkiler

Hassassivet 3159 1 315,9 137,0 0,0001

Insektisit 31,8 2 15,9 6,9 0,001

Lokalite 50,7 3 16,9 73 0,0001

Sezon 8,7 1 8,7 3,8 0,053

2 -li Ktkilegimler

Hassassiyet-Insektisit 7.2 2 3,6 1,6 0,213

Hassassiyel-Lokalite 458 3 15,3 6,6 0,0001

Hassasivet-Sezon 8.3 1 8.3 3,6 0,058

Insektisit-Lokalite 16,4 6 2,7 1,2 0312

Insektisit-Sezon 6,0 2 3,0 1,3 0,272

Lokalite-Sezon 0,1 2 0,1 0,1 0,973

3- lii Etkileyimler

Hassassiyet-Insektisit-Lokalite 11,1 6 1,8 0,8 572

Hassasivel-Insektisit-Sezon 0,13 2 0,1 0,1 0,972

Hassasivet-Lokalite-Sezon 9,0 2 4,5 4.0 0,141

Insektisit-Lokalite-Sezon 7.4 4 1,8 0.8 0,526

4- lii Etkilegimler

Hassasivet-InsektisiLokalite-Sezon 6,2 4 1,5 0,7 0,614
Model 19119 41 46.6 20,2 0,0001

Hata 28249 1225 2.3
Total 4736 1266 3,7
R’=0,404

Buna gore; Glutatyon S-Transferaz aktivitesine etki eden faktérlerden;
sezon diginda kalan hassasiyet, lokalite ve insektisitin kendi alt gruplan
arasindaki farklarin 6nemli (p=0,0001) ve 2'li etkilesimlerden hassasiyet-lokalite
(p=0,0001) disinda kalan diger tum 2'li, tum 3’10 ve tim 4’10 etkilesimlerin
6nemsiz oldugu bulundu (Tablo-XI).

Glutatyon S-Transferaz aktivitesine etki eden tum faktorlerin ayr ayri
degerlendirildigi tek-yonlG varyans analizi ile de sezon disinda kalan tim
faktorlerin kendi iginde yeralan alt gruplan arasindaki farkliligin (p=0,0001)
6nemli oldugu bulundu (Tablo-XIl).



Tablo-Xll Glutatyon S Transferaz enzimine ait tim faktérlerin Tek-Yonla
_varyans analiz sonuclari

FAKTORLE | Alt Gruplar F F
R N X SD SE % 95 GA orani olasih{
HASSASIYET | Direngli 643 11,50 187 0,07 113116
Hassas 624 930 126 005 92 94 5862 0,0001
DDT 452 10,75 2,13 0,10 10,6109
INSEKTISIT |Deltamethrin [425 1024 189 0,09 10,1104 10,9 0,0001
Permethrin 390 1021 167 0,08 10,0104
Tabaklar 311 10,67 2,05 0,11 10,4109
LOKALITE | Herekli 324 10,71 2,13 0,12 10,5109 11,4 0,0001
Menekse 319 10,31 1,83 0,10 10,1 10,5
Koloni 313994 1,57 0,09 97101
Yaglanmus 493 10,39 1,89 0,07 10310,5
SEZON Gonoaktif 774 1045 199 009 103106 0,29 0,591

Tablo-Xll Gonoaktif ve yaglanmis sezonlarda tim lokalitelerde DDT,
Deltamethrin ve Permethrin insektisitlerinin Glutatyon S-Transferaz aktivitelerine
ait istatistik sonuclari

INSEKTISITLER | SEZON N X SD SE P deperi

Yaglanmig 179 [10.7 2,3 0,17 P> 0,05
DDT Gonoaktif 273 10,8 2,0 0,12

Yaglanmy 160 | 102 1,7 0,13 P> 0,05
DELTAMETHRIN | Gonoaktif 265 103 1,9 0,12

Yadlanmg 154 [10,1 1,7 0,14 P> 0,05
PERMETHRIN Gonoaktif 236 [ 102 1,6 0,10

Tum sezon ve lokalitelerde; DDT, Deltamethrin ve Permethrin
insektisitlerinin  herbirinde direngli gruplara ait Glutatyon S-Transferaz
aktivitesinin hassaslara gére anlamli derecede daha yiksek oldugu bulundu (T-
testi p<0.05, Sekil-16 ve 17 ).

Insektisit i¢in, yapilan ¢oklu karsilagtirmalarda; Glutatyon S Transferaz
enzim  aktivitesi bakimindan DDT'nin  Deltamethrin ve  Permethrin
insektisitlerinden anlamii derecede daha ylksek aktiviteye sahip oldugu,
Deltamethrin ile Permethrin arasinda ise anlamli derecede fark olmadi§i bulundu
( Sheffe t-testi, p<0,05).

Lokaliteler icin yapilan ¢oklu karsilastirmalarda, Glutatyon S-Transferaz
aktivitesinin yuksek ( Herekli- Tabaklar) ve duguk ( Menekse- Koloni ) oldudu iki
homojen grubun oldugu ve bu iki grup arasindaki farkin anlamli oidugu saptandi
( Sheffe t-testi, p<0,05).

Hem topluca degerlendirildiginde (Tablo-Xll), hem de her insektisit igin
ayri ayri degerlendirildiginde (Tablo-XIIl) gonoaktif sezona ait 6rneklerin
Glutatyon S-Transferaz aktivitelerinin yaglanmis sezondan anlamli derecede
farkli olmadig! bulundu.
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Sekil- 16 Yaglanmig ddénemde,tum insektisitiere ait hassas ve direngli
gruplardaki ortalama Glutatyon S-Transferaz aktivitesi.
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Sekil -17 Gonoaktif ddnemde, tim insektisitlere ait hassas ve direngli
gruplardaki ortalama Glutatyon S-Transferaz aktiviteleri.
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Tablo-XIV Farkli sezonlarda farkl lokalitelerdeki direngli ve hassaslara ait
Glutatyon S-Transferaz aktivitesine gére DDT,Deltamethrin ve Permethrin
insektisitler arasindaki farkhiligin Sheffe ¢oklu karsilastirma testine gére énemlilik

sonuglar.
FAKTORLER DIRENCLI HASSAS
SEZON LOKALITE INSEKTIiSiT [N X SD 123 N X Sp 123
Y DDT 31 12,2 [2,5 28 (9,5 [1,3
A TABAKLAR | Deltamethrin |26 |11,6 |13 |= 28 (89 |1,0
G Permethrin 28 | 11,7 {2,0 |=* * 24 191 (1,1 | x=
L pDT 32 112,5 (2,4 28 (9,7 11,3
A HEREKLI |Deltamethrin |22 |122 |15 |[= 28 (9,0 |14
N Permethrin 27 {11,1 {1,2 25 (90 [1,2 | »=
M DDT 32 {114 |24 28 (96 |12
I MENEKSE | Deltamethrin |28 [109 [1,1 [=x 28 192 |1,1
S Permethrin 28 {109 [12 [ = 22 (90 [1,2 ] »x
DDT 25 12,6 (2,2 26 19,9 [1,3
TABAKLAR | Deltamethrin |23 }122 [1,6 * 23 |95 |14 | %
G Permethrin 26 11,1 |13 23 195 |1,5] x=
4] pDT 29 13,0 {1,7 21 193 [1,2
N HEREKLI | Deltamethrin |26 | 124 [1,9 | % 26 19,5 1,6 | *
4] Permethrin 22 (11,5 |11 23 194 (13| %=
A DDT 29 [ 11,6 | 1,7 29 (9,3 (1,1
K MENEKSE | Deltamethrin |22 |[11,9 {20 | 27 19,5 [1,3] %
T Permethrin 22 11,5 | 1,8 * & 33 (9,1 1,1 | ==
i DDT 58 (11,7 {1,7 54 |96 [1,2
F KOLONI | Deltamethrin |57 |10,4 {13 | * 54 {87 |[1,2
Permethrin 50 110,7 [1,4 % % 44 (94 |12 ] % =x

* Yildiz isaretine karsihk gelen yatay ve dikey insektisit gruplar arasindaki fark P=0,05 diizeyinde

anlamsizdir
1=DDT, 2=Deltamethrin ve 3=Permethrin

Yaglanmis sezonda Herekli digsinda kalan Tabaklar ve Menekseye ait
direngli gruplarda Sheffe testine gére yapilan c¢oklu kargilastirmalarda Ug¢
insektisitin ( DDT, Deltamethrin ve Permethrin ) birbirinden farkli olmadigin,
hassas gruplarda ise sadece Tabaklar ve Herekli de DDT-Permethrin ve
Permethrin-Deltamethrin insektisitleri arasindaki farkin énemli olmadid: bulundu (
Tablo-XIV).

Gonoaktif sezonda Tabaklar ile Herekli lokalitesine ait direngli gruplarda
sadece Deltamethrin ile DDT insektisitleri arasindaki farkin 6nemsiz , Menekse
ile Koloni gruplarinda ise Ug insektisit arasindaki farkin 6nemli olmadi§i bulundu.
Ayni sezonun hassaslarinda Koloni digindaki tum lokalitelerde U¢ insektisit
arasindaki farkin 6nemli olmadidi, Koloni grubunda ise DDT-Permethrin,
Deltamethrin-Permethrin insektisitleri arasindaki farkin 6nemli oimadid bulundu (

Tablo-XIV).
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Sekil- 18 Hassas ve direngli 6rneklere ait Glutatyon S-Transferaz
aktivitelerinin frekans dagilimlarinin kargilastiriimasi

Yadlanmis ve gonoaktif sezonlarda tim lokalitelerden getirilen ve DDT,
Deltamethrin ile Permethrin insektisitlerine gére yapilan hassasiyet testlerinde ;
direngli bulunan 643 o6rnege ait Glutatyon S-Transferaz enzim aktivite
ortalamasinin 11,5 + 1,87 Unite / ug protein / dk olarak ve 624 hassas érnegde ait
enzim aktivite ortalamasi ise daha dusitk 9,3 + 1,26 Unite / pg protein / dk olarak
bulundu (T-testi p<0.05, $ekil-18).

Tablo-XV Glutatyon S-Transferaz enzimine ait diskriminant analiz

sonuclari
GRUPLAR Ornek sapyist  Hussasiye ttest sonucuna Enzim alktivitesine gére yapilan
_gore gruplandirmas: gruplandirma
Direngli GRUP 1 643 449 (% 69.8) 194 (%30.2)
Hassas GRUP 2 624 134 (% 21.5) 490 (% 78.5)
Dogru gruplandirma 1267 583 % 74.1
yiizdesi

Hassasiyet test sonuglarina gére ; hassas ve direngli olarak yapilan
gruplandirma ile 3 insektisit ( DDT,Deltamethrin Permethrin ) igin 6lgulen
Glutatyon S-Transferaz aktivitesi arasindaki uyumun, yapilan Diskriminant
analizinde % 74,1 oraninda basarili oldugu bulundu (Tablo-XV).
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4.4 Genel Esteraz

Gonoaktif ve yaglanmis sezonlara ait 3 farkli lokaliteden (arazi) ve
koloniden alinan toplam 1948 6rnegin genel esteraz aktivitesi ; mikromol Urdn /
mikrogram protein / dk olarak saptandi.

inceledigimiz; organokloriu ( DDT), organofosfatlh ( Malathion), karbamatli
(Propoksur) ve pyrethroid ( Deltamethrin ile Permethrin ) grubu insektisitlere
karsi gelisen dirence badli olarak degisiklik gbsteren Genel Esteraz aktivite
seviyelerinin tim faktérlere gére durumu Tablo-XVI da ézetlenmistir.

Tablo- XVI Genel Esteraz aktivitesi saptanan érneklerin tum faktérlere
gére grup ortalamalari

FAKTORLER Org klor Orgfosft Karbamt Pyrtroid
NAFTOL SEZON Lokalite R . R . R . R .
Arazi {0,12 0,10 0,10 |0,12 0,11 0,12 0,09
o YAGLANMIS
NAFTOL Arazi  [0,13 0,11 * 0,10 [0,13 0,11 10,13 0,10
GONOAKTIF | Koloni |0,12 0,10 0,11 {0,12 0,11 0,12 0,11
Arazi 10,10 0,09 0,09 [0,11 0,09 0,11 0,09
B YAGLANMIS | Koloni
NAFTOL Arazi [0.12 0,09 0,09 10,12 0,10 0,12 0,10
GONOAKTIF | Koloni |0,10 0,10 0,10 (0,11 0,10 j0,11 0,10

*_ Organofosfat insektisit grubuna ait direngli grup bulunmamaktadir.
R= Direngli, r= Hassas

Faktorlerin, alt gruplar arasinda farklarin olup olmadigini ve incelenen 5
faktér arasinda etkilesimin bulunup bulunmadidi ¢ok-yénll varyans analizi ile
incelenmis olup sonuglar tablo- XVi| de dzetlenmigtir
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Tablo-XVHl Genel Esteraz aktivitesine etki eden tum faktérierin gok -y6nla
varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynag Kareler Serbestlik Kareler F F
Toplami  Derecesi Otalamast Degeri  Onemliligi

Hassassiyet 0,01 1 0,01 19,9 0,0001
Insektisit 0,01 3 0,00 8,08 0,0001
Lokalite 0,01 1 0,01 16,5 0,0001
Nuftol 0,00 1 0,00 2.8 0,094
Sezon 0,01 1 0,01 21,5 06,0001
H, assasiyet-insektisit 0,00 2 0,00 3,6 0,028
Hassasiyet-Lokulite 0,01 1 0,01 21,2 0,0001
Hassasiyet-Naftol 0,00 1 0,00 1,4 0,236
Hassasiyet-Sezon 0,00 1 0,00 2,3 0,136
Inselgisit-Lokalite 0,00 3 0,00 1,1 0,339
Insektisit-Naftol 0,01 3 0,00 5.4 0,001
Insektisit-Sezon 0,00 3 0,00 2,9 0,069
Lokualite-Naftol 0,00 1 0,00 7.0 0,008
Lokalite-Sezon 0,00 0
Nuaftol-Sezon 0,00 1 0,00 3.8 0,053
Hassusiyet-Insektisit-Lokalite 0,00 2 0,00 2,1 0,127
Hassasiyet-Insektisit-Nuftol 0,00 2 0,00 4,4 0,013
Hassasiyet-Insektisit-Sezon 0,00 2 0,00 0,7 0,520
Insektisit-Lokalite-Naftol 0,00 3 0,00 0,3 0,599
Insektisit-Lokalite-Sezon 0,00 3
Lokalite-Naftol-Sezon 0,00 0
Hussasiyet-Insektisit-Lokalite-Naftol 0,00 2 0,00 1,8 0,160
Hassasiyet-Insektisit-Lokalite-Sezon 0,00 0
Insektisit-Lokalite-Naftol-Sezon 0,00 3 0,00 0,49 0,689
Hassasiyet—insektisit—L0kalite~NaﬁoI- 0,00 3 0,00 0,24 0,866
Sezon

MODEL 0,24 40 0,01 12,9 0,0001

TOPLAM 1,06 1947 0,00
R*=0,21

Cok-y6nll varyans analiz sonuglarina gdére; naftol digindaki hassasiyet,
insektisit, lokalite ve sezon faktérlerinin kendi alt gruplari arasindaki farkin
6nemli (p <= 0,001) oldugu saptandi. 2'li etkilesimlerden; hassasiyet-insektisit,
hassasiyet-lokalite,- insektisit-naftol ve lokalite-naftol digindaki tim 2'li, 3'l4 ve
4’| etkilesimlerin ise 6nemsiz (p > 0,05) oldugu bulundu (Tablo-XVII).
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Tablo-XVIll Genel Esteraz aktivitesi igin, tim faktdrierin tek-yénit varyans
analiz sonuglari

FAKTORLER | GRUPLAR N X SD SE | %95GA | Foram | Folasihfn |
I=Direngli 843 [0,1144 10,024 [0,0008 {0,113 0,116

HASSASIYET | 2=Hassas 1105 [0,1002 {0,021 [0,0006 0,099 0,102 | 192,3 | 0,0001
1=0Organoklor 574 [0,1052 10,023 |0,00100,103 0,107

INSEKTISIT | 2=Organofosfat | 283 |0,0982 (0,022 |0,0013 |0,957 0,100
3=Karbamat 548 |0,1107 0,023 [0,0010]0,108 0,113 | 19,1 0,0001
4=Pyrethroid 543 10,1074 (0,024 |0,0008 0,105 0,109
1=Arazi 1005 {0,1074 [ 0,025 [0,0007 | 0,106 0,109

LOKALITE 2=Koloni 943 10,1052 10,021 [0,0007 0,104 0,107 | 4,7 0,0347
1=a naftol 986 [0,1108 {0,024 |0,0007 {0,109 0,112

NAFTOL 2=4 Naftol 962 |0,1018 10,022 ]0,0007 {0,100 0,103 | 75,2 0,0001
1=Yaglanmis 544 10,1047 (0,025 10,00110,103 0,107

SEZON 2=Gonoaktif 1404 10,1070 0,022 |0,0006 |0,106 0,108 | 3,6 0,05

Genel Esteraz aktivitesine etki eden tum faktérlerin tek tek
de@erlendirildigi tek-yonlu varyans analizinde ;Hassasiyet (p=0,0001), insektisit
(p=0,0001), lokalite (p=0,0347), naftol (p=0,0001) faktérlerinin, kendi iginde yer
alan alt gruplari arasindaki farkliliginin énemli, sezon faktérd iginde yeralan ait
gruplar arasindaki farklihgin ise énemlilik sinirinda (p= 0,05 ) oldugu saptandi
(Tablo- XVIII).

Insektisit igin Sheffe testine ( 0,05 anlamhlik dizeyinde ) gére yapilan
coklu karsilastirmalarda ; Genel Esteraz aktivitesi bakimindan Karbamat ve
Phyrethroid insektisit grubunun Organoklor ve Organofosfatiilardan anlambi
derecede yuksek aktiviteye sahip oldugu saptandi.

Tablo-XIX Farkli insektisittere ait hassas ve direngliler arasindaki
farkliligin tum faktérlere gore yapilan Student T-testi sonuglari

NAFTOL SEZON LOKALITE | Organoklor | Organofosfat | Karbamat | Pyrethroid
Yaglanmg Arazi 0,0001 0,047 0,0001
Koloni
o Naftol Gonoaktil Arazi 0,003 Organofosfat 0,0001 0,0001
Koloni 0,0001 inseldisitine ait | *() 268 0,005
Yaglanmis Arazi 0,001 direngli grup 0,0001 0,0001
B Naftol Koloni bulunmadifs icin
Gonoaktif Arazi 0,0001 Onemlilik testi 0,0001 0,0001
Koloni *(),828 yapilamadi. *0,434 *(,989

* Yildiz iigareti konulan gruplar diginda kalan hassas ve diregliler arasindaki farklilik
onemlidir.
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o ve B esteraz aktivitesine gbre ; gonoaktif ve yaglanmis sezonlara ait
arazi 6rneklerinde organoklor insektisitine direngli ve hassas olanlar arasindaki
farkhhidin dnemli (p <=0,001), koloni érneklerinde ise sadece gonoaktif sezonda
 esteraz aktivitesi icin hassas ve direngliler arasindaki farkliidin énemsiz
(p=0,828) oldugu bulundu (Tablo-XIX).

Organofosfat insektisitine ait direngli grup bulunmadidi igin direngli ve
hassaslara ait o ve [ esteraz aktiviteleri arasindaki farkin énemlilik testleri
yapilamadi

a ve B esteraz aktivitesine gére; gonoaktif ve yaglanmis sezonlardaki
arazi orneklerinde karbamat insektisitine direngli ve hassas olanlar arasindaki
farklitgin énemli (p<0,05 ve p=0,0001), koloni &érneklerinde ise gonoaktif
sezonda o ve [ esteraz aktivitesi icin hassas ve direngliler arasindaki farkin
6nemsiz ( p>0,05 ) oldugu bulundu ( Tablo-XIX).

Gonoaktif sezonda Pyrethroid insektisiti i¢in élgllen B esteraz aktivitesine
gore koloni orneklerinin hassas ve direnglileri arasindaki farkin 6énemsiz
(p=0,989) oldugu, tum diger gruplarda ise hassas ve direngliler arasindaki farkin
6énemli (p=0,0001) oldugdu bulundu (Tablo-XIX).

Tablo-XX Her iki sezonda o ve 3 Esteraz enzimlerine ait temel
istatistiki bilgiler ve Esterazlar arasindaki farkhligin énemlilik testleri

SEZON | Inscktisit | Naftol N | X [Sp | SE P

« naftol 76 0,105 0,023 0,002
organoklor | 8 naftol 72 0,095 0,023 0,002 0,0002
Yaglanmyg o naftol 74 0,119 0,025 0,002
Sezon karbamat | nafiol 73 0,101 0,022 0,002 0,0001
o naftol 101 0,113 0,028 0,002
pyrethroid | § naftol 72 0,101 0,023 0,002 0,002 0,001

wnaftol | 215 0,110 0,023 0,002
organoklor | naftol | 211 0,101 0,022 0,002 |0,0001
Gonoaktif | wnafiol | 205 0,117 0,023 0,002
Sezon  |karbamat |pBnaftol | 196 0,105 0,022 0,002 |0,0001
wnaftol | 170 0,118 0,022 0,002
pyrethroid | B nafiol 200 0,106 0,023 0,002 0,342

TOTAL o naftol 986 0,111 0,024 0,001
TOTAL B naftol 962 0,102 0,022 0,001

Yagdlanmis sezonda tim insektisitler icin dlgllen o esteraz aktivitelerinin
esteraz aktivitelerinden daha yUksek oldugu ve aradaki bu farkin yapilan Student
T-testlerinde 6nemli (p<=0,002) oldudu bulundu (Tablo-XX, Sekil-19).

Gonoaktif sezonda ise Pyrethroid insektisiti diginda kalan tim insektisitler
icin a. ve B esteraz aktiviteleri arasindaki farkin énemli (p=0,0001) oldugu ve a
esteraz aktivitesinin B esteraz aktivitesinden daha yUksek oldugu bulundu
(Tablo-XX, $ekil-20).
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Sekil 19 Farkli insektisitlerin yaglanmis dénemine ait oo ve B esteraz
aktiviteleri

Wzalfa Esteraz
i 0,14 B R S PPN Dbeta EStel’aZ
£ e LB
2 gr2f ‘ ] e R
& . s i
£ 01
©
g 008
=
£ o006
£
£ 004
B
£ 002
g
=
£ 0

Organokior Karbamat Pyrethroid

Sekil -20 Farkl insektisitlerin gonoaktif donemine ait a ve B esteraz
aktiviteleri .
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Tablo-XXI Genel Esteraz enzimine ait diskriminant analiz sonuclari

GRUPLAR Ornek sayist Hassasiyet testine Enzim  aktivitesine  gore
gore gruplandirma  gruplandirma
Direngli GRUP 1 843 514 (% 61.0) 329 (%39.0)
Hassas GRUP 2 1105 407 (% 36.8) 698 (% 63.2)
Dogru gruplandirma 1948 921 1027 % 62.2
yiizdesi

Hassasiyet test sonuglarina gére ; hassas ve direngli olarak yapilan
gruplandirma ile 3 insektisit grubu ( Organoklor,Organofosfat, Karbamat ve
Pyrethroid ) igin &lgulen Genel Esteraz aktivitesi arasindaki uyumun, yapilan
Diskriminant analizinde % 62.2 oraninda bagarili olundugu bulundu (Tablo-XXI).
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Sekil-21 Genel Esteraz aktivitesi bakimindan hassas ve direnglilerin
frekans dagilimi

Yaglanmis ve gonoaktif sezonlarda arazi ve koloniden getirilen ve tim
insektisit gruplarina gére yapilan hassasiyet testlerinde; direngli bulunan 843
drnege ait Genel Esteraz enzim aktivite ortalamasinin 0,114 + 0,024 um naftol /
ug Protein /dk olarak bulunurken 1105 hassas 6rnede ait enzim aktivite
ortalamasinin ise daha dasuk 0,10 £ 0,021 um naftol / ug Protein / dk oldugu
bulundu (Student T-testi p=0,001, Sekil-21).
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5.TARTISMA VE SONUG

Canli organizmaya giren veya in-vivo metabolizma yan Grinu olarak agida
¢cikan, yabanci kimyasal maddelerin etkisizlestiriimesinde (Biyotransformasyon)
alternatif reaksiyonlar vardir. Bu reaksiyonlarin ortak yonu ise; olusan veya disaridan
allnan  kimyasallarin  organizmaya zarar vermeden  etkisizlestirilerek

uzaklagtinimasdir.

Organizma icin, farkh kimyasal gruplar tasiyan insektisitler de yabanci
kimyasal madde konumunda bulunduklarindan hedef organizma tarafindan bunlarin
etkisizlestiriimesi esasina dayanan degisik direng mekanizmalan gelismis ve

gelismeye devam etmektedir.

Turkiye Cumhuriyeti Tarim ve Kéyisleri Bakanhigina bagli, Adana lli Bitki
Koruma Sube Mudurldgandn, 1995 yili icin yayinlamig oldudu ¢alisma raporuna
gore; Bitki zararlilan ve hastaliklari ile yapilan mucadelede Adana ilimizde degisik
gruplardan 1.843.176 kg insektisit, 326.029 kg fungusit, 508.711 kg Herbisit
kullanilmis olup bunlarin parasal degerinin o ginun kosullarinda 3.343.540.784.000
TL oldugu bildirilmistir (66). Yaptigimiz deg@erlendirmede; kullanilan insektisitlerin
%50'nin Karbamatl %24'nin Sentetik Pyrethroid, %18'nin Organofosfatli ve %8'nin
Organokloriu oldugu anlasiimistir (66).

Gunimuzde, Halk saghgi ag¢isindan 6nem tasiyan vektér canlilar ile
mucadele amaciyla kullanilan kimyasallara karsi gelisen veya olasi bir direngi
glvenilir bir sekilde tespit etmek igin kullanilan hassasiyet test yéntemi, direncin
degisik tipleri konusunda (Insektisit aliminin azaltiimasiyla ilgili direnglilik, Hedef yapi
direnci, metabolik direngle ilgili olarak biyokimyasal temele dayanan alternatif direng
tespit yontemleri gelistirilmistir (7, 9,12, 14, 21, 25, 27,28, 52, 53, 54,77).
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Bu caligmanin ilk agamasinda, direncin kaynagina bakmaksizin biyolojik
aktivitenin farkl oldugu yaglanmis ve gonoaktif sezonlarda, Adana ilinde; ekilebilir
arazilerinin blyCk bir kisminda sulu tarim yapilan Granlerin bulunmasi nedeniyle gok
yogun insektisit kullanimina maruz olan Tabaklar (Karatag-ADANA), Herekli
(Ceyhan-ADANA) kéyleri ile cografik konumu itibariyle arazi orani nispeten az olan

boélgede, kuru tarima uygun tahil Granlerinin ekilmesi nedeniyle insektisit kullanimi

cok fazla olmayan Menekse (Yuregir-ADANA) koéylerinden getirilen ve bdlumumiiz
insektaryumunda 1983 yilindan beri kolonizasyonu yapilmasindan dolayi higbir
seleksiyon baskisi altinda bulunmayan koloni émeklerine ait ergin An.sacharovi

digileri hassasiyet testlerine maruz birakildilar.

Bu hassasiyet testlerinde; DDT, Malathion, Propoxur, Deltamethrin ve
Permethrin insektisitlerinin letal dozlarina karg! gruplandirdigimiz hassas ve direngli
émeklerin, Organofosfat ve Karbamat grubu insekiisitlerin hedef yapisi olan
Asetilkolin Esteraz, Organoklor (DDT) ve Pyrethroid (Deltamethrin ile Permethrin)
insektisitlerinin etkisizlestiriimesinde ¢ok buyUk rolt olan Glutatyon S-Transferaz ile
tim insektisit gruplarinin etkisizlestiriimesinde rold olan non-spesifik Genel Esteraz
enzimlerinde dirence bagl uyumlu aktivite degisimi olup olmadidi saptanmaya
galisilmistir (1,14, 22, 27,30, 44, 52, 55)

Organofosfat ve Karbamat insektisit gruplarina karsi gelisen direnclilikte
hedef yapt olan AchE aktivite dlUzeyinin, insektisit uygulamalarinin ¢ok yogun oldugu
Tabaklar ve Herekli lokalitelerine ait éreklerde Menekse ve Koloniye nazaran daha
yliksek oldugunu saptadik. Daha énceki arastirmalarda (14, 20, 29, 30) bu grup
insektisitierden etkilenmeyen direngli dmeklerde, degdisik konformasyona sahip
Asetilkolin Esteraz (Altered AchE) formunun ortaya ¢iktigi ve zamanla bu yeni AchE
formunu tastyan bireylerin populasyonda etkin duruma geldigi yani sayica daha

baskin oldudu yénunde ¢alismalar bulunmaktadir (29,30,54,62).
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Bu galisgmada yapilan hassasiyet testlerine gére; sadece Organofosfatli %5 lik
Malathion'un galisma bolgesindeki tim lokalitelerinden getirilen erginlere karsi %100
etkili oldugu (Slima neden oldugu) bulunmustur. Malathion, Cukurova bélgesinde
ergin sivrisinek mucadelesi amaciyla 1871 yilindan itibaren kullaniimaya baglanmig
ve 1984 yilinda An. sacharoviye Karsgi tolerans gelismesi nedeniyle terk edilmistir.
(40). Tolerans'dan %5 ile %10 arasinda direnglilik anlagilir. Bizim sonuglarimiz 10-12
yillik bir aradan sonra populasyonda direnglilik lehine gelisen seleksiyonun tamamen
ortadan kalktigini ve insektisit uygulamalarinda direng gelisimini 6nlemek igin belli
araliklarla insektisitlerin degistiriimesi yéniindeki tavsiyeleri hakli géstermektedir (13)

Ffrench-Constanta gére (20); AchE aktivitesinin, direngli formlarda
hassaslardakinden daha yUksek bulunmasinin enzimin degisik (altered) formundan
kaynaklanip kaynaklanmadidini tam olarak agiklayabilmek igin, incelenen bireylerin
genotipinin homozigot dominant (RR), heterozigot (Rr) veya hassas (1) olup
olmadiginin bilinmesi ve Propoxurun %99 saflikta olmasi gerekmektedir (20, 30).

Galismamizda AchE enzim seviyesine iligkin direng gelisimi sadece Propoxur
(karbamath) i¢in saptanmustir. Ancak bazi arastiricilarin (20) ileri sardtigu kosullar
calismamizda sagliyamadigimiz icin direngliligin AchE enziminin altered formundan

kaynaklanip kaynaklanmadi§i hakkinda yorum yapmak mimkan degildir.

En ylksek AchE enzim aktivitesinin Herekli ve Tabaklar populasyonuna ait
direngli gruplarda bulunmasi; bu 2 lokalitede tarimsal miicadele amaciyla daha fazla
oranda Organofosfat ve Karbamat insektisit kullanimina dayanan seleksiyon

baskisinin etkisiyle ortaya ¢iktidi séylenebilir.

Organoklor (DDT) ve Pyrethroid (Deltamethrin ile Permethrin) insektisitierine
kargi gelisen fizyolojik direngi incelemek amaciyla Glutatyon S.Transferaz
aktivitesindeki degisimler incelendiginde, buna uygun olarak yapilan arastirmamizda
DDT, Deltamethrin ve Permethrin insektisitlerine karsi direng gelistiren gruplarda
hassaslara nazaran daha yluksek GST aktivitesinin bulunmasi; bu tir inseksitislerin
detoksifikasyonunda GST enziminin énemli bir rol aldiini gésteren ¢alismalarla da
desteklenmistir (24,47, 53, 54, 63, 64, 65).
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Musca domestica ile yapilan genetik ¢alismalarda DDT ve Pyrethroid
direncinde birden fazla genin etkili oldugu ve bu genlerin ayrt ayri ekspresyonu ile
aktivitenin ylkselebilecegi gibi bu gibi genlerin birbirini Uzerine olan kumulatif
etkisiyle de aktivitenin artabilecegi ileri strtlmektedir (49, 53, 54, 55). Bu nedenle,
calismamizda dirence bagll olarak artan GST aktivitesinin bir ve/veya daha fazla
gen/genlerin etkisiyle ortaya ¢gikmis olabilecegi dusintimektedir.

Insektisitler arasinda en yilksek Glutatyon S-transferaz aktivitesinin DDTye
ait olmasi ve bunun Pyrethroid grubundan Deltamethrin ile Permethrin'in izlemesi,
GST aktivitesini arttiran gen vel/veya genler konusunda kesin bilgi vermemekle
birlikte incelenen An.sacharovi populasyonundaki bu direncin DDT'ye bagli olarak
ortaya ¢iktigi ve muhtemelen ¢apraz direng mekanizmasi ile de Pyrethroid grubu
insektisitlere yansidigi , ayrica Pyrethroid kullaniminin da bu direncin populasyonda

yayllmasina yardim ettigi sdylenebilir.

Cunku hassasiyet test sonuglarina gére yapilan ¢ok-yonli ve tek-yénlu
varyans analizlerinde, DDT, Deltamethrin ve Permethrin etkisinin énemli derecede
farkll oldugu halde DDT icin lokaliteler arasinda fark olmadigi bulunmustu. Oysa
Deltamethrin ile Permethrin insektisitleri icin Tabaklar ve Herekli arasinda fark
olmadigi halde Menekseden getirilen érmeklerin bu iki lokaliteden farklilik gésterdigi
saptanmisti. GUnUimulzde zirai micadele amaciyla ¢ok yaygin (ikinci sirada) bir
kuilanim alanina sahip olan sentetik Pyrethroidlerden Deltamethrin ile Permethrinin,
ekilebilir arazilerin géreceli olarak az veya ¢ok olmasina goére seleksiyon baskisi
olusturdugu ve lokaliteler arasinda Tabaklar-Herekli ve Menekse seklinde 2 farkli

grubun olugsmasina neden oldugu dusunutlmektedir..

CDNB vyi substrat olarak kullanan ve farkh dokularda yer alan, aminoasit
sayisi ile yapis! farkh olup ayni reaksiyonu kataliz eden GST enziminin ¢ok sayida
izoenzimi (6) bulundugu igin, elde ettidimiz aktivitenin hangi izoenzimin etkisiyle
ortaya ciktigini belirlemek mumkun olmadigindan, degerlendirme total Glutatyon S-

transferaz aktivitesi olarak yapimistir.
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Farkli sezonlarda getirilen arazi (Herekli-Tabaklar ve Menekse) ile koloni
drneklerine ait 4 farkl insektisit grubu igin 6lgtigumdz, non-spesifik Genel Esteraz
aktivitesinin, Organofosfat (Malathion) digindaki tim insektisitler icin direngli
olanlarda hassaslara gére daha yusek olmasi ve direnglilerin lehine olan bu
farklih@in, arazi populasyonunda ve aktif sezonda daha belirgin olmasi, Esteraz
enziminin metabolik direngle iligkili oldugunu ve farkli gruplardaki insektisitlerin
degradasyonundan sorumiu olabilecegini gdsteren &dnceki c¢alismalar ile
desteklenmistir (73).

Esteraz aktivitesi igin yaptigimiz élgtimlerde; substrat olarak kullandigimiz a-
naftilasetat ile B-naftilasetatin tim Esteraz aktivitesinin ortaya ¢ikmasi igin genel
substratlar kullaniimasinin yaninda o-naftil asetati kullanan a-Esteraz enzim aktivite
dizeyinin B-Esteraz dizeyinden daha ytksek olmasi 1987 yilinda ayni tur ile ayni
bélgelerde yapilan ¢alisma (28, 30) sonuglari ile benzerlik géstermemektedir. Canka,
o yilllarda yapilan ¢alismaya goére; Esterazlar arasinda anlamli bir farklihk olmadig

sonucuna varilmigti.

Bu degisikligin nedeni olarak, 1987 yilindan beri yogun insektisit kullaniminin
devam ettidi ve bunun yarattigi seleksiyon baskisinin a-Esteraz geni yéninde
oldugu sdylenebilecedi gibi bunun tam olarak desteklenmesi icin de kimyasal grup
6zgullugu olan Esteraziarin ve MFO (Karigik Fonksiyonlu Oksidazlari)nin galigiimasi
gerektigi de dusunulebilir. CunkG Karbamat, Pyrethroid ve Organokloriu
insektisitlerin degredasyonundan birincil derecede non-spesifik Esterazlar, spesifik

Esterazlar ve MFO enzimleri sorumludur (28, 30, 31, 73).

Genel Esteraz dlzeyinin arazi érneklerinde koloni érneklerinden daha ylksek
bulunmas! ise ¢alisma yaptigimiz dider enzimler iginde gegerli olan seleksiyon
baskisinin bir yansimasi oldugu seklindeki goérisumulzl pekistirmektedir. Son
yillarda en gok kullanilan insektisit grubunun Karbamatllar oldugu digtnuldiaginde
bu insektisit grubunun Organoklor ve Pyrethroitlere nazaran daha ytksek o-Esteraz

aktivitesinin olugsmasina katkida bulundugu dustnulebilir.
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Calstigimiz 3 enzimde saptanan aktivite dlzeylerinin yadlanma (kig)
sezonunda daha dustk bulunmasi, ¢evrede meydana gelen sicaklik dismelerine
poikloterm canlilann metabolik faaliyetlerini minimuma indirme olarak tanimlanan
(Hibernasyon) biyolojik bir uyumudur. CUnku yaglanma peryodu An.sacharovi igin
sicaklik kosullarinin uygun olmadidi kig aylarini kapsamaktadir (36). Bu nedenle kig
aylarinda bu ttr canhlar enerji ihtiyaglarini karsilamak igin adipoz dokularinda yag
birikimi yaparak ortama adaptasyon gdsterirler.

Ayrica insektisitlerin ve &zellikle Organokloriu gruba ait olaniarin adipoz
dokuda birikmeleri nedeniyle bu tdr ksenobiyotiklerin enzimlerle olan etkilesimi
sinirlanmis olacadindan goreceli olarak yaglanmis sezonda aktivite dldsmesine
neden olabileceg@ini dustinmekte olup bu konuda yapilan benzer ¢alismalarla da

paralellik géstermektedir (46).

Hassasiyet test sonuglarina goére yaptigmiz hassas ve direngli
gruplandirmasi ile ayni drmeklerde 3 enzim igin 8lgtigumuz aktivite oranlar arasinda
uyumun nasil oldugunun anlasiimasi igin yaptigimiz Diskriminant analizinde; AcHE
enzimi icin %76,6, GST enzimi igin %74.1 ve Genel esteraz enzimi igin de %62.2 gibi
oldukga yuksek bir uyumluluk tespit edildi.

Gunumlzde basarnli bir sekilde kullanilan ve degisik caligsmalarla gtvenilir
oldugu kabul edilen hassasiyet testinin sonuglan ile enzim aktiviteleri arasinda
basarili bir uyum bulmamiza ragmen bu uyumun %100 olmamasi; Enzim
aktivitelerini etkileyen genetik (diren¢ gen ekspresyonu ile direngle ilgili genin
frekansl) ve non-genetik (yas mevsimsel durum, yumurta geligtirip gelistirmemis
olmasi ve beslenme durumu gibi). Faktbrlerin ¢ok g¢esitli olmasina, insektisit ve
benzeri kimyasallari taniyarak bagliyan reseptér proteinlerin yapisal genler
(zerindeki indiksiyonu, Insektisit aliminda rol oynayan kitinin yapisina baglidr.
Ayrica heterozigot bireylerin gen ekspresyonu bakimindan bireysel farkhliklar
gostermesi nedeniyle, enzim aktivitesinin homozigot hassaslar ile homozigot
direngliler arasinda kalmasi muhtemeldir. Dolayisiyle heterozigotlar bazen direngli,
bazen hassas bireylere benzer aktiviteye sahip olabilir. Bu benzerlik iki test

arasindaki farki, diskriminant analiz sonucuna yansitmaktadir.
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Nitekim, hassas ve direncli dreklerde 3 enzim (Asetilkolin Esteraz, Glutatyon
S-Transferaz ve Genel Esteraz) icin saptanan aktivitelerin frekans dagilimlarina
baktigimizda; hassas ve direngli gruplann, farkll enzim aktivite degerlerinde pik
yaptigi, ortalamalarinin ise istatistiki olarak farkli ve anlamli oldugu bulunmustur.
Fakat her iki grubun dagiimlarina baktidimiz zaman, belli bir alanda iki grup
cakismaktadir. Bu durum, ¢akigan bélgeye ait enzim aktivite degerlerinin, ait oldudu
her iki gruba ait bireylerin heterozigot oldugunu dustndurmektedir.

insektisit uygulamalarinin yodun oldugu Herekli ve Tabaklar lokalitesinden
getirilen érneklerde saptanan Asetilkolin Esteraz, Glutatyon S-Transferaz ve Genel
Esteraz enzim aktivite degerlerinin en ylksek, insektisit uygulamalarinin nispeten az
oldugu Menekse ile hi¢ insektisit baskisi altinda bulunmayan koloni émeklerinde
dagik olmasi, insektisit uygulamalanni ve ekilebilir arazilerinde Urlin gesidini
g6zonune alarak yaptigimiz lokalite seciminin dogru ve beklentimizie uyumiu

oldugunu géstermesi bakimindan da énemlidir.

Sonug olarak diyebiliriz ki, direncin kaynagina bakmaksizin sadece hedef
canlinin sézkonusu insektisite karg! direngli olup olmadigi konusunda, arastiricilara
kesin bilgi veren hassasiyet testleri , pratik ve daha ucuz oimas! nedeniyle enzim
aktivite tayini esasina dayanan pahall ve nispeten daha komplike olan yénteme gore
daha elveriglidir. Fakat enzim testi ydnteminin direng gelisimi konusunda arastiriciya
kazandirdigi ve direncin populasyondaki yéna (direng geninin populasyonda hakim
duruma gelmesi veya yok olmasi) konusunda daha ayrintili bilgi vermesi nedeniyle
periyodik araliklarla hassasiyet test yéntemi ile birlikte kullanilmasinin yararli

olacagini disiunmekteyiz.

Ayrica fizyolojik direng konusunun daha iyi anlasilabilmesi igin, direngle ilgili
gen tespitine yonelik molekiler teknikler ve insektisit alimini azaltan kitin yapisi ile
reseptor proteinler ve reseptér affinitesi konusunda yapilacak arasgtirmalara ihtiyag

gbstermektedir.
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