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Bu tez ¢aligmasinda Alman hamam bocegi (Blattella germanica) Ankara popiilasyonlarinda bir
piretroid grubu insektisit olan permetrine karsi diren¢ diizeyinin belirlenmesi amaglandi.
Calismada laboratuvarda yetistirilen duyarli popiilasyon ile Ankara’nin 4 farkli noktasindan
toplanan yerel popiilasyonlar (Altindag, Etimesgut, Hacettepe, Kegioren) kullanildi. Biyoassay
caligmalar1 permetrinin farkli dozlar1 ve ayn1 miktardaki permetrinin etkinligini arttirmak igin
piperonil biitoksit (PBO) eklenerek tarsal kontakt metoduyla geceklestirildi. Boceklerdeki kdr
(knock down resistance) mutasyonu varligi duyarli, Altindag ve Hacettepe popiilasyonlarina ait
110 ornekte PZR, jel elektroforezi ve sekanslama ¢alismalariyla arastirildi. Biyoassay calismalari
sonuglarina gore yerel popiilasyonlarin permetrin aktif maddesine kars1 duyarli popiilasyona gore
direngli oldugu belirlendi. Yerel popiilasyonlardaki LDso diizeyinde direng seviyelerinin duyarl
popiilasyona gore Altindag popiilasyonunun 26,03 kat, Etimesgut popiilasyonunda 13,89 kat,
Hacettepe popiilasyonunda 5 kat ve Kegioren popiilasyonunda 11,58 kat yiiksek oldugu goriildii.
Uygulama dozuna PBO eklenmesinin Alman hamambdcegi popiilasyonlarinda permetrin direng
katsayilarini LDso diizeyinde Altindag popiilasyonunda 7,74 kat, Etimesgut popiilasyonunda 6,82
kat, Hacettepe popiilasyonunda 7,12 kat, Kecioren popiilasyonunda 7,01 kat diisiirdiigii goriildii.
Duyarli poptilasyonda kdr genine rastlanmazken, Altindag popiilasyonunda 5 bireyde (%16.6),
Hacettepe popiilasyonunda 2 bireyde (%5) bu mutasyonun oldugu belirlendi.

Yapilan ¢alismada Tiirkiye’de ilk defa Alman hamam bdoceklerinde kdr mutasyonunun oldugu
ortaya konuldu. Calisma sonuglari ileride hamam bdceklerine karsi insektisit dozlarinda
belirlenmesinde kdr mutasyonunun varlig1 ¢alismalarina temel kaynak olacagi ve literatiirdeki
bilgi eksikligini tamamlayabilecegi diisiiniildil.
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In this thesis, the objective was to determine the resistance level of the German cockroach
(Blattella germanica) population in Ankara against the pyrethroid group insecticide permethrin.
In the study, a sensitive population grown in the laboratory and local populations collected from
4 different points of Ankara (Altindag, Etimesgut, Hacettepe, Kegioren) were used. Bioassay
studies were carried out using the tarsal contact method with different doses of permethrin and
the addition of piperonyl butoxide (PBO) to increase the effectiveness of the same amount of
permethrin. The presence of the kdr (knock down resistance) mutation in insects was investigated
in 110 samples from susceptible strain, Altindag and Hacettepe populations by PCR, gel
electrophoresis and sequencing studies. According to the results of bioassay studies, it was
determined that local populations were resistant to the active substance permethrin compared to
the sensitive population. It was observed that the resistance levels for LDso in local populations
were 26.03 fold in the Altindag population, 13.89 fold in the Etimesgut population, 5 fold in the
Hacettepe population and 11.58 fold in the Kegidren population compared to the susceptible
population. The addition of PBO to the application dose reduced the resistance coefficients of
permethrin in German cockroach populations at LDso level by 7.74 fold in the Altindag
population, 6.82 fold in the Etimesgut population, 7.12 fold in the Hacettepe population, and 7.01
fold in the Kegioren population. While the kdr mutation was not found in the susceptible
population, this mutation was found to be present in 5 individuals (16.6%) in the Altindag
population and in 2 individuals (5%) in the Hacettepe population.

For the first time in Turkey, the presence of kdr mutation in German cockroaches was revealed
in this study. The results of the study were considered to be a fundamental source for future studies
on the determination of insecticide doses against cockroaches with the presence of kdr mutation
and could fill the knowledge gap in the literature.
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1. GIRIS

Kentlesme, insan niifusu artisinin ve sanayilesmenin bir iirliiniidiir. Gelismekte olan
iilkelerde oldugu kadar sanayilesmis iilkelerde de kentlesme insanlar1 bir¢ok eklem
bacakli (Arthropoda) hasereden uzaklastirdigi gibi bazi tiirlerle de yakin iliskiler
kurmasina neden olmustur (Schal ve Hamilton 1990). Bu tiirler arasinda popiilasyonlari
belli bir seviyenin iizerine ¢ikan, ekonomik kayiplara neden olan, insan sagligini tehdit
eden veya bazi alanlarda (ev, depo gibi) bulunmalar1 rahatsizlik yaratan organizmalar
zararl tlir veya vektor olarak nitelendirilmektedir (Omkar 2018). Avrupa Gida Giivenligi
Dairesi (EFSA 2023) vektorii bulasict bir ajant enfekte bir hayvandan bir insana veya
baska bir hayvana aktaran canli bir organizma olarak tanimlamaktadir. Baglica vektorler
olarak sivrisinek, hamam bocegi, kene, pire ve karasinek tiirleri sayilabilir. Alman hamam
bocegi, Blattella germanica (L.) (Blattodea: Blattellidae), insan yasam alanlarina yakin
en yaygin zararl tiirlerden biridir (WHO 1998). Biyolojik vektor olarak Alman hamam
bocegi, agirlikli olarak bakterileri (Or. Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae), mantarlar1 (Orn. Candida spp., Aspergillus spp.) ve parazitleri (Orn.
Ancylostoma duodenale, Ascaris lumbricoides) tasimaktadir. Dolayisiyla salgin
hastaliklara neden olmaktadir (Graczyk vd. 2005, Kassiri vd. 2018) ve alerjik
reaksiyonlar gibi ciddi solunum rahatsizliklarina yol agmaktadir (Weber 1984, Arlian
2002).

Giintimiizde Alman hamam bécegi miicadelesinde yerleskelerde yaygin olarak kullanilan
kimyasallar arasinda piretroid grubu insektisitler de yer alir. Piretroid grubu pestisitlerin
baglicalar1 permetrin, sipermetrin ve deltametrin’dir. Piretrodiler, piyasada hamam
bocekleri, diger vektor ve zararli boceklerin miicadelesinde kullanilmak iizere kati, sivi
ve aerosol formiilasyonlar halinde satilmaktadir. Piretroid grubu insektisitler, piretrum
ciceklerinden ekstrakte edilen dogal piretrinler ve bunlarin sentetik tiirevlerinden
meydana gelir (Nasirian 2017, Zhang ve Zhang 2018). Yaygin olarak kullanilmalarinin
nedeni, mahsuliin zarar gormesini ve hastalik bulagsmasini hizla durdurmakla birlikte
hedef dig1 organizmalara kars1 diisiik seviyedeki toksitesidir (Ujihara 2019). Bununla
birlikte, insektisitlerin uzun siireli asir1 kullanimi ekolojik kontaminasyona, artan hasere

direncine ve mahsul verimliliginin diismesine neden olur. Insektisitlerin ¢ogu, DDT,



organofosfatlar (OP’ler), piretroidler ve neonikotinoidler gibi sinir zehirleridir. Voltaj
duyarli sodyum kanallar1 bocek sinir sisteminin dnemli bir bilesenidir. Piretroidler ve
DDT, voltaj duyarli sodyum kanallarina miidahale ederek bocekleri kontrol edebilir,
voltaj duyarli sodyum kanallarini agik tutma siiresini uzatarak sinir sistemi hasarina neden

olur ve sonucta bocegin Sliimiine yol agar (Liu vd. 2023).

Boceklerde DDT ve piretroidlere karsi néronal duyarlilii azaltan piretroid direncinin ana
mekanizmalarindan biri, knock down direng (kdr) mekanizmasidir (Soderlund ve
Bloomquist 1990). Knock down durumu DDT ve piretroidlere maruz kalan bocegin ilk
anda felcli duruma gegerek sirt iistii diismesi veya paraliz olmasi olarak tanimlanmaktadir
(Martins ve Valle 2012). kdr mutasyonunun, voltaj kapili sodyum kanalinda yapisal
degisikliklere yol acan para (paralise) tip sodyum kanali genindeki mutasyon ve
mutasyonlardan kaynaklandigi belirlenmistir. Bu mutasyon para tipi sodyum kanalini
kodlayan genin II. alaninin 6. segmentinde (S6) meydana gelen bir mutasyonu (TTG’den
TTC’ye degisimi) igerir. Bu degisim bocekte ilgili gende 1014. pozisyondaki 16sin
aminoasidinin fenilalanin aminoasidiyle (L1014F) degisimine neden olur (Miyazaki vd.
1996). Ilk kez kara sinekte (Musca domestica) gosterilen kdr mutasyonu, kiiresel olarak
neredeyse tiim tibbi ve tarimsal agidan 6nemli eklem bacakli zararlilarda tespit edilmistir
(Busvine 1951, Milani 1954, Soderlund 2012, Rinkevich vd. 2013). Simdiye kadar,
50’den fazla sodyum kanali mutasyonu, ¢esitli eklem bacaklilarda (arthropoda) piretroid
direnci  ile iliskilendirilmistir. ~ Kdr  mutasyonlarmimn  tanmimlanmasi  saha
poplilasyonlarindaki direng¢ alellerinin sikligin1 hizli bir sekilde degerlendirmek icin

molekiiler belirtegler saglar (Silver vd. 2014).

Hamam bdceklerinde dirence neden olan mutasyonlar, insektisitin etki mekanizmasina
bagli olarak enzim {iiretimine veya bocek sinir sistemindeki reseptorlerde degisiklige
neden olabilirler. Diren¢ izleme c¢aligmalari, hamam bocegi popiilasyonlarinin
insektisitlere kars1 gosterdigi tepkiler hakkinda degerli bilgiler saglayarak, direng
yonetimi yaklagiminin etkili bir bileseni olabilir. Saha popiilasyonlarindaki direng
degisikliklerin saptanmasi, sinerjistlerin kullanimi, c¢esitli insektisitlerin doniisiimlii
kullanim1 ve azaltilmis insektisit uygulamasi dahil olmak {izere alternatif kontrol

Onlemlerine duyulan ihtiyaci1 gosterebilir.



Diger eklem bacakli (arthropoda) tiirleri ile birlikte hamam bocegi tiirlerinin de kullanilan
pestisitlere kars1 hizla direng kazandig1 birgok ¢alismada belirtilmistir (Zlotkin 1999, Vais
2001, Dong 2007). Direng, asirt pestisit kullanimini1 da beraberinde getirmekte ve
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. En 6nemlisi asir1 pestisit kullanimi ekosistemi,
dogrudan ve dolayl yollar ile de insan saglig1 olumsuz etkilemektedir. insektisitlere kars:
direncin ortaya ¢ikarilmasi ve bu direncin kirilmasina yarayacak yardimci maddelerin
kullanimi pestisit kullanimindan kaynakli ekonomik, ekolojik ve saglik konularinda
olusacak zararlar1 azaltacaktir. Ulkemizde hamam bocegi saha popiilasyonlarinda
kullanilan insektisitlere karsi direng mekanizmasinin anlasilmasiyla ilgili az sayida
calisma vardir. Bu nedenle bu ¢aligsma {ilkemizdeki yaygin vektorlerden biri olan Alman
hamam bdceginin permetrine karst mevcut direng durumu genetik ve fizyolojik yonden
ortaya konuldu. Calismaya baglarken Alman hamam bdcegiyle miicadelesinde bazi

sorunlar géz oniinde bulunduruldu. Bu sorunlar:

e Piretroid grubu insetisitlerden olan permetrin Ankara ilindeki farkli Alman
hamam bocegi popiilasyonlari tizerinde etkin midir?

e Ankara ilindeki farkli Alman hamam bocegi popiilasyonlarinin permetrine karsi
fizyolojik direng seviyesi nedir?

e Piperonil biitoksit (PBO) sinerjisti Alman hamam bocegi popiilasyonlarinin
permetrine kars1 direng seviyesini diistirmeye katki sagliyor mu?

e Ankara ilindeki farkli Alman hamam bdcegi popiilasyonlarinda kdr mutasyonu
var m1?

e Permetrine karsi olusan fizyolojik direng ile genetik direng arasinda bir iligki var

midir?

Bu sorunlar dikkate alinarak yapilan ¢alismada Alman hamam bdcegin duyarli ve yerel
popiilasyonlarinda hem biyoassay hem de molekiiler ¢aligmalarla incelendi. Yapilan bu
calismanin  sonuglari  dogrultusunda  Alman  hamam  boceginin  Ankara
popiilasyonlarindaki genetik diren¢ durumu ilk kez ortaya konularak permetrinin

uygulama sekli ve dozlar1 belirlendi.



1.1 Kuramsal Temeller

1.1.1 Alman hamam bdécegi

Yeryiiziinde 5000 hamam bdcegi tiiriinden ¢ok az1 kentsel alanlarda yasamaktadir. Cogu
insan hamam boceklerini tam anlamiyla sehir zararlilar1 olarak gériiyor. Alman hamam
bocegi kentsel alanlardaki en yaygin hamam bocegi tiiriidiir. Alman hamam bdceginin
muhtemelen Giiney Asya kokenli oldugunu, 18. ylizyillda Avrupa’da goriildiigii buradan
tim diinyay1 istila ettigi tespit edilmistir. Alman hamam bdceginin yayilmasi, ulasim
aginin gelismesi, ozellikle de somiirge ticaretinden ve daha soguk iklimlerde i¢ mekan
1sitmasinin  iyilestirilmesiyle kolaylastirilmistir. Popiilasyon genetigi ¢alismalariyla,
Alman hamam bdceginin yeni bir yere yerlestirildikten sonra yerel genisleme yoluyla
hizla yayildigi tespit edilmistir. Bu yerel genisleme, muhtemelen daha az besin gerektiren
viicut boyutlar1, daha kisa nesil stireleri ve 6zellikle pestisit direnci agisindan daha hizli
evrimi nedeniyle diger kentsel hamam bdcegi tiirlerinin Alman hamam bocegiyle yer

degistirmesiyle sonu¢lanmistir (Tang 2019).

Cizelge 1.1 Alman hamam bdocegi (Blattella germanica) sistematigi

Alem Animalia

Sube Arthropoda

Alt sube Hexapoda

Simif Insecta

Alt simif Pterygota

Takim Blattodea

Familya Blattellidae

Cins Blattella

Tiir Blattella germanica

Alman hamam bocegi (Blattella germanica) Blattaria takim1 ve Blattellaide familyasina
ait bocek tiirtidiir (Foltz, 2001). Bocekler morfolojik olarak oval, sarimsi kahverengi, her

zaman kanatli olan, pronotum plakasi lizerinde ortas1 agik renkli, yanlarda iki koyu bant
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bulundururlar. Disilerin ootekasindan nimfler yumurta kanalinda ¢ikar ve disi bireyler
bunlar1 dogurarak yeryliziine birakir. Her ootekada 35-40 adet birey bulunur ve ¢ift sira
halinde dizilmistir. Ooteka yaklasik 8mm uzunlugunda, 3 mm yiiksekliginde ve 2 mm
genigligindedir. Alman hamam boécegi hemimetabolik bir bocektir. Yasamlarinda
yumurta, nimf ve ergin evreleri bulunur. Almam hamam bocegi uygun ekolojik
kosullarda 6 nimf dénemi gegirir. Bir disi, yagsami boyunca toplam 200-250 yumurta ile
5-8 ootheka iiretir. Ooteka temasa veya insektisite maruz kaldiktan sonra disiden ayrilirsa
acilmaz. Nimf donemi ootekanin acilmasiyla baslar ve yetiskinin ortaya ¢ikmasi ile sona
erer. Nimflerin kanatlar1 yoktur. Boyutlart 13-14 mm arasindadir. Nimfler yetigkin
olmadan Once 5-6 kez deri degistirme evresi yasar. Disiler 140-280 giin, erkekler ise 90-
140 giin yasar. Tiim yasam dongiisii (yumurtadan yumurtaya) yaklasik 100 giinde
tamamlanir. Son deri degisiminde ortaya ¢ikan yetiskin tamamen kanathdir. Aktif
biliyliyen saha popiilasyonlarinin %80°1 nimfler ve %20’si yetiskinlerden olusur

(Demirsoy 2006, Erdogan ve Kogak 1989, Wang vd. 2021).

Sekil 1.1 Alman hamam bocegi (Blattella germanica) yasam dongiisii



Nimf

Sekil 1.2 Alman hamam bdcegi (Blattella germanica) farkli yasam evreleri
(https://www.hgsc.bcm.edu/arthropods/german-cockroach-genome-project)

Alman hamam béceginin hayatta kalmasini sinirlayan ana faktdr soguk havalardir.
15°C’nin altindaki sicakliklarda hamam bdcekleri hayatta kalabilir ancak nimflerden
yetiskinlere dogru gelismeye devam etmez, bu tiiriin hayatta kalmasi ve yumurta {iretimi
icin simirlayict faktordiir. Kanatlar zaman zaman siiziilme i¢in kullanilir. Hareketleri
kosucu bacaklarla saglanmaktadir. Erginleri erkekler 10-13 mm, disiler 11-14 mm
uzunlugundadir. Erginlerin yasam siiresi bulundugu yerin ekolojik kosullarina bagh
olarak (sicaklik, nem, su ve besin) 3-5 ay arasinda degisiklik gostermektedir. Her tiirlii
besin maddesi ile beslenebilen gececi, omnivor ve kanibalist bir tiirdiir. Cok gesitli insan
gidalari, evcil hayvan yemi, meyve, deri ve hatta kitap ciltleri ile beslenir. En ¢ok geceleri
aktiftirler ve sik sik rahatsiz edilmeyen catlak ve yariklarda yasamay: tercih ederler.
Giindiiz saatlerinde Alman hamam bocegi faaliyeti gormek, tipik olarak ciddi bir istila
belirtisidir. Bir evde, ¢ogunlukla yiyecek ve suyun bulundugu mutfak ve banyoda
bulunurlar. Mutfakta, ocak ve buzdolabinin etrafindaki 1s1 lireten alanlarda genellikle en
fazla sayida hamam bdcegi bulunurken, banyoda en ¢ok lavabo, tuvalet ve kiivet veya

dus cevresinde bulunurlar. (Liang ve Schal 1993, Rust vd. 1995).

Alman hamam bdcegi nemli, golgeli ve kirli kapali ortamlarda yasamay: tercih eder bu
esnada gesitli mikroorganizmalara maruz kaldiklar1 ve kolayca gida kontaminasyonuna
neden olduklar1 i¢in tip, veterinerlik ve halk saglig1 agisindan 6nemli bir zararhdir (Yang
vd. 2019). Bu tiir farkli ortamlara kolaylikla uyum saglar ve ev, hastane, yemekhane, firin,
restoran gibi ortamlarda kolaylikla iirer. Ancak daha da 6nemlisi, Alman hamam bdcegi
bakteri ve diger patojenik ajanlarin 6nemli bir tasiyicisi olan bir vektordiir ve kendine
0zgii beslenme aliskanliklari, digki atilimi, hizli hareket etmesi ve konut ortamlarinda

yasamaya uyum saglamasi nedeniyle bu patojenleri mekanik olarak insanlara
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bulastirabilir. Bu durum insan saglhigmi tehlikeye atabilecegi icin bu tiire ait
popiilasyonlarin izlenmesi ve kontrol altina alinmasit her zaman Onemli olmustur

(Alexander vd. 1991, Mahjoob vd. 2010, Mengoni ve Alzogaray 2018).

1.1.2 Sentetik piretroidler ve permetrin

Halk saglig1 acisindan 6nem tagiyan boceklerin miicadelesine yaygin olarak kullanilan
dort ana insektisit grubu vardir. Bunlar organoklorinler, karbamatlar, organofosfatlar ve
piretroidlerdir. Bu insektisitlerin tiimii, sinirsel uyarisinin sinaptik aralikta veya akson
boyunca yayilmasina etki ederek calisir ve bocegin merkezi sinir sistemini hedef alir

(Nauen 2007).

Sentetik piretroidler, 1940-1970 yillar1 arasinda yogun bir sekilde ¢alisilmis ve
tetramethrin, resmethrin gibi piretroidler iiretilmistir. Insektisidal aktivitelerinin yiiksek
olmasindan dolayr giiniimiizde de cesitli alanlarda kullanilmaktadir (Soderlund ve
Bloomquist 1989). 1970’li yillarda permetrin ve deltametrinin tretilmistir. Piretroidler
tarimsal alanlarda kullanima elverisli olmalar1 ve yiiksek fotostabilite ozellikleri

nedeniyle giiniimiizde de yaygin kullanilan bir insektisit sinifidir (Soderlund 2008).

Piretrinler Tanacetum cinerariaefolium bitkisinin ¢igeklerinden elde edilen bocek
oldiirticii bilesiklerdir. Piretrum, aktif piretrin bilesiklerini i¢eren ¢igeklerden elde edilir
(Casida vd.1995, Proudfoot 2005). Piretroidler, belirgin zehirlenme semptomlarina, sinir
sistemi tizerindeki etkilerine ve kimyasal yapilarina gore iki kategoriye (Tip I ve Tip II)
ayrilir. Tip I piretroidler, Tip II piretroidlerden fenoksibenzil alkol kisminda bulunan bir
a-siyano grubunun eksik olmasiyla ayirt edilirler. Tip I piretroidler ayrica tek bir uyarana
yanit olarak tekrarlayan desarjlara neden olurken, Tip II piretroidler hiicresel
uyarilabilirligin baskilanmasiyla birlikte zar depolarizasyonuna neden olur (Narahashi
1986). Tip II piretroidler sadece 6ldiirme etkinligini arttirmakla kalmaz, ayn1 zamanda
sodyum kanallar1 tizerinde farkli bir etkiye sahiptir. Tip I piretroidler sodyum kanallarini
aktive etme egilimindeyken, Tip II piretroidler kanallarin aktif durumunu uzatmaktadir

(Lund ve Narahashi 1983).



Piretroidler bocekte hem periferik hem de merkezi sinir sistemini etkilemektedir.
Piretroidler, bocekte tekrarlayan sinir desarjlarini tetikleyerek felce neden olan, aksonlar
boyunca elektriksel impuls iletimini etkileyen aksonik zehirlerdir (Ware ve Whitacre
2004). Piretroid grubu insektisitlerin en 6nemli 6zelligi az miktarda kullanilmalarina
ragmen yiiksek toksisiteye sahip olmalaridir. Ayrica hizli knock-down etkileri gok 6nemli
bir avantaj olusturmaktadir. Hem s1ivi hem gaz kromatografisi ile analiz edilebilirler. Sinir
hiicrelerini bloke ederek zehirlilik etkisini gosterirler. Topikal veya besin olarak
uygulanan formiilasyonlarda kullanilabilmektedir. Pek ¢ok piretroid memelilere karsi
diisiik toksisite gostermektedir (Elliot vd. 1977). Pek ¢ok zararli bocegin kontroliinde
yaygin olarak kullanilan piretroidler hedef organizmalarin direng kazanmasindan dolay1

etkisiz hale gelmeye baslamistir (Valles ve Yu 1996).

Bir Tip I piretroid olan Permetrin en sik kullanilan piretroidlerdendir. Permetrin [3-
phenoxybenzyl () cis/trans-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane-1-
carboxyla-te] halk sagligi alaninda, tekstil endiistrisinde, tarim alanlarinda zararlilarla
miicadelede yaygin olarak kullanilan genis spektrumlu bir pestisittir (Casida vd.1983,
Wang vd. 2016).
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Sekil 1.3 Permetrinin molekiiler yapis1 (Hodgson, E. (2012). Biotransformation of
individual pesticides: some examples. Pesticide biotransformation and
disposition, 195-207)

Permetrin insanda hidroliz, esterlesme, oksidasyon ve konjugasyon yoluyla metabolize
edilir. Bununla birlikte, permetrin, akut cilt maruziyetinde toksik olmayan bir etki gosterir
ve gbzde daha az toksisite sergiler (Bradberry ve Cage 2005, Toynton vd. 2009, Wylie
vd. 2016).

Farkli grup pestisitlerle karsilastirildiginda piretroidler hedef tiirlere karsi daha
spesifiktir. Organofosfatlar, organoklorinler ve karbamatlarin LDsp orani (yani LDso
sican/LDso bocek) <100 iken, piretroidlerin LDsp orani> 2000°dir (Katsuda 1999).
Piretroidlerin memelilerde (fare, sican vb.) yiiksek bir oral emilim orani vardir, ancak
dermal penetrasyon orani diisiiktiir. Ve memelinin dogrudan oral dozu giivenli seviyenin

(<1/10 LDsp) altinda oldugunda, piretroid ve metabolitleri, sistemik absorpsiyondan



sonra herhangi bir doku veya organda biiyiik 6l¢iide birikmez (Kaneko 2010, Kaneko
2011). Ancak yiiksek seviyelerde piretroidlere maruz kalmak, memeliler de dahil olmak
tizere hedef olmayan tiirlere karsi norotoksisiteye neden olur. Fishel (2005), ¢ogu
piretroidin kuslar i¢in toksik olmadigini ancak besin zinciri yoluyla piretroidlerden
dolayli olarak etkilenebildigini bildirmistir. Cogunlukla suda yasayan omurgasizlarla
beslenen su kuslari, 6zellikle piretroidlere karsi hassastir. Hedef dis1 tiirlerdeki

zehirlenme belirtileri boceklerde goriilenlere benzerdir (Glomot 1982).

Sentetik piretroidlerin kolay degrade olmasi, memelilerde diisiik toksisitesi ve hizli etki
gostermeleri nedeniyle yaygin bir sekilde kontrolsiizce kullanilmiglardir (Liu vd. 2010).
Bu durum ¢evresel agidan ¢esitli problemler olusturmaktadir. Yapilan bir¢ok ¢aligmada,
cevrede biriken piretroidler nedeniyle hedef olmayan sucul canlilarin, arilar gibi diger
boceklerin ve mikroorganizmalarin etkilendigini gdstermistir. Ayrica ¢evrede biriken
piretroidler dolayli yollardan insan saglhigini da tehdit etmektedir. Pestisit kalintilari,
insanlarin gida zincirine girerek kronik toksisitenin olugmasina neden olmaktadir

(Gajendiran ve Abraham 2018, Ghazouani vd. 2020, Lu vd. 2019).

1.1.3 Piretroidlerin etki mekanizmasi

Sinir sistemi, hayvanlarin dis ve i¢ uyaranlari algilamasini, algilanan bilgileri
biitiinlestirmesini ve islemesini, hiz ve koordinasyonla tepki vermesini saglar. Sinir
sistemlerindeki hizli elektriksel ve kimyasal sinyaller nedeniyle bir hamambdcegini
yakalamak zordur ve bir yusufcugu havadan kapmak neredeyse imkansizdir. Elektrik
sinyalleri, aksonlar boyunca ve sinapslarda bir nérondan digerine hizla yayilan aksiyon
potansiyellerinden yani elektriksel impulslardan olusur. Voltaj kapili sodyum kanali,
akson boyunca aksiyon potansiyellerinin baslatilmasindan ve yayilmasindan sorumludur

(Dong vd. 2014).

Piretroidlerin etki mekanizmasi, sodyum kanallariyla etkilesim ve ndronlarda uzun siireli
depolarizasyonun indiiklenmesiyle ger¢eklesmektedir. Piretroidler, sodyum kanallarinin
acik durumda oldugu siireyi uzatir. Sodyum kanalinin agilip kapanmasi normalde bir

impuls gectiginde milisaniyeden daha kisa siirede gerceklesmelidir. Bir piretroide maruz
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kalmig zararli bocekte kapanma geciktirilir. Kanalin kapali tutulmasi geciktiginde
sodyum sizmaktadir. Buna bagli olarak dinlenme potansiyeli elde edilemez ve impuls
belirgin bir sekilde gecemez, ancak aksiyon potansiyeli esigine ulasmak i¢in daha diisiik
bir potansiyel yiikselisi gerekli oldugu i¢in aksiyon potansiyelleri art arda gelmektedir
(Stenersen 2004).

Piretroid grubu insektisitlerin birincil hedefi olan voltaj kapili sodyum kanallaridir. Voltaj
kapili sodyum kanallar1 uyarilabilir hiicrelerde aksiyon potansiyelinin iiretimi ve
yayilmasi i¢in gerekli olan integral transmembran proteinlerini icerir. Memeli sodyum
kanallar1, yaklagik olarak gozenek olusturucu bir 260 kDa a-alt biriminden olusur. 33-36
kDa’lik bir veya iki aksesuar B-alt birimi (Goldin 2001). Sodyum kanali proteininin genel
organizasyonu omurgasizlar ve omurgalilar arasinda benzerdir; a-alt birimi, her biri alt1
transmembran segmenti (S1-S6) iceren dort homolog alandan (I-IV) olusur (Noda
vd.1986). Dort alan, amino asit dizilerinin {i¢ hiicre i¢i veya hiicre dis1 dongiisiiyle
baglanir. Memelilerde en az dokuz farkli sodyum kanali a-alt birim geni tanimlanmistir
(Catterall 2000, Goldin vd. 2000). Boceklerde para tipi a-alt birim geni, fonksiyonel
sodyum kanalini kodlayan tek gendir (Dong 2007).

Bocek sinir sisteminin para voltaj kapili sodyum kanali (Nay) ilk olarak 1980’lerin
sonunda meyve sinegi Drosophila melanogaster’den klonlanmistir ve adin1 bu canlidaki
X kromozomu iizerinde bulunan felg (paralise-para) lokusu igindeki konumundan
almigtir. Bocek Nay hiicre i¢i baglayicilarla baglanan 4 dahili homolog alandan (I-1V)
olusan memeli Nay kanallarinin a-alt birimi ile yapisal ve iglevsel olarak homologdur ve
her bir alan 6 zar kapsayan segmentten meydana gelir (S1 — S6). Bu segmentler de hiicre
i¢i veya hiicre dis1 halkalarla birlestirilir. Akson zar1 iginde, S5 ve S6 segmentleri, kanalin
“voltaj1 algilayan” kismint olusturan S1-S4 segmentleri ile merkezi bir iyon ileten
gozenek olusturmak icin bir araya gelir. S5 ve S6 arasindaki yeniden giren sa¢ tokasi
halkalar1 (P-dongiileri), gézenegin hiicre dis1 ucunda dar iyon segici filtreyi olusturur. Bir
depolarizasyona yanit olarak kanal, gozenekten secici bir Na* akisina izin vermek tizere
konformasyonel bir degisiklige ugrar. Aktivasyonun voltaja bagliliginin, pozitif ytikli S4
segmentinin hareketinden kaynaklandig: diisliniilmektedir. Bir depolarizasyon sirasinda,

Na* gecirgenligi hizla yiikselir ve ardindan, kanal inaktive edilmis, iletken olmayan
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durumlara doniisiirken azalir ve bu durumda, zar repolarize olana kadar ve kanal devre

dis1 kalana kadar kalir (Loughney 1989, Catteral 2000, Davies vd. 2007).

DOMAIN | DOMAIN 1I DOMAIN Il DOMAIN IV

Titu %ﬁ“ﬁ“ I‘IH
JU\JUUU

333

Sekil 1.4 Voltaj kapilt sodyum kanalinin transmembran topolojisi

Diren¢ kazanan boceklerde sodyum kanallarinin insektisit inhibisyonuna karsi
duyarsizligi, ilk olarak Musca domestica’da devrilen bir direng olarak kaydedilmistir
(Farnham ve Sawicki 1976). Sivrisineklerde, sodyum kanali i¢inde ayn1 bolgede hareket
eden DDT ve piretroidler arasindaki ¢apraz direngten ¢ikarilan kdr benzeri direngten
siiphelenildigine dair bircok g¢alisma mevcuttur. Bu c¢alismalar daha sonra Alman
hamambdceginde elektrofizyolojik 6l¢iimlerle de dogrulanmistir (Du vd. 2006, Chen vd.
2017, Liu vd. 2023).

1.1.4 Piperonil biitoksit (PBO) ve sinerjizm

Piretroid grubu aktif madde iceren formiilasyonlarimin toksisitesi, birlikte formiile edilen
sinerjistler ile degerlendirilmelidir. Piperonil biitoksit (PBO), kullanilan en yaygin
sinerjistir. “Sinerjizm” terimi iki bilesigin birlikte, bireysel faaliyetlerinin toplamindan
daha uyumlu bir aktivite gosterdigi durumlar i¢in kullanilir. Siklikla bu bilesenlerden biri
ya daha az toksiktir ya da hig toksik degildir ve diger bilesen ile kullanildiginda aktiviteyi
belirgin bir sekilde arttirmaktadir (Perry vd. 2013).
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Bocek miicadelesinde piretroid grubu insektisitlerin sik kullanimi zamanla hedef
organizmada aktif maddeye kars1 duyarliligr diisiirmektedir. Bu durumda aktif maddenin
etkinligini arttirmak amaciyla PBO gibi sinerjist gorevi goren bazi organik bilesikler

formiilasyonlara eklemektedir (Gajendiran ve Abraham 2018).

PBO bir sitokrom P450 monooksijenaz inhibitdriidiir. Insektisit direncinin kirilmasinda
ticari formiilasyonlarda kullanilir. Sinerjistler aktif madde etkinligini arttirir ve hedef
organizmanin miicadelesine katki saglar (Rust vd. 1995, Zhu vd. 2016). En yaygin
kullanilan ticari sinerjist olan PBO’nun kendi insektisidal aktivitesi yoktur, ancak enzim
aktivitesini inhibe ederek ve aktif maddenin etkisini arttir. PBO, hedef organizmanin
viicudunda detoksifikasyon siirecindeki enzimleri inhibe ederek ¢alisir. Sitokrom P450
olarak bilinen bu enzimler, insektisitlerin par¢alanmasinda ve bdcegin viicudundan
metabolite edilerek atilmasinda 6nemli bir rol oynar. PBO, bu enzimleri inhibe ederek
piretroid insektisitini etkili bir sekilde metabolize etmesini ve detoksifiye etmesini onler
(Limoee vd. 2011, Dehkordi vd. 2017; Zimmer vd. 2017). Calismamizda sinerjist olarak
kullandigimiz PBO, Tiirkiye’de pestisit formiilasyonlar: i¢in sinerjist olarak kullanilan
tek maddedir. Ulkemizde halk saghg zararllariyla miicadelesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Salehi vd. 2016; Cetin vd. 2019; Hu vd. 2020; Owuor vd. 2021, Oz ve
Cetin 2022).

1.1.5 Direng ve kdr direnci

Vektorler ve tarimsal zararlilarla miicadelede yogun ve gereksiz kimyasal kullanimi ¢evre
kirlenmesi, dogal dengenin bozulmasi ve zararlilarin kisa siirede diren¢ kazanmas1 gibi
sonuglar dogurmaktadir (Stumpf ve Nauen 2001). Direng¢ Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
tarafindan “normal bir popiilasyondaki bireylerin ¢cogunu 6ldiirdiigii tespit edilen zehirli
bir maddenin belirli bir dozuna karsi, ayn tiirin diger popiilasyonlarindaki bireylerin
tolerans kazanmas1” olarak tanimlamaktadir (WHO 1957). Bir zararli bocege karsi bir
insektisit veya insektisit grubunun uzun siire devamli olarak kullanilmasi halinde
seleksiyon veya mutasyon yoluyla o bocekte aktif maddeye kars1 direng gelisebilir (Giray
1977).
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Direng zirai ve tibbi bakimdan Onemli zararli eklem bacaklilarin kontrol altina
alinmasinin 6niindeki en biiyiik engellerden biridir. Direng artan uygulama dozlart, iiriin
verimini diisiirme, c¢evre Kkirliligi ve insan basta olmak iizere organizmalarda
hastaliklarinin ortaya ¢ikmasina neden olur (Scott vd. 1998). Insektisit direncinde goriilen
bu mikro-evrim her gegen yil birim alanda daha fazla kimyasal kullanimina yol
acmaktadir. Bu da hedef olmayan tiirler lizerinde negatif etki ve ¢evresel kirlenme gibi
ciddi ekolojik problemleri ortaya ¢ikarmaktadir (Kence 1988). Direng gelisimi sonucunda
zararli miicadelesinde yiliksek dozda ve sik insektisit uygulamasi yapilmaktadir. Bu
durum maddi agidan kayiplara yol agmakla birlikte ¢evre kirliligi ve tozlastiricilar gibi
hedef olmayan tiirlerin etkilenmesi gibi pek c¢ok soruna yol agmaktadir. Direng
gelisiminin hizi; bocegin tiirline ve iireme hizina, gé¢ durumuna, yakinindaki hassas
popiilasyon varligina ve pestisit uygulama dozuna baglidir (Demiréz 2015). Direngli
bireylerin ¢ogalmasi boceklerin kontroliinii zorlagtirmakta ve bunun sonucunda zararlinin
verdigi olumsuz etkileri artmaktadir. Direng bazen insektisit uygulama sikliginin veya

miktarmin artirilmasi gibi yanlis uygulamalara yol agmaktadir (Tabashnik vd. 2014).

Bugiine kadar, insektisit diren¢ mekanizmalarinin dort ana tipi belgelenmistir: insektisit
hedefli bolge genlerindeki nokta mutasyonlari, detoksifikasyon enzimlerinin kodlama
bolgelerindeki asir1 ekspresyon veya mutasyonlar, kiitikiil olusumunda rol oynayan
genlerdeki asir1 ekspresyon veya mutasyonlar ve davranig degisiklikleri (Whalon vd.
2008, Ranson vd. 2011). Bugiine kadar agiklanan ana mekanizmalar, insektisitlerin hedef
aldig1 bolgelerdeki nokta mutasyonunu ve/veya daha etkili detoksifikasyon
mekanizmalarini icermektedir. Metabolik direng olarak da bilinen ikincisi, esas olarak ti¢
ana enzim ailesinin ekspresyonunda veya aktivitesinde bir artisa bagli olarak ortaya ¢ikar:
esterazlar (EST), glutatyon-S-transferazlar ve sitokrom P450 enzim siiper ailesi (Beaty
ve Marquadt 1996, Hemingway ve Ranson 2000, Hemingway vd. 2004, Li vd. 2007,
Braga ve Valle 2007, Russell vd 2011). Bu enzimlerin dogal popiilasyonlardaki
aktivitesinin dl¢lilmesi, diinya ¢apinda insektisit direng mekanizmalarinin izlenmesinde
onemli bir adimdir ve kullanilan insektisitlere duyarlilikta onemli degisiklikleri dnlemek
icin kontrol etkinliginin gdzetimi ile birlikte yiiriitiilmelidir (Brogdon 1989, Brogdon ve
McAllister 2004, Polson vd. 2011).
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Alman hamam bdcegi insektisit direncinin gelisimi, bu zararlinin popiilasyonlarinin
kontroliinde 6nemli bir sorundur (Limoee 2011). Alman hamam bdcegi diinyanin farkli
yerlerinde 42 aktif bilesen i¢in direng raporlar ile insektisitlere en dayanikli bocek

tiirlerinin yer aldig1 “Ilk 20” listesinde yedinci sirada yer almaktadir (Whalon vd. 2008).

Alman hamam boéceginde kdr mutasyonunun, voltaj kapili sodyum kanali proteinlerinde
amino asit degisimine neden olmaktadir. Bu durum piretroid duyarliliklarini énemli
Olglide azaltmaktadir. Alman hamam bdcegi insektisit direnci, kendi genetik
ozelliklerinin yani sira akilct olmayan ve diizensiz insektisit kullanimi ile ortaya ¢ikar.
Bu nedenle genis spektrumlu insektisitler kullanilirken daha fazla 6zen gosterilmelidir.
Alman hamam bdceginin kullanilan insektisite karst gelistirdigi direncin 6zellikleri,
direncin seviyesi ve direncin mekanizmalar1 birlikte incelenmeli; uygulanan insektisit
konsantrasyonu ve uygulama siiresi bilimsel olarak makul araliklarla kontrol edilmelidir.
Insektisitlerin ve sinerjistlerin kullaniminin yam sira diger insektisitlerin rotasyonu ve
karistirilmasi da hedef zararliyla miicadelede basari elde etmeyi saglayacaktir (Liu vd.
2023). Yiiksek miktarda insektisit kullanimi hem etkin sonu¢ vermeyebilir hem de hedef
olmayan canlilarin olumsuz etkilenmesine ve doganin kirlenmesine neden olabilir.
Diizenli olarak yapilacak direng¢ ¢aligmalar1 ve veri kaydir zararlilarla miicadelede daha
etkin sonuclarin alinmasini saglayacaktir. Boylelikle hedef olmayan organizmalarin da

olumsuz etkilenmesi en aza indirilecektir.

Insektisit direnci, direncin molekiiler mekanizmalar1 ve rasyonel direng yonetimi iizerine
aragtirmalar, vektor popiilasyonlarinda direncin gelisimini ve yayilmasini kontrol etmek
icin biiylik 6nem tasimaktadir. Organofosfatlar ve karbamatlar i¢in hedef bolge bocek
asetilkolinesterazlaridir. Piretroidler ve bir grup organoklorin (DDT ve analoglari) i¢in
hedef boélge, sinir zarmin Na+ kanali diizenleyici proteinleridir. Organoklorinlerin
(siklodienler) geri kalan1 i¢in, y-aminobiitirik asit (GABA) reseptdrleridir. Ug ana direng
mekanizmas1 tiirli; metabolik direng (insektisitlerin hizli detoksifikasyonuna veya
sekestrasyonuna yol agan bocek enzim sistemlerindeki degisiklikler), hedef bolge direnci
(bocek ilaclarma baglanmalarini 6nleyen insektisit hedef bolgelerinin degisiklikleri) ve

kutikiiler direng (kalinlasma veya degisiklik nedeniyle insektisitlerin penetrasyonunun

azalmas1 kiitikiiliin kimyasal bilesimi) tarif edilmistir (Karunaratne 2018).
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DDT ve piretroidlere karsi direncin en yaygin sekli olan knock down direnci (kdr) ilk kez
1951°de Busvine tarafindan karasineklerde kesfedilmistir (Busvine 1951). Kdr
faktoriiniin artik tiim piretroid ve piretrin sinifinin yani sira DDT ve analoglarina ¢apraz
diren¢ kazandiran resesif bir alel oldugu bilinmektedir. Bu tiir bir diren¢ artik birgok
Oonemli hasere tiirlinde rapor edilmistir ve cogu durumda, piretroidlere karsi ¢ok daha
fazla direng saglayan siiper-kdr olarak adlandirilan ikinci bir resesif direng 6zelligine

eslik eder (Farnham 1987).

Kdr mutasyonlari, boceklerde piretroidlere ve DDT’ye karsi azaltilmis néron duyarlig:
saglar (Soderlund ve Bloomquist 1990). kdr mutasyonlari, piretroid baglanmasini
azaltarak ve sodyum kanallarinin kapilama 6zelliklerini (kinetik veya voltaj bagimliligi)
degistirerek piretroid etkilerini azaltir gibi gériinmektedir (Silver vd. 2014). 1990’larin
baslarinda, birka¢ grup genetik baglanti analizi yiiriittii ve kdr mutasyonlarinin birkag
bocek tiiriinde genlerle baglantili oldugu gosterilmistir (Soderlund ve Knipple 2003).
Daha sonraki molekiiler analizler, bu boceklerde kdr direnci ile iliskili genlerdeki ¢oklu
nokta mutasyonlarinin tanimlanmasina saglamistir (Soderlund 2005). Kdr ile iliskili
mutasyonlarin piretroid direncine dahil oldugunu deneysel olarak dogrulamak i¢in, bir
dizi laboratuvar, mutant sodyum kanallarinin piretroidlere duyarliligini incelemek i¢in
Xenopus oosit ekspresyon sistemi kullanilmistir. Bu durumda sodyum kanali
mutasyonunun kdr ve kdr tipi direngten sorumlu oldugu dogrulanmistir. En yaygin kdr
mutasyonu, diisiik seviyelerde piretroid direnci ile iliskili alan IT segment 6’da (I1IS6) bir
16sin (L) ila fenilalanin (F), histidin (H) veya serin (S) degisimidir. L’den F’ye mutasyon
kdr Alman hamam bdocegi popiilasyonlarinda gosterilmistir (Miyazaki vd. 1996, Smith
vd. 1997, Dong 1997, Dong vd.1998, Zhao vd. 2000,).
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Cizelge 1.2 Alman hamam bocegi (Blattella germanica) voltaj kapili sodyum kanallarina
ait mutasyonlar

Mutasyon Orijinal Numarasi Referans
L1014F L993F Miyazaki vd. 1996, Dong 2007
D59G D58G
E435K E434K
C785R C764R Liu vd. 2000
L1014F L993F
P1999L P1888L
F1020S F999S Pridgeon vd. 2002
L1014S L996S Liu vd. 2023

Insektisit direnci, diinya capinda bocek vektdr kontroliindeki sonuglari disinda dnemli bir
evrimsel fenomen olarak kabul edilir. Insektisit direncinin gelisimi, dogrudan genetik,
fizyolojik, davranigsal ve ekolojik faktorlere ve dolayli olarak insektisit uygulamalarinin
hacmine ve sikligina baglidir. Hamam boceklerinin ¢cok sayida yavru olusturmasi ve besin
ve ¢evre agisindan pek ¢ok ortama kolayca uyum saglamasi bakimimdan hamambdcekleri
hizli bir diren¢ mekanizmasina sahiptir. Insektisit direnci, bir veya daha fazla direngli
aleli tagiyan bireylerde pre-adaptif bir fenomenle iligkilendirilmistir ve bu durum, takip
eden insektisit uygulamalarinin ardindan zararlilarin sayilarinin artmasiyla tespit
edilmistir (Naqgsh vd. 2016, Zhu vd. 2016, Karunaratne vd. 2018). Piretroid direnci,
zararli popiilasyonlarinda piretroidlere karsi azaltilmig hassasiyet veya direng geligsmesi
anlamina gelir. Direng zararli organizmada genellikle voltaj kapili sodyum kanallarinda
meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar. Bu mutasyonlar, piretroidlerin kanallari
hedef almasin1 engelleyen veya etkisini azaltan degisikliklere neden olabilir. Piretroid
direnci birikimsel bir siirectir ve dogal se¢ilim sonucunda ortaya ¢ikar. Secilim, direngli
bireylerin lehine isledigi i¢in zamanla direngli bireylerin sayis1 artar. Yani insektisit
direncinin gelisimi, bir hedef zararlida potansiyel olarak diisiik frekansta bulunan bir

diren¢ geninin, bir insektisite maruz kalma yoluyla secildigi ve daha sonra gen
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frekansinin arttirildigr bir olgudur (Katsuda 2012). Boceklerdeki direncin evrimsel
gelisimi sadece bu gen bolgelerinde degil ayn1 zamanda bu genlerin ifade buldugu

proteinler igin de gegerli oldugu rapor edilmistir (Rinkevich vd. 2013).

Alman hamam bocegi, Blattella germanica, kozmopolit bir tiirdiir ve pek ¢ok nedenle bu
zararli ile miicadele devam etmektedir. Popiilasyonlarindaki birey sayisi oldukga
yiiksektir. Piretroidler bu zararli i¢in uygulanan kimyasal miicadelede yaygin olarak
kullanilan insektisitler arasindadir ve permetrin de bu miicadelede yaygin olarak tercih
edilmistir. Kimyasal miicadelede zararlinin zamanla kullanilan insektisitin siirekli
kullanilmast sonucu bdcegin insektisite karsit direng kazanmasina neden olmaktadir
(WHO 2006). Kullanilan insektisitlere karsi direng kazanan tiirlerin direng seviyelerinin
belirlenmesi bu tiirlerle dogru miicadele yontemlerinin izlemesinde son derece dnemlidir.
Direng izleme, Alman hamam bdcegi popiilasyonlarinin insektisitlere verdigi yanitlar
hakkinda degerli bilgiler saglar. Mevcut popiilasyonlarin direncindeki degisikliklerin
saptanmasi, sinerjistlerin kullanimi, ¢esitli insektisitlerin dontisiimlii kullanimi ve
azaltilmig insektisit uygulamasi dahil olmak iizere alternatif kontrol Onlemlerine

duyuldugu bildirilmistir (Scott vd. 1998, Capel 1991).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Orneklerin Toplanmasi

Bu tez calismasinda kullanilan Alman hamam bocegi ornekleri Ankara’nin cesitli
yerlesim bolgelerinden 2021 yilinin Haziran-Agustos aylarinda toplandi. Orneklerin
toplanmasi1 amaciyla Altindag, Cankaya, Etimesgut, Kecioren ve Yenimahalle ilgelerinde
bulunan 25 farkli noktaya hazirlanan tuzaklar yerlestirildi. Tuzaklar hazirlanirken pet
sise, vazelin, kagit rulolar ve fistik ezmesi kullanildi (Gondhalekar ve Scharf 2012). Bazi
bireyler sarjli siiplirge ve elle toplandi. Elde edilen bireyler popiilasyon olusturmak
amactyla Chang (2010)’1n calismasinda belirtmis oldugu 25+1°C sicaklikta, %50 + 10
nem orani ve 12saat 1tk 12 saat karanlik foto-periyot kosullarinda yetistirildi.
Popiilasyonlarin kiiltiire alinmas1 Hacettepe Universitesi Pestisit Arastirma ve Referans
Laboratuvar1 insektaryumunda gergeklestirildi. Toplanan popiilasyonlar plastik
bidonlarda kiiltiire edildi. Hamam bdceklerine yasam alani olusturmasi amaciyla 8-10
adet kagit rulo bu bidonlara eklendi. Yetistirme kaplarina un, misir unu, siit tozu, pudra
sekeri, irmik karisimi igeren besin karisimi ve su kaynagi eklendi. Bu tez ¢alismasinda

toplam 5 popiilasyon kullanildi.

Cizelge 2.1 Calismalarda kullanilan Alman hamam bdcegi popiilasyonlarin toplandig:

yerler
Popiilasyon Tige-Semt Toplanan Yer
Altindag Iskitler Firin
Duyarh HU Pestisit Arastirma ve Referans Laboratuvar: | Danimarka-WHO
Etimesgut Etimesgut-Eryaman Firin
Kegioren Etlik Firin
Hacettepe HU Pestisit Arastirma ve Referans Laboratuvar1 | Hastane
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Sekil 2.2 Arazi ¢aligmalarinda toplanan hamam bocekleri
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Sekil 2.3 insektaryumda bulunan Alman hamam bocegi yetistirme kaplari

2.2 Biyoassay Calismalari

2.2.1 Biyoassay ¢alismalarda kullamlan kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda uygulanan biyoassay caligmalarinda aktif madde olarak 9%95,5
saflikta permetrin [(C21H20Cl203) (Dr. Ehrenstorfer GmbH)], sinerjist olarak %94 saflikta
Piperonil biitoksit [(PBO) (C19H300s) (Dr. Ehrenstorfer GmbH)] kullanildi. Permetrin ve
PBO’yu ¢6zmek i¢in Aseton (Merck Darmstadt) kullanildi.

2.2.2 Uygulama dozlarimin hazirlanmasi ve direng testlerinin yapilmasi

Uygulamada kullanilacak olan permetrin dozlart DSO’niin (2006) belirledigi etkin doz
arahig1 (125-250 mg/m?) dikkate alinarak, 6 doz olarak hazirlandi (Cizelge 2.2). DSO
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standartlarina gore belirlenen miktarlarda permetrin, kalibre edilmis hassas terazide

(0.0001 hassasiyette) tartilarak aseton ile ¢oziildii (Limoee vd. 2011).

Cizelge 2.2 Alman hamam boceklerine uygulanan permetrin dozlari

Sira DSO Dozu (mg/m?) Uygulama Dozu (mg/400cm?)
1 250.0 100.0
2 125.0 50.0
3 25.0 10.0
4 5.0 2.0
5 1.0 0.4
6 0.25 0.1

Bioassay c¢aligsmalar1 tarsal kontakt metoduyla gerceklestirildi (WHO 1998, Cochran
1997, Ladonni 2001). Bunun i¢in 20 cm x 20 cm (400 cm?) seramik yiizeyli karolar
kullanild1. Uygulama dozlarindan 2 ml alinarak karolara yayildi. Aseton ugurulduktan
sonra her karo plastik kap ile ¢evrelendi. Her doz i¢in 3 tekrarli uygulama yapildi. Doz
basina her tekrar i¢in 10 erkek birey se¢ildi toplamda 30 birey kullanild1 (Miyazaki vd.
1996). Secilen bireyler uygulama yiizeyine birakilir birakilmaz kronometre ¢alistirildi. 5.,
10. ve 15. dakikalardaki knock-down (baygin) bireyler kaydedildi. 15 dakika permetrine
maruz birakilan bireyler bekleme ortamina alind1 1. ve 24. saat sonundaki 6lii bireylerin
sayis1 kaydedildi (Dong vd. 1998, Valles 2000, Limoee vd. 2007). Her doz uygulamasi
icin kontrol grubu ayn1 popiilasyonlardan 10’ar erkek birey ile sadece aseton uygulanmis
seramik yiizeyli karo ile gergeklestirildi. Elde edilen veriler probit analiziyle

degerlendirildi (Finney 1972).
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Sekil 2.4 Hazirlanan dozlarin uygulandig1 seramik yiizeyler uygulanmasi ve popiilasyon
icinden denemelerde kullanilacak bireylerin segilmesi

Sekil 2.5 Biyoassay ¢alismalarinin Alman hamam bdcegi popiilasyonlarina uygulanmasi
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Sekil 2.7 Uygulama dozlarinin 24 saatlik bekletilme kab1
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2.2.3 Piperonilbiitoksit (PBO) ile yapilan sinerjist calismalari

PBO’nun permetrin insektisitine sinerjist etkisini degerlendirmek tiim popiilasyonlarda
25 mg/m? olan dozu ile denemeler yapildi. Permetrin ile yapilan biyoassay ¢alismalarina
ait yontemler PBO deneylerinde de kullanildi. Sinerjist c¢alismalarinda kullanilan
uygulama dozlan Cizelge 2.3’de gosterildigi gibidir. Secilen erkek bireyler en diisiik
dozdan baglayarak sirayla denenmis 5, 10, 15. dakikalarda knock down bireyler
kaydedildi. 15 dakika permetrin ve PBO ya temas eden bireyler pet bardaklara alinarak,
1. ve 24. saat knock down verileri kaydedildi. Elde edilen veriler Probit analizinde
degerlendirildi (Finney 1972).

Cizelge 2.3 Sinerjist ¢aligmalari i¢in belirlenen dozlar

Dozlar Permetrin (mg/m?) PBO (mg/m?) | Permetrin /PBO Oram
1 25 0 1:0
2 25 6.25 1:0.25
3 25 12.5 1:0.5
4 25 25 1:1

2.3 kdr Mutasyonu ile Tlgili Calismalar

Permetrin ile yiiriitiilmiis olan bioassay calismalarindan sonra her doz denemesinde
knock down olan ilk 5 birey ve son 5 birey molekiiler ¢aligsmalar igin ayrildi (Liu vd.
2000). Bu c¢alismalarda mali yetersizlik nedeniyle 3 popiilasyon [Duyarli (hassas),
Hacettepe (en az direng gosteren) ve Altindag (en yiiksek direng gdsteren)]. Ayrilan
ornekler 2 ml’lik ependorflara konulmus ve numaralandirilip -18°C’de saklanmustir.
Uygulanan dozlar igin A (250 mg/m?), B (125 mg/m?), C (25 mg/m?) ve D (5 mg/m?);
popiilasyonlar i¢in Duyarli (D), Hacettepe (H), Altindag (A) harfleri ile adlandirma
yapilmistir. Her bir popiilasyonun uygulama dozuna ait 6rnekleri knock down olus

sirasina gore 1-10 sayilariyla numaralandirilmistir.
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Sekil 2.8 Bioassay ¢alismalar1 sonucunda molekiiler ¢aligmalar i¢in ayrilmig bireyler

Popiilasyonlarda toplamda 110 birey kullanilarak, molekiiler ¢aligsmalar yapildi. DNA
ekstraksiyonu ve sonuglarin degerlendirilmesi Gholizadeh vd. (2014) tarafindan
aciklanan yontem kullanilarak yapildi. Kdr direncini belirlemek i¢in dncelikle Cizelge
2.4’te yer alan 1 ve 2 numarali primerler tasarlandi. Bu primerlerden sonug¢ alinamadigi
icin ayn1 ¢izelgede yer alan 3 ve 4 numarali yeni primerler tasarlanip kullanildi. Tiire
Ozgii primerler Gene Runner (versiyon 3.05, 1994, Hastings Software Inc., Hastings, NY)
ve BLAST (http://www. ncbi.nlm.nih.gov/blast) yazilimi ile olusturuldu (GenBank ID:
U73583; Dong vd. 1998, Gholizadeh vd. 2014).

Cizelge 2.4 Alman hamam bdocegi kdr iliskili genin ¢ogaltilmasi igin kullanilan eski ve
yeni primerler

Primer Primere ait dizi
1 kdr-F GTGTTCCGAGTGTTGTGTGG
2 kdr-R TTCAGGGGTGACAATTCCTC
3 Yeni kdr-F TGTTTCCGTTTGGCAGATAA
4 Yeni kdr-R ATACGTTCCATTGGCTCTGC

kdr-F: forward kdr primeri, kdr-R: reverse kdr primeri

DNA izolasyon ¢alismalarinda EURx kiti (Kit for isolation of total DNA from human

and animal tissues and bacteria) kullanildi. izolasyon calismalari, {iriiniin kullanim
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kilavuzuna gore uygulandi. DNA Izolasyonu ve PZR igin éncelikle hamam bdcekleri
homojenize edildi. Bunun i¢in dondurucudan ¢ikarilan hamam bdceklerinin bas kisimlari
kesilerek 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine konuldu. Deneylerdeki islem basamaklari

asagidaki siralamaya goére uygulanda.

Sekil 2.9 Alman hamam bdocegi ile yapilan PZR ¢aligsmalari

2.3.1 DNA izolasyonu

1. 50 ul Lyse T ependorfa eklendi. Ornegin basi antenleriyle birlikte aliarak
ependorfa eklendikten sonra ezildi ve tizerine 300 pl Lyse-T eklendi.

2. 20 wl Proteinaz-K ve 2 ul RNAz A orneklere ekledi. Karigim vortekslendikten

sonra 56°C de 1 saat inkiibe edildi.

350 pl Sol T eklendi ve 70°C 10 dk inkiibe edildi.

350 pul %100 liik etanol eklendi.

12000 g 1 dk santrifiij edildi.

600 pl stipernatant DNA binding spin kolona alindx.

1 dk 11000 g de santrifiij edildi

N o g o~ w
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8.

10.
11.

2.3.2

Stipernatant atilmis ve Siipernatant atilmig ve 500 pl Wash TX2 eklenip 1 dk
11000 g de santrifiij edildi.

Alttaki tiip atilip DNA spin kolonu yeni bir ependorfa yerlestirilmistir ve DNA ya
baglanmasi i¢i 50 ul Elution buffer eklendi.

2 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve 1 dk 11000 g de santrifiij edilmistir.
Elde edilen DNA -20 °C analiz edilene kadar saklandh.

PZR ve jel elektroforezi

Ornek basina PZR igin 15.5 pul su, 5 ul PZR blend mix (solis biodyne) HOT
FIREPolIBel Master Mix, Forward ve reverse primer 1.25 ul ve DNA templete 2
ul alindi.

PZR kosullar1 95°C 15 dk, 95°C 40 sn, 55 °C 40 sn, 72°C 45 sn, son 3 basamak
35 tekrar 72°C 5 dk olarak uygulandi. PZR bittikten sonra 8°C de PZR iiriinii PZR
cihazinda kullanilmaya hazirlandi.

PZR iirlinleri jel elektroforezinde yiiriitiildii. Agaroz jel i¢in 1 gram Agar hassas
terazide tartildi ve 100 ml 1X TAE soliisyon ile karistirilip jel kivamina gelinceye
kadar 1sitildi. 10X TAE (Tris, EDTA, Asetik asit) igin 2.42 g Tris HCI, 18.61 g
EDTA, 57.1 ml Asetik asit karistirildi ve seyreltilerek 1X’lik TAE elde edildi.
Agar homojen olarak eridikten sonra igerisine 5 ul Etidyum bromiir eklendi.
Hazirlanan jel kasetlere dokiildii ve tarak yerlestirilerek jelin donmasiyla beraber
kuyucuklar olusturuldu. Ilk kuyucuya Ladder yiiklendi ardindan &rneklere ait
sirayla PZR iirtinleri diger kuyucuklara yiiklendi. Jele ylikleme yapildiktan sonra
elektroforez tanki 100 volt akimda 60 dakikaya yiiriitiildii. Jel elektroforezinden
sonra PZR {irinlerinin 700 bp araliginda oldugu gorilmistiir. %1 lik 1 X TAE
tampon 100 volt akimda 60 dk yiiriitiildii. Etidium bromiir kullanilarak UV
goriintiilleme yapildi. Calismamiza ait ilgili gen bdlgesindeki mutasyonun 650 bp

(baz ¢ifti) araligina geldigi tespit edilmistir.
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bp ng/10 ul

-3000 100
-2000 134
-1500 100
-1000 104
-900 93
-800 83
-700 73
- 600 63
-500 104
-400 42
-300 31
-200 42
-100 31

Sekil 2.10 Jel elektroforezinde ylirtitiilen PZR {irlinleri i¢in kullanilan ladder

Agaroz jelde istenilen sekilde sonug veren PZR iiriinleri sekanslama ¢aligmasi1 dncesinde
kullanilan soliisyonlardaki boyalardan arindirmak i¢in saflastirildi. Saflagtirma islemi su
sekilde yapildi: 30 pl bead (manyetik boncuk) PZR {iriinii igeren islem tiiplerine
yerlestirildi. Tiipler vortekslendikten sonra 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Manyetik
platelere inkiibe edilen islem tiipleri yerlestirildi. Bu sekilde oda sicakliginda 3 dk daha
inkiibe edilerek beadlerin tiiplerin duvarina yapismasi saglandi. Islem sonucunda
siipernatant dokiildii ve 200 pl %80.0’1lik etanol ile 2 kez yikama islemi yapildi. Yikama
islemi sonrasinda alkol uguruldu ve 25 pl distile su eklenerek saflastirma islemi

tamamlandi.
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1 GARAGGTCCTGTATTTTGTTGAGTAARAARARARATATGTTTCCGTTTGGCAGATARTGTT

PRPPPIIIIIIIPIIPIIIID

61 GARCGTTTCCCTGACGGGGATATGCCGAGATGGAACTTTACGGACTTCATGCACTCATTC

121 ATGATTGTGTTCCGAGTGTTGTETGEAGAGTGCGATAGAGTCTATGTGEEATTGTATGCTT

18l GTTGEAGACTGETCCTGCATCCCGTTCTTCTTGGCCACTGTCGTCATTGGARACTTGETT

241 GTAAGTAGARATAATTGTAACCATCTGAATTGTCCTTTTTTTTARATTTTATTTATGTAT

301 TTGAGTGAACCAGAARTCTATCARMARTCTTTCACAGGTTGGTCAGGGATATTTTTCTGA

36l ATGTTTTGATATARGAAACTATGATCTCTAGTGGCTCTCTTGTGTTACCATCCTTCTTAG

421 GAARTTTAARAAGTGGATAAGCATGGARCACTATGTCCAGAATACATATCTGTACCGCAG

<L

481 AGCCAATGGAACGTATCTCCAATTTTCAATTTTTTAARATTTTATTATAATTCTTTACAR
ittt Lttt

541 ACTCTTTGACCTCTATGTARCCAATTAGTAATAATTCCATGAATATCATTACAAACCARG

Sekil 2.11 kdr mutasyonuna ait baz dizisi

Biyoassay ¢alismalari sonucunda molekiiler ¢aligsmalar i¢in ayrilmis bireylerin 6nce
DNA’lar1 izole edildi. Elde edilen DNA’lar PZR ile ¢ogaltildi. Sekanslama ABI 3730XL
(Applied Biosystems, foster City, CA) Sanger dizileme cihaz1 ve BigDye Terminator v3.1
Cycle dizileme kiti kullanilarak yapildi. Sekanslama sonuglari Finch TV programinda
karsilastirild1 ve sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi. Bu basamaktaki ¢aligmalar
ile 6rneklerin dizi analizi BM Laboratuvar Sistemleri Ltd. Sti. firmasina laboratuvarinda

yapildi.

Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda toplanan Alman hamam bdcegi popiilasyonlarinin kiiltiire
edilmesi, biyoassay calismalarinda kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeleri temini,
biyoassay c¢alismalarinin yiiriitiilmesi Hacettepe Universitesi Pestisit Arastirma ve
Referans Laboratuvari’nda yapilmistir. DNA izolasyonu, PZR, jel elektroforezi ve
sekanslama ¢alismalar1 Hacettepe Universitesi Pestisit Arastirma ve Referans

Laboratuvart hamam bdcegi ¢alismalar1 kapsaminda yapilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1 Bioassay Calismalarina Ait Bulgular

Bu tez ¢alismasinda Alman hamam boceginin Ankara popiilasyonlarinda permetrin aktif
maddesine karsi direncini belirlemek amaciyla ilk 15 dk knock down birey sayilarinin ve
24 saat sonundaki Olim oranlarinin belirlendigi biyoassay c¢alismalar1 yapildi. Bu
caligmalarda elde edilen veriler gizelgelerle gosterildi. Bu verilere ve uygulama dozlarina

gore probit analizi ile LDsg, LDgg, LDgo, LDgs ve LDy degerleri belirlendi.

Uygulama dozlarinda 250 mg/m? dozu 24 saat sonunda duyarl popiilasyonda %100 6liim
orani olusturdu. Yerel popiilasyonlarda bu dozda 24 saat sonundaki 6liim oranlari
Altindag popiilasyonunda %76.7; Etimesgut popiilasyonunda %80, Hacettepe
popiilasyonunda %100 ve Kecioren popiilasyonunda %86.7 bulundu. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) tarafindan permetrin igin 6nerilen alt siir uygulama dozu olan 125 mg/m?
dozu 24 saat sonra duyarli popiilasyonda %100 (Cizelge 3.1), Altindag popiilasyonunda
%70 (Cizelge 3.2), Etimesgut popiilasyonunda 73.3 (Cizelge 3.3); Hacettepe
popiilasyonunda 93.3 (Cizelge 3.4); Kec¢idren popiilasyonunda ise %76.7 oraninda 6lim
gerceklesti (Cizelge 3.5). Bu dozun 1/5 oraninda uygulanan 25 mg/m? dozunun 24 saat
sonunda duyarli popiilasyonda %96.7, Altindag popiilasyonunda %46.7, Etimesgut
popiilasyonunda %53.3, Hacettepe popiilasyonunda 66.7 ve Kecioren popiilasyonunda
%56.7 Olim orani tespit edildi. Biyoassay calismalarinda kullanilan daha diisiik
dozlardaki 24 saat sonundaki 6liim oranlarinin tiim popiilasyonlarda daha diisiik oldugu
goriildii. Uygulama dozu azaldik¢a tiim popiilasyonlarda 24 saat sonundaki &liim
oranlarinin azaldigi tespit edildi. Bu c¢alisma sonuglarina gore permetrinin duyarl
popiilasyona gore yerel popiilasyonlarda daha diisiik 6liim orani olusturdugu goriildii.
Yerel popiilasyonlarin permetrin aktif maddesine hassasiyet durumlarinin sirastyla

Hacettepe, Kecioren, Etimesgut, Altindag popiilasyonlar: seklinde oldugu belirlendi.
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Cizelge 3.1 Duyarli popiilasyonda permetrin ile yapilan biyoassay caligmalari verileri

oima | | et 2 T3 T | Yoo | ot
Dozlan sayis1) sayis1) sayisl) sayis1) Yiizdesi
5dk 4 5 7 16 53.3
v ;(a’;?s‘ik down 110 dk 7 7 8 22 73.3
> 15 dk 9 9 10 30 100.0
§ 24. Saat Oliim Sayilar 10 10 10 30 100.0
o 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 100.0 100.0 100.0 100.0
Toplam Birey 10 10 10 30
Knock 5dk 2 7 23.3
~ down 10 dk 7 4 6 17 56.7
£ [sym 15 dk 10 10 10 30 100.0
uNEa 24. Saat Oliim Sayilar 10 10 10 30 100.0
- 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 100.0 100.0 100.0 100.0
Toplam Birey 10 10 10 30
Knock 5dk 5 3 3 11 36.7
N down 10 dk 6 6 19 63.3
E st 5k 10 9 8 27 90.0
£ |24. Saat Oliim Sayilan: 10 10 9 29 96.7
h 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 100.0 100.0 90.0 96.7
Toplam Birey 10 10 10 30
Knock 5 dk 0 0 1 1 3.3
down 10 dk 2 3 4 9 30.0
N%, sayist 15 dk 6 6 5 17 56.7
E 24. Saat Oliim Sayilari 6 8 8 22 73.3
24, Saat Oliim Yiizdesi (%) 60.0 80.0 80.0 73.3
Toplam Birey 10 10 10 30
Knock 5dk 0 0 1 3.3
down 10 dk 1 0 3 13.3
E | 150k 2 1 5 26.7
E 24. Saat Oliim Sayilar1 8 4 5 17 56.7
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 80.0 40.0 50.0 56.7
Toplam Birey 10 10 10 30
Knock 5dk 1 0 0 1 3.3
L down 10 dk 3 1 1 5 16.7
E sayist 15 dk 2 1 0 3 10.0
0 24. Saat Oliim Sayilari 4 4 5 13 43.3
S |24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 40.0 40.0 50.0 433
Toplam Birey 10 10 10 30
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Cizelge 3.2 Altindag popiilasyonunda permetrin ile yapilan biyoassay ¢alismalar verileri

1.Tekrar | 2. Tekrar | 3. Tekrar | Toplam -
Uygulama : : . - Oliim
Dozlar Zaman (dk) (Birey (Birey | (Birey (Birey Yiizdesi
sayisi) sayisi) | sayisi) sayisi)
5 dk 1 1 0 2 6.7
. Knock 10 dk 1 1 0 2 6.7
< down sayisi
? 15 dk 1 1 1 3 10.0
3 24. Saat Oliim Sayilar 9 7 7 23 76.7
o 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 90.0 70.0 70.0 76.7
Toplam Birey 10 10 10 30
5 dk 1 0 0 1 3.3
. Knock 57y 0 1 0 33
c down sayisi
g, 15 dk 1 0 2 3 10.0
10 24. Saat Oliim Sayilar 8 6 7 21 70.0
- 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 80.0 60.0 70.0 70.0
Toplam Birey 10 10 10 30
5 dk 0 0 0 0.0
Knock ' 0 0 0 0.0
E down sayisi
5 15 dk 1 1 1 10.0
£ [24. saat Oliim Sayilar: 5 5 4 14 46.7
N .
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 50.0 50.0 40.0 46.7
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 0 0 0 0 0.0
Knock 57y 0 1 0 1 33
~ down sayisi
% 15 dk 1 1 0 2 6.7
E 24. Saat Oliim Sayilar 4 5 3 12 40.0
24, Saat Oliim Yiizdesi (%) 40.0 50.0 30.0 40.0
Toplam Birey 10 10 10 30
5 dk 0 0 0 0.0
Knock 'y 0 0 0 0.0
~ down sayisi
% 15 dk 0 0 0 0.0
E 24. Saat Oliim Sayilari 4 4 3 11 36.7
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 40.0 40.0 30.0 36.7
Toplam Birey 10 10 10 30
Knock 5 dk 0 0 0 0 0.0
down 10 dk 0 0 0 0 0.0
R sayist 15 dk 0 0 0 0 0.0
£ |24.5aat Oliim Sayilant 1 1 2 4 133
E  [24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 100 | 100 4,0 133
N
S Toplam Birey 10 10 10 30
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Cizelge 3.3 Etimesgut popiilasyonunda permetrin ile yapilan biyoassay calismalari

verileri
1. Tekrar | 2.Tekrar | 3.Tekrar | Toplam -
Do | Zm000 | G| G| B B

Knock 5 dk 1 1 1 3 10.0
N down 10 dk 2 2 1 5 16.7
% sayist 15 dk 3 4 3 10 33.3
uo% 24. Saat Oliim Sayilar 9 8 7 24 80.0
o 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 90.0 80.0 70.0 80.0

Toplam Birey 10 10 10 30

Knock 5 dk 1 0 1 6.7
N down 10 dk 2 1 1 4 13.3
% sayist 15 dk 2 1 3 20.0
uNE-, 24. Saat Oliim Sayilar 8 7 7 22 73.3
- 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 80.0 70.0 70.0 73.3

Toplam Birey 10 10 10 30

Knock 5 dk 1 0 0 1 3.3
N down 10 dk 1 1 0 2 6.7
£ sy 15 dk 2 1 2 5 16.7
E 24. Saat Oliim Sayilan 6 5 5 16 53.3
™ [24. Saat Oliim Yiizdesi (%) | 600 500 | 500 533

Toplam Birey 10 10 10 30

Knock 5 dk 0 0 0 0 0.0

down 10 dk 0 1 0 3.3
N’r\; sayist 15 dk 2 1 2 5 16.7
g 24. Saat Oliim Sayilar1 5 4 5 14 46.7

24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 50.0 40.0 50.0 46.7

Toplam Birey 10 10 10 30

Knock 5 dk 0 0 0 0.0

down 10 dk 0 0 0 0.0
N% sayist 15 dk 1 2 1 133
g 24. Saat Oliim Sayilar 4 5 4 13 43.3

24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 40.0 50.0 40.0 43.3

Toplam Birey 10 10 10 30

Knock 5 dk 0 0 0 0 0.0

down 10 dk 0 0 0 0 0.0
N saymst 15 dk 0 1 0 1 33
£ |24.5aat Oliim Sayilans 1 2 2 5 16.7
f, 24. Saat OliimYiizdesi (%) 10.0 20.0 20.0 16.7
S' Toplam Birey 10 10 10 30
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Cizelge 3.4 Hacettepe popiilasyonunda permetrin ile yapilan biyoassay c¢alismalari

verileri
1.Tekrar | 2.Tekrar | 3.Tekrar | Toplam -
Uygulama ; : ; X Oliim
Dozlar: Zaman (dk) (Birey (Birey (Birey (Birey Yiizdesi
sayisi) sayisi) sayisi) sayisi)
5dk 4 3 2 9 30.0
N Knock 145 gk 5 4 2 11 36.7
c down sayisi
? 15 dk 8 6 6 20 66.7
3 24, Saat Oliim Sayilar1 10 10 10 30 100.0
~ 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 1000 | 100.0 | 100.0 100.0
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 0 1 0 1 3.3
N Knock 10 dk 2 3 2 7 23.3
< down sayisi
? 15 dk 4 4 5 13 43.3
0 24. Saat Oliim Sayilar 9 9 10 28 93.3
- 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 90.0 90.0 100.0 93.3
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 1 1 1 10.0
Knock 145 gk 0 1 2 10.0
& down sayisi
> 15 dk 2 4 3 30.0
E  [24.5aat Oliim Sayilans 6 7 7 20 66.7
N .
24, Saat Oliim Yiizdesi (%) 60.0 70.0 70.0 66.7
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 1 0 2 3 10.0
Knock 10 dk 3 1 2 6 20.0
~ down sayisi
% 15 dk 5 3 2 10 33.3
UE_’ 24. Saat Oliim Sayilar1 8 6 4 18 60.0
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 80.0 60.0 40.0 60.0
Toplam Birey 10 10 10 30
5 dk 0 0 0 0 0.0
Knock 145 gk 0 0 1 33
~ down sayisi
% 15 dk 1 0 2 3 10.0
E 24. Saat Oliim Sayilar1 5 5 4 14 46.7
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 100.0 100.0 100.0 46.7
Toplam Birey 10 10 10 30
Knock 5 dk 0 1 0 1 3.3
© down 10 dk 1 2 1 4 13.3
E sayst 15 dk 1 2 0 3 10.0
10 24. Saat Oliim Sayilar 2 2 1 5 16.7
e 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 100.0 100.0 100.0 16.7
Toplam Birey 10 1 10 30
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Cizelge 3.5 Kegioren popiilasyonunda permetrin ile yapilan biyoassay ¢alismalar1 verileri

Uygulama 1.Tekrar | 2. Tekrar | 3. Tekrar | Toplam Oliim
Dozlar: Zaman (Birey (Birey (Birey (Birey Yiizdesi
sayisi) sayisi) sayisi) sayisi)
5 dk 1 1 1 3 10.0
N Knock 10 dk 2 2 2 6 20.0
< down sayisi
? 15 dk 2 3 3 8 26.7
3 24. Saat Oliim Sayilar 9 9 8 26 86.7
o 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 90.0 90.0 80.0 86.7
Toplam Birey 10 10 10 30
5 dk 1 0 1 2 6.7
N Knock 144 gk 2 2 1 5 16.7
c down sayisi
?E;, 15 dk 2 2 3 23.3
10 24. Saat Oliim Sayilar 7 8 8 23 76.7
- 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 70.0 80.0 80.0 76.7
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 0 1 1 6.7
Knock 10 dk 2 1 1 4 13.3
E down sayisi
= 15 dk 3 2 2 23.3
£ [24. saat Oliim Sayilar: 6 6 5 17 56.7
N .
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 60.0 60.0 50.0 56.7
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 0 0 0 0.0
Knock 194 gk 0 0 0 0.0
~ down sayisi
% 15 dk 2 1 2 16.7
E 24. Saat Oliim Sayilar 5 5 5 15 50.0
24, Saat Oliim Yiizdesi (%) 50.0 50.0 50.0 50.0
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 0 0 0 0.0
Knock Ty g 0 0 0 0.0
~ down sayis1
% 15dk 2 1 2 16.7
g 24. Saat Oliim Sayilar1 5 5 5 15 50.0
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 50.0 50.0 50.0 50.0
Toplam Birey 10 10 10 30
Knock 5dk 0 0 0 0 0.0
down 10 dk 0 0 0 0 0.0
R sayist 15 dk 1 0 1 2 6.7
£ |24.5aat Oliim Sayilant 1 2 2 5 16.7
E  [24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 100 | 200 | 200 16.7
N
S Toplam Birey 10 10 10 30
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Biyoassay ¢alismalarinin sonuglari her popiilasyonda 5, 10, 15 dk sonundaki knock down
olan birey sayilariyla olusturulan grafiklerle de degerlendirildi. Buna gore en diisiik
uygulama dozu harig¢ tiim dozlarda duyarli popiilasyonda knock down olan birey sayisi
dogrusal artis gostermedigi belirlendi. En diisiikk uygulama dozunda duyarli popiilasyonda
ters yonlii bir doniis goriildii (Sekil 3.6). Bu durumun uygulama dozunun diisiik olmasina
bagl olarak knock down bireylerin yeniden ayik duruma ge¢mesiyle olustugu tespit
edildi. Yerel popiilasyonlarda bu durum tersiymis gibi goriinse de tiim yerel
popiilasyonlarda ilk 10 dk hi¢ knock down birey olmamasi, 15 dk sonunda 0-2 knock
down birey olmasindan kaynaklandigi belirlendi. Olusturulan bu grafiklere gore de aktif
maddeye kisa siireli maruziyetin olusturdugu knock down sayisi orani 24 saat sonundaki
oliim orani ile dogru orantili bulundu. En yiiksek knock down olusturan popiilasyonun
duyarli popiilasyon oldugu belirlendi. Yerel popiilasyonlarda ise knock down birey sayisi
en yiiksek Hacettepe popiilasyonunda gozlendi. Knock down birey sayilar1 diger yerel
popiilasyonlarda ise yliksekten diisige sirasiyla Kegioren, Etimesgut, Altindag

popiilasyonlar1 seklinde oldu.

250 mg/m? dozu

35
_30
2
25
%‘20 Duyarli
p . Altindag
% Etimesgut
©
510 Hacettepe
g -
¥ 5 / e K B0 G1EN

0
5dk 10dk 15dk
Siire

Sekil 3.1 Popiilasyonlara ait 250 mg/m? dozu 5, 10 ve 15. dakikalara ait knock down
sayilari
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125 mg/m? dozu
35
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a
§ 25
>
220 e Duyarlt
'g e A 10 dAZ
] 15 Etimesgut
§ 10 Hacettepe
<
2 —=— e K e Oren
5 /
0
5dk 10dk 15dk
Siire

Sekil 3.2 Popiilasyonlara ait 125 mg/m? dozu 5, 10 ve 15. dakikalara ait knock down

sayilari
25 mg/m2 dozu

30
& 25
g
ais‘ 20 —Duyarh
o <
g 15 —Altindag
3 Etimesgut
2 10
g - Hacettepe
e .
v 5 / —Kegioren

0 /
5dk 10dk 15dk
Siire

Sekil 3.3 Popiilasyonlara ait 25 mg/m? dozu 5, 10 ve 15. dakikalara ait knock down
sayilari
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5 mg/m2 dozu
20
2
>
[1+]
;”>; 15 ——Duyarh
= 10 Altindag
% 5 Etimesgut
g / Hacettepe
2 0 —Kegidren
X 5dk 10dk 15dk

Siire

Sekil 3.4 Popiilasyonlara ait 5 mg/m? dozu 5, 10 ve 15. dakikalara ait knock down say1lar

1 mg/m2 dozu

9

8
27
5
aia‘ == Duyarh
'S 5
<, Altindag
= i
9 , Etimesgut
El Hacettepe
< 2 — K ecioren

1

0

5dk 10dk 15dk
Siire

Sekil 3.5 Popiilasyonlara ait 1 mg/m? dozu 5, 10 ve 15. dakikalara ait knock down say1lari
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0.25 mg/m?2 dozu
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&
§ 5
4 ——Duyarh
‘é 3 —— Altindag
52 —Etimesgut
g1 Hacettepe
< 0 — K ecioren

5dk 10dk 15dk

Stire

Sekil 3.6 Popiilasyonlara ait 0.25 mg/m? dozu 5, 10 ve 15. dakikalara ait knock down
sayilari

Permetrin

100,00%

90,00%

80,00%

70.00% ® Duyarh
60,00% = Altindag
50.00% = Etimesgut
40.00% Hacettepe
30.00% m Kecidren
20,00%

10,00% I

0,00%
0,25mg/im2 1 mg/m2 5 mg/m2 25mg/m2  125mg/m2 250 mg/m2

Sekil 3.7 Uygulama dozlarina ait 24 saat sonunda 6len birey sayilari

Biyoassay calismalarindaki veriler ile probit analizi yapildi ve her popiilasyonun letal

dozlar1 (LD) hesaplandi. Buna gore LDsp degeri yani popiilasyonun %50’sini 6ldiiren
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medyan dozun (Tabashnik 2014) duyarli popiilasyonda 0.55 mg/m? Altindag
popiilasyonunda 14.32 mg/m? Etimesgut popiilasyonunda 7.64 mg/m?, Hacettepe

popiilasyonunda 2.75 mg/m?, Kegidren popiilasyonunda 6.37 mg/m? oldugu bulundu.

Probit analizi sonucunda belirlenen LD degerlerine gore yerel popiilasyonlarin duyarl
popiilasyona gore direng katsayilari tespit edildi (Cizelge 3.7). Direng katsayist yerel
popiilasyonlarin LDsg, LDgo, LDgo, LDgs, LDgg degerleri, duyarl popiilasyonun LDsq,
LDgo, LDgo, LDgs, LDgg degerlerine boliinerek elde edildi (Pai vd. 2005, Chang vd. 2010,
Tabashnik vd. 2014). Duyarli popiilasyon ile karsilastirildiginda permetrin igin LDso
diizeyinde direng katsayilar1 Altindag popiilasyonunda 26.03, Etimesgut popiilasyonunda
13.89, Hacettepe popiilasyonunda 2.75 ve Kegioren popiilasyonunda 6.37 oldugu tespit
edildi. Direng katsayilar1 tim LD seviyelerinde en yiiksek Altindag, sonra Etimesgut,
Kegioren, Hacettepe popiilasyonlari sirasi seklinde oldugu goriildii. Bu durumun Cizelge
3.7°de gosterildigi gibi diisiik dozlarda yerel popiilasyonlardaki 24 saat sonundaki diisiik

6liim oranindan kaynaklandig tespit edildi.

Cizelge 3.6 Permetrin dozlariyla elde edilen probit analiz sonuglari (%95 giliven araligi)

Duyarh Altindag | Etimesgut | Hacettepe | Kecioren
L Dso 0.55 14.32 7.64 2.75 6.37
4.30 546.79 328.19 32.61 157.83
LDso
L Dso 12.56 3669.58 2342.23 118.75 844.95
30.41 17676.40 11870.37 345.21 3377.14
LDgs
LDgg 159.65 337420.83 | 249238.80 | 2555.12 45421.79
Slope 0.97 0.53 0.52 0.79 0.60
Intercept 5.25 4.37 4.53 4.65 4.50
SD 1.03 1.85 1.91 1.25 1.64
SE 0.22 0.31 0.32 0.23 0.28
R? 0.92 0.92 0.92 0.92 0.95
Chi-test (x2) Sig 0.86 0.87 0.88 0.84 0.94
df 2 4 4 3 4
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Cizelge 3.7 Alman hamam bdcegi Duyarli(D), Altindag(A), Etimesgut(E), Hacettepe(H),

Kecidren (K) popiilasyonlarinda
calismalarindan elde edilen direng katsayilari

Permetrin ile

yapilan bioaassay

Popiilasyon A/D E/D H/D K/D
LDso 26.03 13.89 5.00 11.58
LDso 127.16 76.32 7.58 36.70
LDgo 292.16 186.48 9.45 67.27
LDgs 581.26 390.34 11.35 111.05
LDgg 2113.50 1561.15 16.00 284.50

Direng katsayisi=LD X popiilasyonu /LD Duyarl popiilasyon

3.2 Piperonilbiitoksit (PBO) ile ilgili Calisma Bulgular1

Sinerjistler, giiniimiizde insektisitlerin etkinligini arttirmak i¢in, 6zellikle direncin ortaya
¢iktig1 durumlarda kullanilmaktadir. Sinerjistler, hedef organizmada detoksifikasyon
enzimi inhibitorii olarak islev yapar. Insektisit ile beraber kullanildiginda, direngli bir
zararliya karsi, insektisidi daha diisiik dozlarla uygulama olanag saglar (Bernard ve
Philogéne 1993). Bu tez ¢alismasi kapsaminda Alman hamam bdocegi iizerinde kullanilan
permetrin etkinligine katkisina bakmak icin Piperonilbiitoksit (PBO) sinerjist olarak
kullanildi. PBO ig¢in yapilan biyoassay ¢alismalarina ait sonuglar Cizelge 3.8, 3.9, 3.10,
3.11 ve 3.12° de goriildiigii gibidir. Permetrin aktif maddesine farkli oranlarda PBO
eklenerek yapilan biyoassay ¢aligmalar yiriitiildii. Bu ¢alismalarin sonucuna gore 24 saat
sonundaki 6liim oranlarmnin en yiiksek 1:1 permetrin-PBO oraninda oldugu goriildi. Daha
sonra sirastyla 1:0.5 oraninda, 1:0.25 oraninda oldugu ve en diisiik 6liim oraninin 1:0 yani

hi¢ PBO eklenmeyen doz uygulamasinda oldugu goriildii.

Ayni miktardaki permetrine farkli oranlarda PBO eklenerek gerceklestirilen biyoassay
caligmalarinda duyarli popiilasyonda %100 6lim goriildi. Altindag popiilasyonunda 24
saat sonundaki 6liim oranlarina bakildiginda 1:1 oranli uygulama dozunda %83.3; 1:0.5
oranli uygulama dozunda %76.7; 1:0.25 oranli uygulama dozunda% 53.3 6liim orani
tespit edildi. Etimesgut popiilasyonunda 24 saat sonundaki 6liim oranlarina bakildiginda

1:1 oranli uygulama dozunda %90; 1:0.5 oranli uygulama dozunda %80; 1:0.25 oranh
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uygulama dozunda %63.3 6liim orani tespit edildi. Hacettepe popiilasyonunda 24 saat
sonundaki 6liim oranlarina bakildiginda 1:1 oranli uygulama dozunda %100; 1:05 oranl
uygulama dozunda %93.3, 1:0.25 oranli uygulama dozunda % 73.3 6liim oran1 goriildii.
Kegioren popiilasyonunda 24 saat sonundaki 6liim oranlarma bakildiginda 1:1 oranh
uygulama dozunda %90; 1:05 oranli uygulama dozunda %383.3, 1:0.25 oranli uygulama
dozunda % 63.3 6liim orani belirlendi. Permetrine farkli oranlarda PBO eklenmesinin 24

saat sonundaki Oliim oranlarimi arttirdig1 ve buna bagh olarak permetrin etkinligini

arttirdig goriildii.

Cizelge 3.8 Duyarli popiilasyon PBO ile yapilan biyoassay ¢alismalarinin verileri

o | | e ST T ot
Dozlan sayis1) sayisi) sayisi) sayisi) Yiizdesi
5 dk 5 5 7 17 56.7
25 m/m’ ;(a‘;‘l’s‘ik down 10 gk 8 8 8 24 | 800
Permetrin 15 dk 10 9 10 30 100.0
25m-;/m2 24. Saat Oliim Sayilar 10 10 10 30 100.0
PBO 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) | 1000 | 100.0 | 100.0 100.0
Toplam Birey 10 10 10 30
5 dk 4 4 5 13 43.3
25 o g‘;?s‘ik down 10 gk 7 5 7 22 | 133
Permetrin 15 dk 10 10 10 30 100.0
12_5;]9 /m? | 24. Saat Oliim Sayilart 10 10 10 30 100.0
PBO 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) | 1000 | 100.0 | 100.0 100.0
Toplam Birey 10 10 10 30
5 dk 5 4 3 12 40.0
25 mgim? g;?s‘ik down 49 gk 7 7 7 21 70.0
Permetrin 15 dk 10 9 10 29 96.7
6.25r’?19/m2 24. Saat Oliim Sayilari 10 10 10 30 100.0
PBO 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) | 100.0 | 100.0 | 100.0 100.0
Toplam Birey 10 10 10 30
5 dk 5 3 3 11 36.7
25 mg/m? g;i’s‘ik down 10 gk 7 6 6 19 63.3
Permetrin 15 dk 10 9 8 27 90.0
0 m::-]/mz 24. Saat Oliim Sayilar 10 10 9 29 96.7
PBO 24. Saat Oliim Yiizdesi (%) | 100.0 | 100.0 90.0 96.7
Toplam Birey 10 10 10 30
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Cizelge 3.9 Altindag popiilasyonu PBO ile yapilan biyoassay ¢alismalarinin verileri

1.Tekrar | 2.Tekrar | 3.Tekrar | Toplam -
U};g(])l;::ra Zaman (Birey (Birey (Birey (Birey Y(i)ilzl:;;i
sayisi) sayisi) sayisi) sayisi)
5 dk 1 2 1 4 13.3
Knock down ;5 2 2 1 5 16.7
25 mg/m2 | SAYIS!
Permetrin 15 dk 2 3 2 7 23.3
+
25mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilar 9 8 8 25 83.3
PBO .
24, Saat Oliim Yiizdesi (%) 90.0 80.0 80.0 83.3
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 1 1 0 2 6.7
Knock down | 14 g 1 1 1 3 10.0
25 mg/m? sayisl
Permetrin 15 dk 1 1 3 5 16.7
+
12.5mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilari 8 7 8 23 76.7
PBO
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 80.0 70.0 80.0 76.7
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 0 1 1 2 6.7
Knock down ;5 g 1 2 1 4 13.3
25 mg/m? sayisl
Permetrin 15 dk 2 2 3 7 23.3
+
6.25mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilar 6 5 5 16 53.3
PBO
24. Saat Oliim Yiizdesi (%0) 60.0 50.0 50.0 53.3
Toplam Birey 10 10 10 30
5 dk 0 0 0 0 0.0
Knock down | 15 g 0 0 0 0 0.0
25 mg/m2 sayisli
Permetrin 15 dk 1 1 1 3 10.0
+
0 mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilar1 5 5 4 14 46.7
PBO .
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 50.0 50.0 40.0 46.7
Toplam Birey 10 10 10 30
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Cizelge 3.10 Etimesgut popiilasyonu PBO ile yapilan biyoassay ¢alismalarinin verileri

1.Tekrar | 2.Tekrar | 3.Tekrar | Toplam -
U};?:;::ra Zaman (Birey (Birey (Birey (Birey Y?ilzlf;;i
sayisi) sayisi) sayisi) sayisi)
5 dk 1 2 2 5 16.7
Knock down | ;5 g 2 3 2 7 233
25 mg/m? | SAYIS!
Permetrin 15 dk 4 4 4 12 40.0
+
25mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilar 9 9 9 27 90.0
PBO -
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 90.0 90.0 90.0 90.0
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 1 1 1 3 10.0
Knock down | 14 g 2 2 2 6 20.0
25 mg/m? sayis1
Permetrin 15 dk 2 3 4 9 30.0
+
12.5mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilar 8 7 9 24 80.0
PBO
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 80.0 70.0 90.0 80.0
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 1 1 1 3 10.0
Knock down | 45 g 1 2 2 5 16.7
25 mg/m? sayisl
Permetrin 15 dk 2 2 3 7 23.3
+
6.25mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilar1 7 6 6 19 63.3
PBO
24, Saat Oliim Yiizdesi (%) 70.0 60.0 60.0 63.3
Toplam Birey 10 10 10 30
5 dk 1 0 0 1 3.3
Knock down | ;4 g 1 1 0 2 6.7
25 mg/m? sayisi
Permetrin 15 dk 2 1 2 5 16.7
+
0 mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilar1 6 5 5 16 53.3
PBO -
24, Saat Oliim Yiizdesi (%) 60.0 50.0 50.0 53.3
Toplam Birey 10 10 10 30
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Cizelge 3.11 Hacettepe popiilasyonu PBO ile yapilan biyoassay ¢alismalarinin verileri

1.Tekrar | 2.Tekrar | 3.Tekrar | Toplam -
Uygulama X : : - Oliim
Dozlar: Zaman (Birey (Birey (Birey (Birey Yiizdesi
sayisi) sayisi) sayisi) sayisi)
5dk 4 5 2 11 36.7
Knock down | 14 ¢ 6 4 3 13 433
25 mg/m? sayisi
Permetrin 15 dk 8 7 7 22 73.3
+
25mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilar 10 10 10 30 100.0
PBO
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 100.0 100.0 100.0 100.0
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 1 1 1 3 10.0
Knock down | 14 g 3 4 3 10 333
25 mg/m? sayisi
Permetrin 15 dk 4 4 5 13 43.3
+
12.5mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilar 9 9 10 28 93.3
PBO
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 90.0 90.0 100.0 93.3
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 2 1 2 5 16.7
Knock down | 14 g 1 2 2 5 16.7
25 mg/m? sayisi
Permetrin 15 dk 3 4 4 11 36.7
+
6.25mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilar 7 7 8 22 73.3
PBO
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 70.0 70.0 80.0 73.3
Toplam Birey 10 10 10 30
5 dk 1 1 1 2 6.7
Knock down | 14 g 0 1 2 4 13.3
25 mg/m? sayisli
Permetrin 15 dk 2 4 3 9 30.0
+
0 mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilari 6 7 7 20 66.7
PBO
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 60.0 70.0 70.0 66.7
Toplam Birey 10 10 10 30
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Cizelge 3.12 Kegioren popiilasyonu PBO ile yapilan biyoassay ¢alismalarinin verileri

1.Tekrar | 2.Tekrar | 3.Tekrar | Toplam -
Uygulama : : . - Oliim
Dozlar Zaman (Birey (Birey (Birey (Birey Yiizdesi
sayisi) sayisi) sayisi) sayisi)
5dk 1 2 2 5 16.7
Knock
down 10 dk 3 2 3 8 26.7
25 mg/m? | sayisi
Permetrin 15 dk 3 4 3 10 33.3
+
25mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilar1 10 9 8 27 90.0
PBO
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) | 100.0 90.0 80.0 90.0
Toplam Birey 10 10 10 30
5 dk 1 1 1 3 10.0
Knock
down 10 dk 2 3 2 7 23.3
25 mg/m? | sayisi
Permetrin 15 dk 3 2 4 9 30.0
+
12.5mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilari 8 8 9 25 83.3
PBO
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 80.0 80.0 90.0 83.3
Toplam Birey 10 10 10 30
5dk 1 1 2 4 13.3
Knock
down 10 dk 2 2 2 6 20.0
25 mg/m? | sayis
Permetrin 15 dk 3 4 2 9 30.0
+
6.25mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilar 7 6 6 19 63.3
PBO
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) 70.0 60.0 60.0 63.3
Toplam Birey 10 10 10 30
5 dk 0 1 1 2 6.7
Knock
down 10 dk 2 1 1 4 13.3
25 mg/m? | sayisi
Permetrin 15 dk 3 2 2 7 23.3
+
0 mg/m? | 24. Saat Oliim Sayilart 6 6 5 17 56.7
PBO
24. Saat Oliim Yiizdesi (%) | 60.0 60.0 50.0 56.7
Toplam Birey 10 10 10 30
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Permetrin aktif maddesine PBO eklenmesiyle hazirlanan uygulama dozlariyla yapilan
biyoassay c¢alismalarina gore her popiilasyonda 5, 10, 15 dk sonundaki knock down olan
birey sayilar1 grafiklerle degerlendirildi. Buna gore tiim uygulama dozlarinda duyarl
popiilasyondaki uygulama siire arttikca knock down olan birey sayisi artmistir ve
grafiklerde dogrusallik géstermistir. Yerel popiilasyonlarda da uygulama stiresi arttik¢a
knock down birey sayis1 artmistir. Bu verilere gore knock down birey sayisi duyarl
popiilasyondan sonra en yiiksek Hacettepe popiilasyonunda, sonra sirasiyla Kegidren,
Etimesgut ve Altindag popiilasyonlarindadir. Permetrine PBO eklenmesiyle olusturulan
dozlara kisa siireli maruziyetin olusturdugu knock down birey sayilarinin 24 saat

sonundaki 6liim orani ile uyumlu goriildi (Sekil 3.8).

1:1 Permetrin/PBO
_ 35
n
=30
=25
&>" Duyarh
5 20
p Altindag
= 15 :
S Etimesgut
S — Hacettepe
c
V4 — Kecioren
5dk 10dk 15dk
Siire

Sekil 3.8 Popiilasyonlara ait 25 mg/m? permetrin/ 25 mg/m? PBO dozu 5, 10 ve 15.
dakikalara ait knock down sayilar1
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1:05 Permetrin/PBO

35
(%)
> 30
% 25
&>f —Duyarl
3 20
c Altindag
?, 15 _
3 Etimesgut
~ 10 —
S Hacettepe
c 5 / .
N2 0 — Kecloren

5dk 10dk 15dk

Siire

Sekil 3.9 Popiilasyonlara ait 25 mg/m? permetrin/12.5 mg/m? PBO dozu 5, 10 ve 15.
dakikalara ait knock down sayilari

1:0.25 Permetrin/PBO

_ 35
[7p)
> 30
=25
05’ =D uyarh
5 20
c Altindag
= 15 i
S Etimesgut
~ 10
8 C— Hacettepe
2 5 = _
4 0 — K ecloren

5dk 10dk 15dk

Siire

Sekil 3.10 Popiilasyonlara ait 25 mg/m? permetrin/ 6.25mg/m? PBO dozu 5, 10 ve 15.
dakikalara ait knock down sayilar1
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1:0 Permetrin/PBO
30
2 25
°=>f 20 Duyarl
O
S 15 Altindag
S 10 Etimesgut
4
8 5 a— Hacettepe
C -
N2 0 — — K ecloren
5dk 10dk 15dk
Siire

Sekil 3.11 Popiilasyonlara ait 25 mg/m? permetrin 5, 10 ve 15. dakikalara ait knock down
sayilari

Permetrin aktif maddesine PBO eklenerek uygulanan dozlara ait veriler probit analiziyle
degerlendirildi. Buna gore her popiilasyonun letal dozlar1 (LD) hesaplandi ve LD
degerlerine gore diren¢ katsayilar1 tespit edildi (Cizelge 3.14). Direng katsayist
hesaplamas1 permetrin ile yapilan biyoassay c¢alismalarinda oldugu gibi yerel
poptilasyonlarin LD degerlerinin duyarli popiilasyonun LD degerlerine béliinmesiyle
elde edildi. PBO eklenerek uygulanan permetrin dozlarina ait LDso diizeyinde direng
katsayilar1 Altindag popiilasyonunda 1088.23, Etimesgut popiilasyonunda 658.82,
Hacettepe popiilasyonunda 226.95 ve Kecioren popiilasyonunda 534.11 oldugu tespit
edildi. Diren¢ katsayilar1 tim LD diizeylerinde en yiiksek Altindag, sonra Etimesgut,

Kecioren, Hacettepe popiilasyonlar: siras1 seklinde oldugu belirlendi.
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Cizelge 3.13 Permetrin+PBO dozlariyla yapilan biyoassay ¢alismalarina ait probit analizi
verileri (%95 giiven araligi)

Duyarh Altindag | Etimesgut | Hacettepe | Keg¢ioren
LDso 0.00170 1.85 1.12 0.38583 0.908
LDso 0.12491 24.16 12.18 4.61 10.74
LD9o 1.18212 92.39 42.34 16.87 39.07
LDgs 7.56 279.64 118.44 49.24 113.53
LDgg 245.88 2231.63 815.61 367.10 839.28
Slope 0.457 0.759 0.821 0.826 0.789
Intercept 6.250 4,799 4.961 5.331 5.040
SD 2.188 1.317 1.217 1.211 1.267
SE 0.715 0.277 0.267 0.295 0.281
R? 0.867 0.821 0.859 0.673 0.822
Chi-test (y2) Sig 0.972 0.843 0.911 0.746 0.900
df 1 2 2 1 2

Cizelge 3.14 Blattella germanica Duyarli(D), Altindag(A), Etimesgut(E), Hacettepe(H),
Kecioren (K) popiilasyonlarinda Permetrin+PBO ile yapilan bioaassay

calismalarindan elde edilen direng katsayilari

Popiilasyon A/D E/D H/D K/D
LDso 1088.23 658.82 226.95 534.11
L Dso 187.14 97.51 36,90 85.98
LDgo 78.15 35.81 14.27 33.05
LDgs 36.98 15.66 6.51 15.01
LDgo 9.07 3.31 1.49 3.41

Direng katsayisi=LD X popiilasyonu /LD Duyarl popiilasyon
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3.3 Permetrin ve PBO ile Yapilan Biyoassay Calismalarimin Karsilastirilmasi

120,00%
100,00%

80,00%

60,00%
40,00%
20,00%

0,00%
Duyarh Altindag  Etimesgut  Hacettepe  Kegidren
m(0PBO m0,25PBO =0,5PBO 1PBO

24 saat 6lum yiizdeleri

Sekil 3.12 Permetrin ve PBO ile yapilan ¢aligmalarda 6liim ytizdelerindeki degisim

Piperonil biitositin sinerjist olarak eklenmesiyle yapilan biyoassay ¢aligmalari sonucunda
yerel popiilasyonlarda LDsg, LDgo, LDgo, LDgs, LDgg degerleri sadece permetrin ile
yapilan uygulama dozuna gore diigiis gostermistir. LDso, LDgo, LDgo, LDgs, LDgg
degerleriyle olusturulan grafiklerde duyarli popiilasyonda ortaya ¢ikan LD degerleri
diisiik oldugundan grafikte iki farkli uygulamada diisiik fark gériinmektedir. Bu durum
duyarl popiilasyonun sadece permetrinin ve PBO eklenen permetrin dozlarinin tiimiine

kars1 hassas olmasindan kaynaklandig: tespit edilmistir.
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Cizelge 3.15 Permetrin ve Permetrin+PBO ile yapilan biyoassay ¢alismalarinin LD

degerleri ve degisim oranlari

Popiilasyon LDso L Dso L Dso L Dos LD
P 0.55 4.30 12.56 30.41 159.65
Duyarl | pipBo | 000170 | 012491 | 1.18212 | 7.56 67.88
Degisim | 39355 34.42 10.62 4.02 2.35
Orani
P 14.32 546.79 | 3669.58 | 17676.40 | 334420.83
Altndag | 5 o5 1.85 24.16 92.39 279.64 | 2231.63
Degisim 7.74 22.63 39.71 63.21 149.85
Orani
P 7.64 328.19 | 2342.23 | 11870.37 | 249238.80
Etimesgut | p,pgo 1.12 1218 | 4234 | 11844 | 81561
Degisim 6.82 26.94 55.31 100.22 305.58
Orani
P 2.75 3261 | 11875 | 34521 | 2555.12
Hacettepe | p,pgo | 038583 | 461 1687 | 4924 | 367.10
Degisim | 245 7.07 7.03 7.01 6.96
Orani
P 6.37 157.83 | 844.95 | 3377.14 | 45421.79
Keioren | 5 ppo 0.908 10.74 4907 | 11353 | 839.28
Degisim 7.01 14.69 17.21 29.74 54.11
Orani

P:Permetrin, P+PBO:Permetrin+PBO karigimi
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Sekil 3.13 LDsp diizeyinde Permetrin ve Permetrin+PBO caligsmalarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 3.14 LDgo diizeyinde Permetrin ve Permetrin+PBO calismalarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 3.15 LDgo diizeyinde Permetrin ve Permetrin+PBO caligsmalarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 3.16 LDgs diizeyinde Permetrin ve Permetrin+PBO calismalarinin karsilagtiriimasi
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Sekil 3.17 LDgg diizeyinde Permetrin ve Permetrin+PBO ¢alismalarinin karsilastirilmas.

LDso, LDgo, LDgo, LDgs, LDgg verileriyle diizenlenen grafiklerde permetrin ve
permetrintPBO degerleri arasinda c¢ok yiiksek farklar meydana gelmistir. Bu
grafiklerdeki verileri degerlendirebilmek LDsg, LDgo, LDgo, LDgs, LDgg degerleri logio
tabaninda diizenlenerek yeniden grafikler olusturulmustur. Sekil 3.18’de logio tabaninda
LDso degerinin duyarli ve Hacettepe popiilasyonlarinda eksi yonlii olmast ve Sekil
3.19°da duyarh popiilasyonda logio tabaninda LDsgo degerinin eksi yonlii olmasi bu
popiilasyonlardaki knock down birey sayilarinin yerel popiilasyonlara gore yiiksek

olmasina bagli olarak LD degerlerinin diisiik ¢ikmasindan kaynakladig goriildii.
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Sekil 3.18 LDso diizeyinde Permetrin ve Permetrin+PBO c¢alismalarinin logio tabaninda
doniistiiriilmiis seviyeleri
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Sekil 3.19 LDgo diizeyinde Permetrin ve Permetrin+PBO caligsmalarinin logio tabaninda
dontistiiriilmiis seviyeleri
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Sekil 3.20 LDgo diizeyinde Permetrin ve Permetrin+PBO c¢alismalarinin logio tabaninda
dontistiiriilmiis seviyeleri
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Sekil 3.21 LDgs diizeyinde Permetrin ve Permetrin+PBO c¢alismalarinin logio tabaninda
doniistiiriilmiis seviyeleri
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Sekil 3.22 LDgs diizeyinde Permetrin ve Permetrin+PBO ¢alismalariin logio tabaninda
doniistiiriilmiis seviyeleri

Permetrin aktif maddesiyle yapilan biyoassay ¢alismalarinda direng katsayilar1 LDso’den
LDggo’a dogru artig gosterirken, PBO’nun farkli oranlar1 eklenerek yapilan biyoassay
calismalarinda diren¢ katsayilari LDsg’den LDgg’a dogru diisiis gostermektedir. Bu
durumun nedeninin PBO kullaniminin duyarli popiilasyonda knock down birey sayilarini

arttirmasindan kaynaklandigi tespit edilmistir.

3.4 Molekiiler Calismalara Ait Bulgular:

Knock Down Resistance (kdr) direncin belirlenmesi ve karakterizasyonu direng yonetimi
stratejilerinin gelistirilmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir (Shah vd. 2002; Wang vd.
2009). Bu tez ¢alismasinda Alman hamam boceginin sodyum kanallarindaki mutasyonlar
molekiiler diizeyde incelenerek, Ankara’dan toplanan Alman hamam bdcegi
popiilasyonlarinda kdr direnci mutasyonu varligina bakilmistir. kdr mutasyonunun 1014
pozisyonundaki 16sin aminoasitinin fenilalanin degisiminin G/G bazlarinin yerine G/C
degisiminden kaynaklandig: bildirilmistir (Gholizadeh vd. 2014). Duyarli, Altindag ve
Hacettepe popiilasyonlarindan alinan bireylerde kdr mutasyonuna bakmak i¢in G/C

bazlarinin degisimine bakildi. Yapilan PZR, jel eletroforezi ve sekanslama caligmalar
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sonucunda duyarli popiilasyonda kdr mutasyonuna ya da herhangi bir baz degisimine

rastlanmadi. Altindag popiilasyonunda 5 bireyde, Hacettepe popiilasyonunda 2 bireyde

kdr mutasyonu oldugu goriildii.

Sekil 3.23 Duyarli, Altindag, Hacettepe popiilasyonlarna kdr geni PZR iiriinlerinin
agaroz jel goriintiileri

Sekil 3.24 CA3 orneginde heterozigot degisiklik
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Sekil 3.25 BH1 6rneginde homozigot degisiklik
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Sekil 3.26 AA9 d6rneginde homozigot degisiklik
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Sekil 3.27 AA7 6rneginde homozigot degisiklik
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Sekil 3.28 BH4 6rneginde homozigot degisiklik
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Cizelge 3.16 Uygulama dozlarina gére Duyarli (D) popiilasyonda kdr mutasyonu tespiti

Bireyler | 250 mg/m? | 125 mg/m? | 25 mg/m? | 5 mg/m?
D1 X G/IG G/G -
D2 X - - G/IG
D3 G/G - G/G -
D4 G/IG X - -
D5 - G/IG - G/IG
D6 - G/IG X -
D7 - - G/IG -
D8 - - X G/G
D9 - - X -
D10 - - X G/G

Cizelge 3.17 Uygulama dozlarina gore Hacettepe(H) popiilasyonu kdr mutasyonu tespiti

Bireyler | 250 mg/m? | 125 mg/m? | 25 mg/m? 5 mg/m?

H1 GIT G/IG X

H2 G/G X G/G T/T
H3 X X G/C X
H4 X G/IG G/G -
H5 - GIG G/IG T/T
H6 - G/IG G/G -
H7 - GIG X -
H8 - X G/C -
H9 - G/IG X C/IC
H10 - GIG G/IG -

Cizelge 3.18 Uygulama dozlarina gore Altindag (A) popiilasyonu kdr mutasyonu tespiti

Bireyler | 250 mg/m? | 125 mg/m? | 25 mg/m?
Al G/C G/G G/G
A2 G/C C/C GIG
A3 G/C G/G G/C
A4 - G/G G/G
A5 - X G/C
A6 - G/G G/G
A7 C/C GIG C/C
A8 GIG G/G X
A9 C/IC X X
Al0 GIG GIG GIG
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Deneyler sirasinda molekiiler caligsmalarda bazi 6rneklerde PZR iiriinleri elde edilemedi,

PZR fiiriinleri nanodrop ile DNA varlig1 tespit edilmesine ragmen jel goriintiisii elde

edilemedi. Bazi o6rneklerde PZR firiinleri elde edilmesine ragmen sekanslama

calismasinda pik elde edilemedi. Bu sonuglarla birlikte yerel popiilasyonlarda %10

oraninda kdr mutasyonu tespit edildi. kdr mutasyonu Hacettepe popiilasyonun %5’inde,

Altindag popiilasyonunun ise % 16.6’sinda tespit edildi (Cizelge 3.19).

Cizelge 3.19 Calismadaki PZR ve sekanslama verileri

kdr kdr Bagka bir | PZR sonucu | Sekanslama
. mutasyonu mutasyonu mutasyon elde sonucu elde
Popiilasyon . . . . Toplam

bulunan bulunmayan tastyan edilememis edilememis

birey sayist birey sayist | birey sayis1 | birey sayisi birey sayist
Duyarli 0 12 0 21 7 40
Hacettepe 2 13 4 12 9 40
Altindag 5 14 4 3 4 30
Toplam 7 39 8 36 20 110
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4. TARTISMA

Boceklerin dogal secilim yoluyla insektisitlere kars1 direng gelistirebildigi yaygin olarak
bilinmektedir. Baz1 bocekler, se¢ilim baskisi olarak insektisitlere maruz kaldiklarinda
kendilerini toksik etkilerden koruyan genetik varyasyonlara sahip olabilirler. Bu
boceklerin hayatta kalma ve nesillerini devam ettirme sansi daha yiiksektir ve kendilerini
bu insektisitlerin Oldiirme etkisinden koruyan genlerini nesillerine aktarirlar. Bu
durumda, popiilasyondaki direngli bireylerin orant zamanla artar ve bu da tiim
poplilasyonun insektisitlere kars1 direncli hale gelmesine neden olur. Bu tez ¢aligmasinda
Diinya Saglik Orgiitinden (DSO) elde edilen duyarli popiilasyon ile Ankara ilinden
toplanan 4 farkli Alman hamam bdcegi popiilasyonunun permetrin insektisitine direnci

biyoassay ¢alismalar1 ve molekiiler caligmalarla aragtirildi.

Cochran (1995), Alman hamam bdcegi saha popiilasyonlarinin piretroidler dahil olmak
tizere farkli insektisit siniflarina karsi diren¢ gosterdigini bildirmistir. Lee vd. (1996),
Malezya’daki Alman hamam bdceginin sahadan toplanan popiilasyonlarinda
piretroidlere kars1 farkli seviyelerde direng gosterdigini tespit etmislerdir. Scharf vd.
(1997), Indiana’da sahadan toplanan Alman hamam bdcegi popiilasyonlarinda LDso
seviyesinde sipermetrine kars1 80 kat direng gelistirildigi tespit edilmistir. Wu vd. (1998),
Indiana’dan toplanan Alman hamam bdcegi popiilasyonlarinda bir sentetik piretroid olan
fenvalarte kars1 LDso seviyesinde 825 kat direngli oldugunu bildirmislerdir. Valles vd.
(2000), Florida’dan toplanan Alman hamam bdceginin saha popiilasyonlarinda LDso
seviyesinde sipermetrine karsi 93 kat diren¢ oldugunu bildirmistir. Choo vd. (2000)
Singapur’da deltametrin direnci ve Wei vd. (2001) Alabama’da permetrin ve deltametrin
direnci gelismesi nedeniyle Alman hamam bdceginin saha popiilasyonlarinda
miicadelenin basar1 oraninin diisiik oldugunu bildirmislerdir. Pai vd. (2005), Alman
hamam bdceginin Tayvan’daki hastanelerden ve evlerden toplanan popiilasyonlarinda
sipermetrine olan diren¢ seviyesini; Limoee vd. (2007) Iran’da permetrin igin direng
seviyesini belirlemislerdir. Ahmad vd. (2009) Endonezya’dan toplanan popiilasyonlarla
yaptig1 calismada permetrin ve sipermetrin direncinin yiiksek oldugunu bunun sinerjist
kullanimi1 ile bile kirilamadigini bildirmislerdir. Chai ve Lee (2010), Singapur’dan

toplanan 22 Alman hamam bocegi popiilasyonunun farkli insektisit siniflarina karsi
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diren¢ durumunu incelemistir. Arastiricilar yaptiklart bu ¢alismada piretroid grubu
insektisitlere karsi 3 ila 468 kat arasinda bir direng aralig1 belirlemiglerdir. Alman hamam
boceklerinde permetrin kullanarak topikal uygulamayla yapilan diren¢ c¢aligmalarinda
Gondhalekar vd. (2011) direncin 77,22 kat; Limoee vd. (2012) direncinin 3,15 kat fazla
oldugunu tespit etmislerdir. Oz vd. (2021) Antalya’dan toplanan Alman hamam bécegi

popiilasyonlariin piretroidlere karsi yiiksek dirence sahip oldugunu belirtmistir.

Calismamizda permetrin ile yapilan biyoassay denemeleri sonucunda ise sahadan
toplanan Alman hamam bécegi popiilasyonlariin tamaminin duyarh popiilasyona gore
permetrine karsit direngli oldugu goriildi. LDsp diizeyinde bu direng katsayilarinin
Altindag popiilasyonunda 26.03 kat, Etimesgut poptilasyonunda 13.89 kat, Kecioren
popiilasyonunda 11.58 kat ve Hacettepe popiilasyonunda 5 kat oldugu tespit edildi.
Bioassay caligmalarinda elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucunda uygulama
dozu azaldik¢a diren¢ katsayisinin arttigi goriildii. Bu direnc katsayilarina gére LD
degerleri duyarli popiilasyon ile karsilastirildiginda en yiiksek direncin Altindag
poplilasyonunda oldugu tespit edildi. Bu durumda sahadan toplanan popiilasyonlardaki
permetrine karsi mevcut direng katsayilarinin siralamasi Altindag, Etimesgut, Kegidren,
Hacettepe popiilasyonlar1 seklinde idi. Burada elde edilen yiliksek orandaki direng kat
sayilar1 literatiirdeki gibi saha popiilasyonlarinda duyarli popiilasyona gore yiiksektir.
Daha 6nce Ankara ilinde Alman hamam bdcegi ile ilgili yapilmis bir diren¢ ¢alismasina
rastlanmadi. Elde edilen sonuglar1 bu baglamda karsilagtirma durumu bulunmamaktadir.
Fakat Hacettepe popiilasyonu 2010 yilinda Hacettepe Universitesi Hastanesi’nden
toplanarak elde edilmistir. Bu popiilasyon 2021 yilinda Altindag-Iskitlerden elde edilen
popiilasyon ile yakin bir konuma sahiptir. Hacettepe popiilasyonuyla Altindag, Etimesgut
ve Kecioren popiilasyonlar: kiyaslandiginda gecen siirecte uygulamalar sonucunda yerel
poplilasyonlarin yiiksek diren¢ kazanmis oldugu goriildii. Alman hamam bdcegi
miicadelesinde uygun doz kriterinin %80 oldugu goz dniinde bulundurulursa DSO niin
onermis oldugu en yiiksek doz olan 250 mg/m? dozunda ise Duyarli ve Hacettepe
popiilasyonlar1 hassas iken Altindag, Etimesgut ve Kecidren popiilasyonlar1 direngli
bulundu. DSO’niin 6nermis oldugu en diisiik dozda ise tiim popiilasyonlar direngli
bulundu. Bu sonuglara bakildiginda DSO tarafindan permetrin igin 6nerilen en diisiik doz

toplanan giiniimiiz Ankara popiilasyonlarinda etkin olmadig1 gériildii. Permetrinin DSO
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tarafindan Onerilen en yiiksek dozu ise Etimesgut ve Kegidren popiilasyonlarinda
etkinligini neredeyse sinirda oldugunu gosterdi. Altindag popiilasyonunda ise bu dozun
etkin olmadig1 belirlendi. Burada elde edilen veriler permetrin aktif maddesi i¢indir.
Yerel Alman hamam bdocegi popiilasyonlarinin miicadelesinde ticari formiilasyonlar
kullanildig1 diisiiniildiigiinde formiilasyonlarda kullanilan yan maddelerin permetrin
etkinligini artttrmis olma olasilig1 olabilir. DSO onayli permetrin igeren ticari iiriinler
kullanilarak yapilacak gelecekteki calismalar bu formiilasyonlarin kullanimiyla ilgili

bilgiler verebilir.

Calismamizda kullandigimiz Altindag popiilasyonu saha popiilasyonlar1 arasinda
permetrine en yiiksek direnci gosteren popiilasyondur. Bu popiilasyona ait 6rneklerin
alindig1 ortam degerlendirildiginde fiziki olarak (catlak duvarlar, kirik fayanslar, bol
girinti ¢ikinti, hijyen eksikligi, nem, sicaklik) Alman hamam bdceginin yasamasi i¢in
oldukga uygun bir ortamdi. Isletmenin genelinde bu zararlinin rahatlikla beslenebilecegi,
barmabilecegi ve {ireyebilecegi mevcuttu. Bununla beraber bu popiilasyonunun
miicadelesinde igletmenin profesyonel yardim aldigini fakat hizli sonug alamadiklarindan
kendilerinin de hamam bocegi icin satilan formiilasyonlarla ilaglama yaptiklarini
ogrendik. Bu isletmedeki hamam bdcegi miicadelesinin kisir bir dongiiye girdigi ve sonug
alinamadikga insektisit uygulamalarinin kendileri tarafindan devam ettigini belirttiler. Bu
durum bize zararli miicadelesinde giincel bilimsel verilerle yapilan miicadele
calismalarinin 6nemini gostermektedir. Zararli miicadelesinde giincel verilerle hareket
etmek uygulamay1 kolaylastiracagl gibi zaman ve para kaybini da dnleyecektir. Zararli
miicadelesine kimyasal kullanmadan once kiiltiirel, biyolojik ve fiziksel miicadeleye
basvurulmalidir. Giinlimiizde bu konuyla ilgili entegre zararli miicadelesi kavrami
gindeme gelmistir. Entegre zararli miicadelesi (Integrated Pest Management-IPM)
haserelerin etkisini azaltmayi, insektisit direncinin gelismesini geciktirmeyi, zararl
miicadelesinden kaynaklanan cevre kirliligini 6nlemeyi ve insan sagligi risklerini en aza
indirmeyi amaglayan kanitlanmis bir hagere kontrolii yontemidir (Dingha 2016). Miller
ve Meek (2004), Shahraki vd. (2011) ve Wang vd. (2019) yapmis oldugu ¢aligmalarda
entegre zararli miicadelesin sadece kimyasal uygulanarak yapilan miicadeleye gore daha

etkin oldugunu ve maliyet olarak daha diisiik oldugunu gostermislerdir.
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Pestisit formiilasyonlarindaki PBO’nun sinerjsit etkisi hamambdcegi, karasinek,
sivrisinek gibi zararlilarda test edilmistir. Moretto (1995) yapmis oldugu g¢alismada
pestisit formiilasyonlarina PBO eklenmesinin, hedef organizmada istenen etkiyi
olusturmak i¢in gerekli olan aktif madde miktarin1 azalttigini bildirmistir. Valles vd.
(2000) Alman hamam boceginde sipermetrine olan direncin 93 kat fazla oldugunu PBO
sinerjistinin eklenmesiyle bunun 29 kata kadar disiiriildiigiini belirtmislerdir. Wei vd.
(2001), Alman hamam bdoceginde karst permetrin ve sinerjisti olan PBO’yu kullandigi
zaman, direncin PBO sinerjistinin  kullanilmasiyla ile 6.6 kat baskilandigini
bildirmislerdir. Chai ve Lee (2010), Singapur’da 22 farkli bolgeden toplanan Alman
hamam bdcegi popiilasyonlarinin direng seviyelerini enzimatik diizeyde incelemisler ve
PBO kullanimiyla direncin azaldigin belirtmislerdir. Limoee vd. (2011), PBO’nun, farkli
oranlarda kullanilmasi sonucunda permetrinin toksisitesinin 6énemli Ol¢lide arttiini
bildirmislerdir. Hu vd. (2020), topladiklar1 24 popiilasyonda yaptiklari g¢aligmada
PBO’nun deltametrin etkinligini arttirtigin1 bildirmislerdir. Oz ve Cetin (2022)’in
sahadan toplanan Alman hamam bécegi popiilasyonlariyla yapmis oldugu ¢alismasinda
PBO’nun alfa-sipermetrin ve deltametrin iizerinde sinerjist bir etkiye sahip oldugunu
gostermislerdir. Yapilan bu tez calismasinda ayni1 miktardaki permetrine PBO eklenerek
4 farkli doz uygulamas: yapildi. Uygulama sonucu tiim popiilasyonlarda ilk 15 dk knock
down etkisinin arttig1 goriildii. Toplanan popiilasyonlar arasinda en yiiksek dirence sahip
olan Altindag popiilasyonunda sadece 25 mg/m? permetrin iceren dozunda ilk 15 dk
knock down sayisi 3 birey iken, 1/4 oraninda eklenen PBO ile bu say1 7 bireye yiikseldi.
PBO eklenerek hazirlanan dozlar uygulandiginda 24 saatte sonunda tiim popiilasyonlarda

Oliim yiizdelerinin arttig1 goriildii.

Calismada permetrine PBO eklenerek yapilan uygulamalarda direng katsayilarinin PBO
eklenmeden uygulanan doza gore diistiigii goriildii. Sinerjist dozlarmin daha 6nce
Oldiirticii olmadig1 ve/veya minimal mortaliteyi dogrulamak i¢in duyarl: tiir izerinde test
edildigi bildirilmistir (Valles vd. 1997, Chai ve Lee 2010, Hu vd. 2020). Calismamizdan
elde edilen veriler ve literatlir bilgilerinin dogrultusunda sinerjist olarak kullanilan
PBO’nun permetrin etkinligini arttirdig tespit edildi. Caligmamizin bu basamaginda ayni1
miktardaki permetrine eklenen PBO orani arttik¢a 6liim yiizdelerinin de arttigi gorildii.

Kullanilan PBO LDsg seviyesinde duyarli popiilasyondaki permetrin aktivitesini 323.52
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kat daha hassas duruma getirmistir. PBO sinerjisti yerel popiilasyonlarda da permetrin
direncinin kirilmasimi sagladi. Buna gore permetrine direnci en yliksek olan Altindag
popiilasyonda diren¢ 7.74 kat azaldi. Bu durum Etimesgut popiilasyonunda 6.82 Kat,
Hacettepe popiilasyonunda 7.12 kat, Kegioren popiilasyonunda ise 7.01 Kkat arttig1 tespit
edildi. Bu sonuglar Limoee vd. (2007) nin farkli miktarlardaki permetrine PBO ekleyerek
yaptiklar1 caligmasinda gosterilen permetrin direncinin PBO ile diistiigii sonucuyla
uyumlu bulundu. Calismamizda PBO’nun permetrin direncini en ¢ok Altindag
poplilasyonunda azalttigi goriildi. PBO’nun Ankara popiilasyonlarindaki permetrin
direncini kirdig tespit edildi. Bu duruma bakildiginda Saglik Bakanligi’nca onaylanan
permetrin igerikli ticari formiilasyonlarda PBO eklenmesinin bir gereklilik oldugu

goriildii.

Piretroid grubu birincil hedefi, insektisitlerin bocek sinir sisteminin voltaj kapili sodyum
kanallaridir. Bocek sinir sisteminin hiicre zarlarindaki sodyum kanali proteinlerinde
16sin(L)-fenilalanin(F) degisimiyle meydana gelen mutasyonun, piretroid grubu
insektisitlere karst direncin 6nemli 6lglide 6nledigi bilinmektedir. Miyazaki vd. (1996)
yaptig1 PZR calismasiyla Alman hamam bdceginde L1014F degisimini tespit etmislerdir.
Dong (1997) yapmis oldugu ¢alismada Alman hamambdceginde kdr tip mutasyonun
L1014F’den kaynaklandigini bildirmistir. Liu vd. (2000), piretroit insektisitlere kars1 kdr
tipi direng gosteren bes Alman hamam bdcegi popiilasyonunda L1014F mutasyonunun
yani sira 2 yeni mutasyon belirlemislerdir. Bu mutasyonlar; glutamik asit yerine lizin
aminoasidinin gelmesiyle olusan E434 mutasyonu ve sistein yerine arjinin aminoasidinin
gelmesiyle olusan C764 mutasyonlaridir. Calismamiz genomik DNA’nin PZR ile
cogaltilmasiyla gergeklestirildiginden Liu vd. (2000)’nin bu mutasyonlarinin varligina

bakilmamistir. ileride yapilacak calismalarla bu mutasyonlarinda varligina da bakilabilir.

Liu vd. (2002), kdr olarak bilinen piretroit direncinin para sodyum kanal genlerindeki
nokta mutasyonlarla iligkili oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar Alman hamam
boceginin sodyum kanallarinda bulunan 2 mutasyonuyla (E434K ve C764R) birlikte
sodyum kanal hassasiyetini azaltan L1014F mutasyonun da deltametrine kars1 bocegin
direncini artirdigini bildirmislerdir. Tan vd. (2002), Alman hamam bdceginin piretroitlere

kars1t direngli popiilasyonlarinda 3 adet sodyum kanal mutasyonu (E434K, C764R,
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L1014F) oldugunu tespit etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada, L.1014F mutasyonunun
deltametrine karst sodyum kanal hassasiyetini azalttigini gozlemlemislerdir. Buna
ragmen, E434K ve C764R mutasyonlari tek basina oldugunda deltametrine kanal
hassasiyetini azaltmadigini1 fakat E434K veya C764R mutasyonu L1014F mutasyonu ile
birlikte deltametrin hassasiyetinin 100 kat azaldigini, 3 mutasyon bir arada bulundugunda
ise deltametrine hassasiyetin 500 kat azaldigini bildirmislerdir. Xu vd. (2006)’nin Alman
hamam bocegi ve karasinek ile yapmis olduklar1 ¢alismada her iki popiilasyonda kdr
mutasyonunun bulundugunu ve 1014. pozisyonda l6sin-fenilalanin degisiminin DNA
molekiilii tizerindeki TTG’nin TTC bazlarinin yer degistirmesinden kaynaklandigini
rapor etmislerdir. Gholizadeh vd. (2014) G’nin C ile yer degistirmesiyle ortaya ¢ikan kdr

mutasyonunu ii¢ farkli noktadan topladiklar1 18 bireyin tamaminda tespit etmislerdir.

Genomik DNA ile yapilan ¢alismamizda duyarli popiilasyon bireylerinde G’nin C ile yer
degistirmesiyle olusan kdr mutasyonuna rastlanmadi. Biyoassay ¢alismalarinin
sonuglarina gore yerel popiilasyonlar arasinda direng seviyesi en diigiikk olan Hacettepe
popiilasyonunda 2 bireyde (%5) bu mutasyon tespit edildi. Biyoassay calismalarinin
sonuglarina gore yerel popiilasyonlar arasinda direng seviyesi en yiiksek olan Altindag
popiilasyonunda 5 bireyde (%16.6) G-C degisimi belirlendi. Altindag popiilasyonunda
sonug alinamayan bireyler hesaplamadan ¢ikarildiginda bu oranin %26.3 oldugu goriildii.
Verilerimize gore duyarli popiilasyonda hicbir mutasyona rastlanmadi. Bu sonuglara
bakildiginda duyarli popiilasyonun bir mutasyon bulundurmamasi biyoassay
calismalarinin sonuglartyla da ortiismektedir. Calismamizda kullanilan 6rnek sayisina
gore kdr mutasyonu tespit ettigimiz birey sayisi diisiiktiir. Fakat ¢ikan sonuglarda duyarli
popiilasyonda mutasyona rastlanmamasi biyoassay caligmalariyla uyumludur. Hacettepe
poplilasyonu uzun siiredir herhangi bir insektisite maruz kalmamis olmasina ragmen bu
diren¢ genini tasiyan bireylere sahiptir. Hacettepe ve Altindag popiilasyonlarinda kdr
mutasyonu bulunduran birey sayilar1 biyoassay ¢alismalarinda bu popiilasyonlarda tespit

edilen direng katsayilariyla uyumludur.

Tiirkiye’de Alman hamam bdocegi ile ilgili yapilan direng caligmalar1 oldukca simirhidir.
Garrett vd. (1968)’de Izmir’den toplanan Alman hamam bocegi popiilasyonunda

malation ve dieldrine karsi direncine bakmistir. Tunaz vd. (2009) ¢esitli bitki ucucu
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yaglarinin Alman hamam bdcegi erginlerinde fumigant etkisine bakmustir. Kiigliksart ve
Tunaz (2021) yar sentetik spinetoram insektisitinin Alman hamam bdcegi tizerindeki
toksik etkisine bakmistir. Oz vd. (2021)’in Antalya ilinde piretroidlerle yapmis olduklar
biyoassay diizeyinde direng ¢alismalara mevcuttur. Bu ¢alismalar disinda iilkemizde son
yillarda Alman hamam bdocegi ile ilgili yapilan ¢alismalar daha ¢ok bu zararlinin patojen
tasima durumu ve hastalik yapma etkisiyle ilgilidir (Kutrup 2003, Bekir vd. 2017, Atay
vd. 2023). Sonug olarak, permetrin Alman hamam bdceginde duyarli popiilasyon harig
diger popiilasyonlarda diisiik oranlarda etkili oldu. Permetrinin etkisini arttirmak
amaciyla sinerjist olarak verilen PBO’nun diger arastirmacilarin sonuglarinda oldugu gibi
bizim ¢aligmamizda da boceklerin direncini azalttigi gozlendi. Bunun yani sira yapilan
molekiiler ¢alisma ile kdr mutasyonunun Ankara’nin ¢esitli yerlerinden alinan Alman
hamam boceklerinde bulundugu ve permetrine kars1 direng gosterdikleri ortaya konuldu.
Calismamiz iilkemizde ilk defa Alman hamam bdceginde hem biyoassay hem de kdr
mutasyonu tespiti yapildig: i¢in 6nem arz etmektedir. Calismadan elde edilen sonuglar
literatiirdeki eksikligi giderecek ve ileride yapilacak caligmalara uygun bir alt yapi

saglayacaktir.
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