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Insektisit Direncinde P450, GST ve ABC Sinyal Yolaklarinm Rolii
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Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Insektisitler, insan ve g¢evre saghgmi olumsuz ydnde etkileyen zararhlarla
miicadelede kullanilan kimyasal savas etmenleridir. Insektisitlere karsi direng,
pestisitlerin etkili dozunun ya da daha yiiksek dozlarininin kullanilmasi sonucu hedef
zararli popiilasyonunun genetik degisikliklerle kullanilan insektisite kars1
duyarliliginda azalma olusturarak tarim zararllari, hastalik vektorleri ve halk sagligi
zararhlartyla miicadeleyi zorlastirmaktadir. Direng gelisimi, entegre zararli miicadele
yOnetimi stratejilerini olumsuz etkileyerek, direngli boceklerle miicadelede daha fazla
miktarlarda pestisit kullanimmi gerektirmekte ve bu da su, toprak ve hava kirliligine
neden olmaktadir. Piretroid smifi, Deltamethrin ve Neonikotinoid insektisit sinifindan
Thiamethoxam, ¢esitli ev, ¢evre ve tarimsal zararlilara karsi yogun olarak
kullanilmakta olan insektisitlerdir. Insektisit uygulamasi yapilan zararh bdcek
popiilasyonlarinin biiyiik bir kismi birkag giin i¢inde 6liirken detoksifikasyon yetenegi
gelistirebilen direngli bdcekler hayatta kalabilmektedir. Caligmalar, zararli bocek
popiilasyonlarinin giiclii bir ilag direng mekanizmast gelistirebildigini gostermis
olmasmna ragmen diren¢ mekanizmalar1 hala tam olarak anlagilamamistir. Bununla
birlikte, yapilan ¢aligmalar insektisitlere uzun siireli ve tekrarlayan subletal dozlarda
yasam boyu maruziyetin ¢oklu ilag direncinin gelismesinde hiicresel mikro g¢evrenin,
transkripsiyonel diizenlemenin, metabolik aktivite ve bu gibi hiicresel degisikliklerin
bir cevap olusturabilecegini gostermistir. Son g¢alismalar, boceklerdeki ¢oklu ilag

diren¢ mekanizmalarinda Sitokrom P-450 Monooksijenaz, Glutatyon S-Transferaz



enzimleri ve ABC (ATP baglayict kaset) tasiyicit proteinlerinin 6nemli bir rol

oynadigini gostermistir.

Bu tezin amaci Deltamethrin ve Thiamethoxam’in tekli ve kombine olarak
uygulamalarinin normal ve direngli Drosophila melanogaster bireylerinde ¢oklu ilag
direncine neden olan molekiiler mekanizmalar1 agiklamak ve pestisit uygulamalarinin
antioksidan, 1s1 sok proteinleri ve apoptoz gibi 6nemli hayati sinyal yollar1 izerindeki
etkilerini arastwrmaktir. Bu kapsamda, her iki insektisitin direngli ve normal
Drosophila melanogaster bireylerinde ¢oklu ilag direnci, bocek canliligi, oksidatif
stres, 1s1 soku ve apoptozun tepkisini qRT-PCR analiz yontemi ile, morfolojik

analizler ise stereo mikroskop ile gériintiilenerek analiz edilmistir..

Deltamethrin ve Thiamethoxam’m tekli ve kombine olarak uygulamalarinin
multijenerasyonel sonucu olarak, Drosophila melanogaster direngli bireylerinde
kontrollere kiyasla LDsg seviyeleri Deltamethrin’de 1.92 kat, Thiamethoxam’da 9.2
kat ve Deltamethrin+Thiamethoam’da 2.4 kat artis olustugu belirlenmistir.
Sonuglarimiz, CYP6A2, GSTE1 ve SUR genlerinin LDsy dozlarindaki Deltamethrin
ve Thimethoxamin tekli ve kombine olarak uygulamalarinda Drosophila melanogaster
erginlerinde gelisen ¢oklu ilag direncinde, swrasiyla P450 detoksifikasyon
mekanizmasi, S-transferaz ve ABC kaset protein pompalarmi aktif hale gegirerek
onemli bir rol oynadigmi gostermistir. Ilave olarak, kontrollere kiyasla direncli
sineklerde giiclii antioksidan savunma sinyalleri, 1s1 soku tepkisi ve apoptoz

regiilasyonu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, tez bulgularimizin Drosophila melanogaster sineklerinin ¢oklu
ila¢ direnci ve altinda yatan molekiiler mekanizmalarinin daha derinden anlagilmasi
icin temel teskil edecegini ve onemli zararl boceklerde ¢oklu ilag¢ direnci konusunda
daha ileri arastirmalar yapmak ve yeni ve etkili pestisit gelistirme stratejilerini

gelistirmek i¢in kullanilacagini diistindiik.
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ABSTRACT

Insecticides are an indispensable pest control agents and well known
environmental pollutant which is lethally affect several biological live form as well as
human. Resistance to insecticides is a heritable genetic change in the sensitivity of a
target insect population that is responses in the repeated failure of effective dose of
pesticides, and is main reason in collapse of control strategies for insect pests, plant
diseases vector and household insect pests. Resistance development, as it adversely
affects the all pest management strategies, pesticides used in large amounts to control
resistant widely insects lead to water, soil and air pollution. Deltamethrin is one of
used synthetic pyretroid and Thiamethoxam, main member of neonicotinoids are
intensively used against various household, environmental and agricultural pests. In
this sprayed area, the vast majority of pest population die within a few days, but
remain insects with detoxification capable can survive. Studies indicated that these
pest populations can develop a strong drug resistance mechanism. And yet, the cause
of this resistance-mechanism has not been clearly understood. However, the latest
studies showed that as well as exposure to contact with insecticides, long-term
treatments, and repetitive subletal doses of pesticide applications during a lifespan
may change the conditions of cellular microenvironment, transcriptional regulation,
metabolic activity and these alterations might create a cellular condition responsible
for the development of multidrug resistance. Recent studies have shown that

cytochrome P-450 monooxygenase, glutathione S-transferase enzymes and ABC (ATP



binding cassette) carrier proteins play an important role in multiple drug resistance

mechanisms in insects.

The aim of this thesis to explain the possible molecular mechanisms by which
single and combined application of Deltamethrin and Thiamethoxam results in multi
drug resistance and to investigate the effects of pesticide applications on important
vital signalling pathways such as antioxidant, heat shock proteins and apoptosis in
both normal and drug resistance Drosophila melanogaster populations. We analysed
the cellular and molecular effects of both insecticides on multidrug resistance, insect
viability, oxidative stress, heat shock response, and induction of apoptosis in resistance
and normal Drosophila melanogaster population using stereo microscope,

morphometric analysis and gRT-PCR assays.

As a result of multigeneration single and combined applications of Deltamethrin
and Thiamethoxam, the LDs, level increased 1.92 fold for Deltamethrin, 9.2 fold for
Thiamethoxam and 2.4 times for Deltamethrin + Thiamethoxam compared to their
respective control of Drosophila flies. Our result indicated that the CYP6A2, GSTE1
and SUR genes played major role of multidrug resistance mechanisms to Deltamethrin
and Thiamethoxam in Drosophila melanogaster flies via activating P450
detoxification pathway, cellular S-transferase and cassette protein pumps.
Additionally, the strong antioxidant defence signals, heat shock response and
regulation of apoptosis were clearly determined particularly in resistance flies

compared to controls.

In conclusion we thought that, our result will form the baseline for a deeper
understanding of the multidrug resistance and underlying molecular mechanisms of
Drosophila melanogaster flies and will be used to further studies on multidrug
resistance in important insect pests and improve new and effective pesticide

development strategies.
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SIMGELER DiZIiNi

: Yiizde deger

. Kalsiyum

: Siyano
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: Demir (I1) karbonil
: Hidrojen peroksit

: Kilo dalton

: Kilogram
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ABC
ABCB-FT
ABCB-HT
ADP
APRD
ATP

BAX
BBB
BCL2
BTF
CAS3
CAT
CYP12D1
CYP6A2
CYP6G1
DDE
DDT
DNA
GCL
GCLC
GCLM
GPx

GR

GS-
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BOLUM 1

GIRIiS

Bocekler birgok farkli ekosistem (ekvator, kutup, deniz, tatlh su kara v.b)
kosullarinda yasayabilme O6zelligindedirler. Cesitli antropojenik etkenler ile ¢evresel
kosullarin olumsuzluklaria maruz kalmamak veya bu maruziyetleri minimum seviyeye
indirmek i¢in, bocekler bir dizi morfolojik, fizyolojik ve davranigsal degisiklik veya
adaptasyonlar gelistirmislerdir. Bu adaptasyonlar genetik 6zellikler tarafindan yonetilir
ve genellikle ¢evresel etkilere bir yanit olarak gelistirilir. Boceklerin yeryiiziinde en
baskin organizmalardan biri haline gelmesinde bu adaptasyonlar 6nemli bir rol
oynamustir (Sheikh, Rehman, & Kumar, 2017).

Insanlarm dogaya verdikleri zararlar cevre kirliligi olarak geri donmektedir.
Cevre kirliligi; su, hava, ses ve giiriiltii kirliligi ile sanayi atiklari, artan niifus yogunlugu
ve sehirlesmenin getirdigi kirlilikleri kapsamaktadir. Gelisen teknolojilerin olusturdugu
zarar, artan enerji ihtiyaci, sanayilesme, sehirlesme, yapilan yanlis yatirimlar gibi
olgular dogay1 tahrip ederek ekosistemlerin dengesinin bozulmasina yol agmaktadir.
Insanlarin dogada olusturduklar1 bu tahribatlar bitki, bocek ve hayvanlarin dogal
ekosistemlerini degistirerek tiirlerin yeniden dagilimina neden olmaktadir. Antropojenik
etkilerden biri pestisit olarak bilinen kimyasallarin kullanilmasidir. Giiniimiizde halk
saglgi, bitki koruma ve hayvancilikta yogun olarak kullanilan pestisitler; insektisitler,
fungisitler, akarisitler, nematisitler ve herbisitler gibi pek ¢ok grubu igermektedir.

Bocekler, besin temini, konuk¢u bulma, barinma ve iliremenin yaninda dogada zararli



Kirleticilerin etkisinden sakinmak i¢in ¢esitli uyumlar gosterirler. Boceklerin
habitatlarinin  bozulmas1 tiirler arasinda besin rekabetini olusturarak tiirlerin yok
olmasina, konuk¢usu oldugu tiirlerin azalmasma, dogal diismanlarinin yok olmasina
neden olmaktadir. Monokiiltiir tarim yapilan alanlarda tarim {riiniinde zarar olusturan
bdcegin zararmni bertaraf etmek i¢in kontrolsiizce ve yogun miktarda yapilan pestisit
uygulamalar1 o bdlgede bdceklerin uygulanan pestisit ve onunla ayni sinifta yer alan
bilesiklere kars1 “direncli” hale gelmelerine neden olabilmektedir. Ayn1 zamanda tarim
alanlarma yeni bir tarim iriiniin girmesi bu {iriiniin konukgularmin ortama girmesine
neden olur ve dolayisiyla dogal diismani da bulunmayan bu bocekler “zararli” tiirlere
doniisiir ve yeni tehditlere yol agarlar (Matsumura, 2012; Horrigan, Lawrence, &
Walker, 2002; Kizlinski, Orwig, Cobb, & Foster, 2002; Orwig, 2002). Zararl
boceklerle miicadelede uygulanan tiire 6zgii olmayan, dogada kaliciligi yiiksek olan
insektisitler, ekosistemde boceklerin olusturduklar1 zarardan daha biiyiik zararlar
dogurmaktadirlar. Insektisit uygulamalari, bocek habitatlarmi1 degistirmenin yani sira
toprak ve yer alt1 sular1 kirliligi gibi 6nemli ¢evre sorunlarina yol agmaktadirlar

(Timothy D Schowalter, 2016).

Bocekler, ekolojik dengenin 6nemli bir bileseni olup besin zincirinin ilk
halkasinda yer alan primer tiiketicileri olusturmaktadirlar. Boceklerin besin zincirindeki
rolii doga ve insanlar i¢in faydali iken bazi hastaliklar vektorii olmalar1, pek ¢ok yeni
olusan ve etkinligini yitirmis olarak yeniden ortaya c¢ikan hastaliklarin epidemi
yapmalarina neden olurlar. Sivrisinekler; sitma (Krogstad, 1996), dang hummasi
(Gubler & Clark, 1995), sarthumma (Sanders vd., 1996), zika viriisii (Campos,
Bandeira, & Sardi, 2015) gibi vektor kaynakli hastaliklarin yayilmasina neden olurken,
kum sinekleri; leismanya (Meslin, 1997), keneler; lyme hastaligi (Daniels, Falco,
Schwartz, Varde, & Robbins, 1997), pire ve bitler; bartonella (Jackson & Spach, 1996),
pire, bit ve keneler; riketsia (Azad, Radulovic, Higgins, Noden, & Troyer, 1997) gibi
hastaliklara vektorliik yapmaktadirlar.

Insektisit uygulamasi yapilan boceklerin bazilar1 6liirken, bazi bocekler de gesitli
metabolik ya da metabolizma bagimli fiziksel yollarla direng gelistirirler. Genetik
ozelliklerle kontrol edilen bu mekanizmalar gelecek nesillere aktarilarak pestisitlere
direngli yeni nesillerin insan sagligini ve tarim irlinlerini tehdit edebilecek diizeye

ulagsmasma sebep olabilirler (Hemingway, Field, & Vontas, 2002). Direng gelisimi,



boceklerle miicadeleyi olumsuz etkiledigi gibi direngli boceklerle miicadele etmek
amaciyla fazla miktarda kullanilan pestisitler su kaynaklari, toprak ve hava kirliligine
neden olmaktadirlar (Schowalter, 2016). Pestisit kalintilar1 insanlarin viicuduna
beslenme, toprak, hava ve su yoluyla alinabilmekte ve ¢esitli kanser, lireme ve endokrin

sistem bozukluklarina neden olmaktadir (Horrigan vd., 2002; Nauen, 2007).

Insektisitlerin % 85'i bocek sinir-kas sistemi {izerinde etki gdstermektedir
(Casida & Durkin, 2013). Biiylime ve gelismeyi degistirenler toplam insektisit
satiglarinin % 9'unu, enerji tiretimini engelleyenler (solunum hedefleri) ise % 4' iini
olugturmaktadir. Sinir-kas sistemine etki eden insektisitler i¢inde organik fosfatlar,
karbamatlar ve sentetik piretroidler % 31 oraninda mevcut iken, neonikotinoidler
insektisit satis pazarmda % 27°1lik pay ile en ¢ok kullanilan insektisit grubu olarak yer

almaktadir (Sparks & Nauen, 2015).

Sentetik piretroidler kiiresel insektisit pazarmin %16°lik dilimini olusturmaktadir
(Sparks vd., 2015). Deltamethrin ise piretroidler igerisinde en ¢ok kullanilan insektisit
olup cesitli hastaliklarin yayilmasma neden olan vektdrlerin miicadelesinde siklikla
kullanilan 6nemli bir nérotoksik bilesiktir (Gilbert & Gill, 2010). Son yillarda yapilan
caligmalar, farkli bocek familyalarma giren bir¢ok bocek tiirtinde Deltamethrin’e karsi
giiclii bir diren¢ olustugunu gostermektedir (Hargreaves vd., 2000; Picollo vd., 2005;
Yaicharoen, Kiatfuengfoo, Chareonviriyaphap & Rongnoparut, 2005).

Thiamethoxam neonikotinoid sinifindan ikinci jenerasyon bir insektisit olup
neonikotinoidler arasmda %36,7’lik bir kullanima sahiptir. Neonikotinoidler, nikotinik
asetilkolin reseptoriine baglanarak bocegin Oliimiine neden olurlar. Bitki koruma ve
veteriner hekimlikte yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Organik fosforlu, karbamatl ve
piretroidli bilesiklere karsi diren¢c gelismesi nedeniyle kullanilmaya baglanan
neonikotinoidlerin de c¢ok sayida bocek smifinda direng gelisimine neden oldugu

gosterilmistir (Bass, Denholm, Williamson, & Nauen, 2015).

Boceklerle miicadelede yaygin olarak kullanilan insektisitler, bdceklerdeki
cesitli enzim ve protein mekanizmalariyla detoksifiye edilebilir veya etkinligi
azaltilabilir. Yapilan arastirmalar boceklerdeki bu detoksifikasyon mekanizmalarinda

sitokrom P-450 monooksijenaz, glutatyon S- transferaz enzimleri (Hemingway,



Hawkes, McCarroll, & Ranson, 2004) ve ABC (ATP binding cassette) tasiyici

proteinlerinin rol aldigini gostermistir (Dermauw & Van Leeuwen, 2014).

Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae) insektisit direncinin
molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasinda kullanilan bir model organizmadir. Zararh
bocek tiirleri ve insanlarla gen homolojisine sahip olmasi, sade bir sisteme sahip olmasi,
yetistirme sartlarinin kolay, kisa siireli ve masrafsiz olmasindan dolay1 arastirmacilar
tarafindan tercih edilmektedir. Drosophila melanogaster gelisimsel biyoloji,
norobiyoloji, ekolojik genetik, mutajenite ve molekiiler genetik gibi alanlarda da 6nemli
bir model haline gelmistir (Wilson, 1988).

Bu tez ¢aligmasinin amaci; tarim, halk sagligi alanlari, veteriner hekimlik gibi
alanlarda siklikla kullanilan ve ¢oklu insektisit direncine neden oldugu diisiiniilen
Sentetik piretroidli (Deltamethrin) ve Neonikotinoidli (Thiamethoxam) insektisitlerin,
model organizma olan Drosophila melanogaster Oregon R* erginlerine uygulanmasi
sonucunda olusan molekiiler cevaplar kullanilarak, boceklerde gelisen insektisit
direncinin hangi molekiiler sinyal yolaklarindan (P450, GST ve ABC proteinleri)
kaynaklandiginin analiz edilmesi ve insektisit stresi altinda duyarli ve direngli tiirlerin
verdigi bazi antioksidan gen ifadeleri (Siiperoksit dismutaz, siiperoksit dismutaz 2,
katalaz ve glutatyon sentetaz), apoptotik gen ifadeleri ( Bcl-2, Bax ve Cas 3) ile 1s1 soku
protein ifadeleri (HSP27, HSP60 ve HSP70) yanitlarinin karsilastirilmasidir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1. Model Organizma Olarak Drosophila melanogaster

Sirke sinegi olarak da bilinen Drosophila melanogaster yasam bilimlerinde en
¢ok kullanilan model organizmalardan biridir. ilk kez Thomas Hunt Morgan Drosophila
melanogaster i kullanarak kromozomal kalitim teorisini beyaz genin X kromozomunda
kalitildigmi gosteren galismasiyla 1933 yilinda Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel 6diilii
almistir (Morgan & Bridges, 1916). Bir baska Nobel 6diiliinii X 1sinlarmm mutasyon
oranlarma etkisini arastirdigi ¢alismasiyla 1946 yilinda Hermann Miiller almistir
(Muller, 1928). Bu kesiflerden DNA inversiyonu yoluyla rekombinasyonu engelleyen
dengeleyici kromozomlar ortaya ¢ikmis, bu gelismeler tek bir kromozom iizerinde
nesiller boyunca korunan mutasyonlarm oldugunu gostererek  Drosophila
melanogaster’i genetik arastirmalarda kullanilan ilk genetik sistem yapmustir (Lindsley
& Zimm, 2012).

Ard arda yapilan genetik buluslar daha karmasik genetik c¢aligmalarin
yapilmasini saglamistir. Sirke sineginde bu genetik buluslarin yapilmasi gen biyolojisi,
hiicre biyolojisi, gelisim biyolojisi, populasyon genetigi, molekiiler genetik, toksikoloji
ve bdceklerde direng gelisimi dahil olmak {izere bircok tibbi ve bilimsel arastirmaya

onemli katkilarda bulunmustur (Wilson, 1988).



2.1.1. Drosophila. melanogaster Biyolojisi

Drosophila melanogaster 4 ¢ift kromozom bulunduran basit genetik yapisi
nedeniyle genetik caligmalarda kullanilmaktadir. Drosophila melanogaster genomunun
dizilimi 2000 yilinda tamamlanmistir. Bunun sonucunda 4 ¢ift kromozomdan 3’tinde
%95’1 kodlanan 13600 gen tanimlanmistir. Yapilan analizler sonucunda insan
hastaliklari ile iligkili farkli genlerin Drosophila melanogaster ile %77 benzerlige sahip
oldugu bulunmustur. Bununla birlikte gen ifadesi ve metabolizmanin diizenlenmesinde
yer alan proteinlerin insan genleriyle benzerlik gosterdigi saptanmistir (Ong, Yung, Cai,

Bay, & Baeg, 2015; Rand, 2010).

3.5-4.5 giinler

v pupa doneminde Birinci
2.5-3 giin J ;f’.“" .
Drosophila melanogaster L AROMEIND
] T 1 giin
vasam dongiisii
W™ /
\\\ E
Uciincii ™ > 1 oii > ;
-l / giin PA larva
larva e z :
= - donemi
donemi

Sekil 2.1. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii (Yung vd., 2015)

Drosophila melanogaster’in yetistirilmesi, bakimi ve aktarilmasi kolaydir. Sirke
sinegi; musrr unu, seker, maya, agar, su ve antifungal asit karisimi1 bulunan
besiyerlerinde siselerde yetistirilebilmektedir (Rand, 2010). Sekil 2.1°de gosterildigi

gibi Drosophila melanogaster yasam dongiisii 25°C’de 10-12 giin arasi siirmektedir.



Tam baskalasim (holometabol) gegiren boceklerden olan sirke sinekleri dollendikten
sonra embriyo, 1. donem larva, 2. donem larva, 3. donem larva prepupa ve pupa evreleri
gecirdikten sonra ergin olmaktadirlar. Ergin disiler pupadan ¢iktiktan 1 giin sonra fertil
hale gecerler ve yumurtalarini besiyeri lizerine birakirlar yasam dongiisiinii tamamlayan
ergin sinekler pupadan ¢iktiktan sonra yaklasik 50-60 giin yasayabilmektedirler (Yung
vd., 2015).

2.2. insektisitler

2.2.1.Deltamethrin

Deltamethrin; genis spektrumlu, hizli etkili, temas, mide zehiri ve sinir sistemi
etki mekanizmasina sahip sentetik piretroidli bir insektisittir. Biyolojik aktivitesi ¢ok
yiiksek olan Deltamethrin uygulandig: yiizeylerde uzun siire kalint1 birakabilmektedir.
Bitkilerde sistemik etkiye sahip degildir. Memelilerde ise orta seviyede toksiktir ancak
viicuttan hizla uzaklastirilabilmektedir. Deltamethrin lipofilik 6zellige sahip bir bilesik
oldugundan bocek kiitikulalarindan kolayca alinarak, yag doku ve onositler tarafindan

metabolize edilmektedir (Erdogan, Ceyhun, Ekinci Aksakal, 2011).
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Sekil 2.2. Deltamethrin’in 2D yapis1 (Chemspider, 2018)

Molekiiler formiil: Cy,H19BroNO3



Molekiiler agirlik: 505.199 Da

IUPAC ismi: (S)-cyano(3-phenoxyphenyl)methyl (1R,3R)-3-(2,2-dibromoethenyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate (Chemspider, 2018)

Piretrinler ve piretroidler (sentetik piretrinler), halk sagligi, hayvan saghgi, bitki
koruma alanlarinda ve ugak dezenfeksiyonu da dahil olmak iizere genis bir uygulama
alaninda kullanilmaktadirlar (Wei, Mohan, & Weisel, 2012). Piretrinlerin insektisit
olarak ilk kullanimlarma antik Cin ve Iran medeniyetlerinde rastlanmistir.
Chrysanthemum cinerariaefolium (Sekil 2.3) ¢igek tablalarinin ekstreleri insektisit

olarak gelistirilmistir.

Sekil 2.3. Chrysanthemum cinerariaefolium (Taxonomy, 2018)

Dogal olarak meydana gelen alt1 tane piretrin vardir (piretrin | ve 1l sinerin | ve
Il ve jasmolin I ve Il). Piretrinlerin 151k ve hava ile hizli ayrigmalar1 nedeniyle sentetik
tirevleri olan piretroidler gelistirilerek yaygin olarak kullanilmaya baglanmigtir
(Anadon, Martinez-Larrafiaga, & Martinez, 2009). ilk piretroidler; Bioallethrin,
Tetramethrin, Resmethrin ve Bioresmethrin 1960'larda gelistirilmistir. 1974'e
gelindiginde Permethrin, Cypermethrin ve Deltamethrin. de dahil olmak iizere ikinci
nesil daha kalic1 bilesikler gelistirilmistir (Marrs, 2012). Piretrin 1 bocek oldiiriicti

etkinligi ile Piretrin II ise ani Oldiiriicti etkisi ile bilinmekte olup bu 6zelliklerini C.



cinerariaefolium c¢icek tablalarindaki bilesiklerden almaktadirlar. 1. nesil Piretrinler
yapilarini krizantemik asitten alirken, yapilarinda siyano (CN) grubu bulunduranlar Tip
I1, siyano (CN) grubu bulundurmayanlar ise Tip | sentetik piretroidli bilesikler olarak
smiflandirilmislardir. Deltametrin Tip II piretroidli bir bilesiktir. (Das & Aksoy, 2016).

Piretroidlerin ana etkileri sodyum kanallar1 {izerinde olup, sinir ve kas
hiicrelerinin islevlerinde diizensizlik yaratma seklinde toksisite olustururlar. Piretroidler
Voltaj-Kapili Sodyum Kanallar1 (VKSK) aktivasyonunu geciktirerek inaktive ederler,
boylece daha fazla Na® iyonunun hiicre zarma girmesine yol agarak ve VKSK

deaktivasyonu gergeklestirirler (Wakeling, Neal, & Atchison, 2012).

Kiiresel piretroid satiglar1 2002 yili verilerine gore piretroidlerin satig
rakamlarmm 1280 milyon dolar civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Piretroid
satiglarinin %95' ini 12 piretroidli aktif bilesen olusturmakta ve bu bilesiklerden %16’
lik pay ile Deltametrin kiiresel piretroid satis pazarmin lideri olma konumunu devam

ettirmektedir (Khambay & Jewess, 2005).

Sekil 2.4. Sentetik piretroidli insektisitlerin hedef aldigi bazi zararh tiirleri. (a) Aedes
spp (b) Anopheles spp (c) Triatoma spp ("IRAC,")

Giliniimiizde vektor kontrol programlarmm diinya c¢apmndaki basarisini
Deltamethrin ve onun muadillerine kars1 gelisen direng tehdit etmektedir. Sekil 2.4’de
sentetik piretroidli insektisitlerin hedef aldig1 bazi zararh tiirleri verilmistir. Sar1 humma
vektorii olarak da bilinen Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) ve Giiney Afrika’ da sitma

salginlarma yol agan vektorlerden biri olan Anophelus funestus (Diptera: Culicidae)



sineklerinin DDT, organik fosforlu ve karbamatli insektisit smiflarindan sonra
piretroidlere kars1 da direng kazanmasiyla c¢oklu ilag direnci kazandigi bildirilmistir
(Christophers, 1960; Hargreaves vd., 2000). Yapilmis ¢aligmalarda, Bati Afrika’da
malarya vektorii Anopheles gambiae (Diptera: Culicidae) sineklerinde ve (Chandre vd.,
1999) Kuzey Arjantin’de Chagas hastaligi (Opiiciik hastaligl) vektorii Triatoma
infestans (Hemiptera: Reduviidae) boceklerinde yiiksek seviyelerde Deltamethrin

direnci gelistigi belgelenmistir (Picollo vd., 2005).

2.2.2. Thiamethoxam

Thiamethoxam temas, mide zehiri ve sistemik 6zelliklere sahip genis spektrumlu
bir insektisittir. Pek ¢ok iilkede sebze, siis bitkisi, tarla bitkileri, tahillar ve meyvelerde
bulunan sokucu emici agiz yapisia sahip Hemiptera takimindan yaprak bitleri, beyaz
sinek ve ¢igneyici agiz yapisina sahip c¢ekirgelere, Coleoptera takimlarindan boceklere
kars1 etkili olup emici agiz yapisina sahip Lepidoptera tiirlerinin ergin Oncesi
donemlerine kars1 da kullanilmak tizere ruhsatlandirilmistir (Elbert, Nauen, Leicht,
1998; Motohiro, 2000).
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Sekil 2.5. Thiamethoxam’m 2D yapis1 (Chemspider, 2018)

Molekiiler formilii: CgH1oCINsO3S
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Molekiiler agirlik: 291.715 Da

IUPAC Ismi: 3-[(2-Chloro-1,3-thiazol-5-yl)methyl]-5-methyl-N-nitro-1,3,5-
oxadiazinan-4-imine (Chemspider, 2018)

Thiamethoxam neonikotinoid smifindan bir insektisit olup, tarimda yaygin
olarak kullanilan yeni bir insektisit smifidir (Ensley, 2012). Neonikotinoidler,
postsinaptik nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR'ler) {lizerinde etki gosterir.
Boceklerde, bu reseptorler merkezi sinir sisteminde bulunur. Diisiik konsantrasyonlarda
sinir uyarimina neden olurken, yiiksek konsantrasyonlarda reseptor blokaji, felg ve
oliime yol acar. Neonikotinoidler nAChR'lere omurgalilara goére daha gii¢lii bir sekilde
baglanirlar, bu yiizden segici olarak boceklere daha toksik olurlar (Tomizawa & Casida,
2005).

Giinlimiizde neonikotinoidler toplam kiiresel insektisit satiglarinin % 25'inden
fazla pazar payma sahip olup, Thiamethoxam bu bilesikler igerisinde %36.7’ lik bir
kullanima sahiptir. (Bass vd., 2015). Onemli neonikotinoid insektisitler ve piyasaya

giris yillar1 Sekil 2.6°da verilmistir.

= . o Cl
N ()
WERLIVON DN
" o, 1.’
CH
Imidacloprid Thiamethoxam Thiacloprid
1991 1995 1995 1998 2000 2001 2002
Nitenpyram Acetamiprid Clothianidin Dinotefuran

Cl e cl
Oy, VUL U, AU
“Me ’ s “Me “ue
f | | |
H “No, H\CH H\Nﬂ_, N‘Hﬁ_.

Sekil 2.6. Onemli neonikotinoid insektisitler ve piyasaya giris yillar1 (Bass vd., 2015)
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Neonikotinoid insektisitlerin hedef aldig1 bazi 6nemli zararl tiirleri Sekil 2.7°de
verilmistir. Neonikotinoidlere karsi gelismis ilk diren¢ vakasi Ispanya’da Bemisia
tabaci’de (Hemiptera: Aleyrodidae) imidaclopride karsi belgelenmistir. Arthropod
Pestisit Direng Veri Taban1 (APRD) 330'dan fazla imidacloprid direncini ve bunu
takiben 130 Thiamethoxam ve 50 acetamiprid direnci olgusunu belgelemistir. Son
yillarda artropodlarda neonikotinoidlere karsi gelisen direng vaka sayisi artmistir(Bass
vd., 2015). Bemisia tabaci (Horowitz, Kontsedalov, & Ishaaya, 2004), Frankliniella
occidentalis (Thysanoptera: Thripidae) (Gao, Ma, Shan, & Wu, 2014), Musca
domestica (Diptera: Muscidae) (Kristensen & Jespersen, 2008), Leptinotarsa
decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) (Mota-Sanchez, Hollingworth, Grafius, &
Moyer, 2006) ve Myzus persicae’de (Hemiptera: Aphididae) Thiamethoxam direnci ve
diger neonikotinoidlere karsi ¢apraz direng bildirilmistir. Buna gore, Thiamethoxam
direncinin bazi boceklerde sitokrom P-450 monooksijenaz ve karboksilesteraz enzim

mekanizmalariyla iliskili oldugu bulunmustur (Feng vd., 2010; Gao vd., 2014).

Sekil 2.7. Neonikotinoid insektisitlerin hedef aldigi1 bazi 6nemli zararh tiirleri (a)
Bemisia tabaci, (b) Leptinotarsa decemlineata (c) Myzus persicae (Jeschke & Nauen,
2005).

Neonikotinoidlerin zamanla toprakta birikerek kaliciliklar1 artmustir. Suda
¢ozlinebilen bu bilesikler yeralt1 sularina sizabilmektedirler (Goulson, 2013).
Neonikotinoidler seg¢ici olarak bdceklere toksik olmalari nedeniyle kullanilmaya
baglanmalarma ragmen son yillarda yapilan caligmalar ekosisteme ciddi olumsuz
etkileri olduklarin1 géstermistir (Sekil 2.8). Bu ¢alismalarda neonikotinoidlerin toprak

(Robinson, 2001), su kaynaklar1 (Thuyet, Jorgenson, Wissel-Tyson, Watanabe, &
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Young, 2012) ve kullanildiklar1 bitkiler iizerinde, hedef olmayan organizmalara toksik
diizeyde bir kalint1 olusturduklar1 belirlenmistir (Byrne & Toscano, 2006). Bitkilerdeki
kullanimlar1 polen, nektar ve dokular1 araciligiyla alimmasi bal arilarinda toksik etkilere
neden olarak arilarda yon bulma ve hafizalarina ciddi zararlar vermistir (Whitehorn,

O’connor, Wackers, & Goulson, 2012).
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Sekil 2.8. Neonikotinoidlerin ekosistem tizerindeki etkileri (Kimantas, 2013)

2.3. insektisit Direnci

Insektisit Direnci; Boceklerde insektisitlerin ilk uygulandiklari dozlardan daha
az etkilenen genetik 1klarin ortaya c¢ikmasi olarak tanimlanmaktadir. Ayni
insektisitlerin uzun sireli kullanimlar1 sonucunda insektisit baskis1 altinda yetisen
jenerasyonlarda cesitli adaptasyonlar, duyarli bireylerin popiilasyondan elenmesine ve
direngli bireylerin seleksiyonuna neden olmaktadir (Sekil 2.9). Bocek popiilasyonlari
insektisitlerin ~ baglandiklar1  hedef bdlgede degisiklik  olusturarak  direng
gelistirebilmektedirler. Metabolik olarak  yapilan bu  degisiklikler, genetik
mekanizmalarla yeni nesillere aktarilarak direngli nesillerin iiremesine yol agmaktadir.
Direng derecesi nesilden nesile degisebilecegi gibi sabit popiilasyonlarda da goriilebilir
(Karatas & Bahgeci, 2009)
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Sekil 2.9.Insektisitlere direng gelisimi (IRAC,2018)

Insektisit direnci, yiizyila yakin siiredir bocek kontrolii ve yonetimini etkileyen
onemli bir faktdr olmustur. Insektisit direncini belgeleyen ilk makale San Jose kabuklu
biti Quadraspidiotus perniciosus’da (Hemiptera: Diaspididae) kiregli kiikiirte karsi
Melander (1923) tarafindan yaymlanmstir (Schowalter, 2016). Daha sonra 1940’larda
DDT, siklodien ve organofosfor insektisitlerinin piyasaya ¢ikmasiyla direng vakalarinda
artts meydana gelmistir. 1940’larin sonlarindan beri insektisit direncine yol agan
bilesikler, vaka sayilar1 ve dayanikli tlirlerin sayilar1 her gegen giin artmaktadir. 1960 ve
1970’lerde insektisitlere ek olarak herbisitler ve fungisitlere de direng gelistigi
goriilmiistiir (Sparks & Nauen, 2015) (Sekil 2.10). Insektisit direnci birtakim genetik
veya adaptif degisikliklerden dolay1r ortaya ¢ikan bir olgu olup dirence neden olan
genlerin kokeni ve yayilimi hala tam olarak anlagilamamustir (Perry, Batterham, &
Daborn, 2011).
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Sekil 2.10. 1914-2015 yillar1 arasinda arthropodlarda insektisit direncinin evrimi
(IRAC, 2018)

A-) Tiir sayismi, B-)Diren¢ vakasi sayisini, C-) Bilesik sayisin1 gdstermektedir.
Grafigin sol tarafi kiimiilatif diren¢ vakasi sayisini, sag tarafi ise tiir ve bilesik sayisini

gostermektedir.

Athropodlarda 1914’den 2015’e kadar insektisit uygulanmasi sonucu direngli tiir
sayis1 597, direng vakasi sayis1 14644 ve direng gelisen bilesik sayis1 336 olarak tespit
edilmistir (IRAC, 2018). Veriler organik sentetik kimyasallarm kullanim tarihleri ¢ok
eski olmamasma ragmen, insektisit kullanimi hakkinda olumlu bir izlenim
vermemektedir. Ayrica ¢ok sayida bilesige karsi direng gelismis olmasi insektisit

direncinin ulastig1 boyutu gozler 6niine sermektedir.

2.4. Insektisitlere Kars1 Gelisen Diren¢ Mekanizmalar

2.4.1 Metabolik Direncg

Metabolik direng; direngli boceklerin metabolik faaliyetlerle enzim seviyelerini
arttirarak, insektisit molekiillerini ortadan kaldiran biyokimyasal veya fizyolojik bir
savunma mekanizmasidir. Enzimler, ksenobiyotikleri hizli bir sekilde detoksifiye

ederek toksik olmayan bir bilesige g¢evirebilirler. Direngli boceklerde direng gelisimi
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enzim yapilarinin daha yiiksek bir katalitik aktiviteye sahip olmasi, gen ekspresyon
seviyelerindeki artis ve gen ekspresyonlar1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Detoksifikasyon,
hidroliz veya oksidasyon siireglerinden olusan faz I tepkimeleri ile glutatyon gibi
endojen bilesiklerin konjugasyonu sonucu olusan faz II tepkimeleri siirecleriyle
gerceklestirilir (Panini, Manicardi, Moores, & Mazzoni, 2016). Metabolik direng
mekanizmalar1; P-450 monooksijenazlar, hidrolazlar ve glutatyon-S-transferaz
enzimleridir. Insektisitlere kars1 metabolik direng; Lepidoptera, Coleoptera ve Diptera
takimlarmin tiirlerinden ¢esitli boceklerin direng gelistirdigi yaygin bir mekanizmadir.
Bugiine kadar yapilan c¢aligmalarin ¢ogu, P450'ler, GST'ler ve esterazlarin roliinii

acikliga kavusturmustur (Pittendrigh vd., 2014).

2.4.2 Hedef Bolge Direnci

Hedef bolge direnci bir¢ok bdcek tiirlinde insektisit direncine yol acan nokta
mutasyonlarin olusmasiyla gergeklesen bir savunma mekanizmasidir. Herhangi bir etki
mekanizmasi sinifindan bilesiklerin tiimii genellikle belirli bir hedef bdlge direnci ile
degisen derecelerde etkilenirler (Panini vd., 2016). Toksinin hedef bolgesindeki
konformasyonel degisiklikler nedeniyle, insektisit bocek i¢cin daha az toksik hale gelir.
Hedef bolgedeki bu tiir degisiklikler, toksinin hedef boélgeye baglanma yetenegini
azaltarak veya hedef bolgenin toksine yanitin1 degistirerek olusabilmektedir (Pittendrigh
vd., 2014).

Hedef bolge proteinlerindeki mutasyonlar, boceklerde bulunan en iyi bilinen
piretroid direng mekanizmasidir (Nkya, Akhouayri, Kisinza, & David, 2013). DDT ve
piretroidler gibi ndrotoksik bilesiklerin hedefleri olan voltaj kapili sodyum kanallar1
sivrisinekte ilag direncinin gelismesinde énemli rol oynamaktadir. (Catterall vd., 2007;
Narahashi, 1996),

Hedef bolge direnci ¢alismalarinin ¢ogu ilk olarak M. domestica’da gozlenen kdr
(knockdown resistance) mutasyonundan kaynaklandigin1 gostermektedir. En ¢ok
belgelenen kdr mutasyonu ise sodyum kanalinin 2. domaininin 4. ve 6. segmentlerinde
ve genel mutasyonlarm ¢ogu 1014 pozisyonundaki fenilalanin ile 16sin aminoasitlerinin
yer degistirmesi seklinde olusmaktadir (Williamson, Martinez-Torres, Hick, &
Devonshire, 1996).
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Kdr direnci terimi, DDT veya piretroidli insektisitlerin bdceklerin sinir
sisteminde etki ettikleri hedef bolgelerin degistirilmesiyle olusan direnci tanimlamak
icin kullanilmaktadir (Soderlund & Knipple, 2003). Piretroidlere karsi olusan kdr
direnci, uzun zamandir bu insektisitlerin hedefi olan sodyum-kanal genindeki
mutasyonlarla iliskilendirilmistir. Bugiine kadar 50’den fazla sodyum kanal mutasyonu
teshis edilmis ve bu mutasyonun kdr direnci ile iliskili oldugu tespit edilmistir (Xu, W.,
Liu, S., Zhang, Y., Gao, J., Yang, M., Liu, X., Tao, L., 2017).

2.4.3 Davramssal Diren¢

Bir bocek veya onun yavrulari i¢in hayatta kalma sansinin artmasina yol agan
herhangi bir kaginma davranis1 davranigsal diren¢ olarak tanimlanmaktadir. Bocekler
insektisit uygulamasmi fark ederek uygulama yapilmis alandan uzaklasabilir ya da
beslenmelerini kesebilirler. Davranislarini degistirerek toksin molekiillerinden kaginan
direncli bocekler Kalitsal bir mekanizma veya mekanizmalar gelistirebilirler. Ornegin,
ovipozisyondaki davranis degisiklikleri, lahana yaprak giivesi Plutella xylostella'da
insektisitlere karsi bir kagmma davranisi olarak gézlenmistir (Pittendrigh vd., 2014).
Laboratuvarda yetistirilen P. xylostella' nin insektisit uygulanmis konukg1 bitkilere
yumurta birakma deneyinde, giivelerin sap ve yaprak yerine topraga daha fazla yumurta
birakmayi tercih ettikleri gozlemlenmistir (Sarfraz, Dosdall, & Keddie, 2005).

2.4.4 Penetrasyon Direnci

Bu mekanizma, direngli boceklerin duyarli boceklere gore kutikulalarmin
insektisitin viicuda alinmasini yavaslatacak sekilde degisiklik olusturmasiyla karekterize
edilmektedir. Penetrasyon direnci direngli boceklerde metabolik direng gibi
mekanizmalarin varhiginda eksprese oldugu zaman dirence giiglii bir katkida bulunan bir
faktor ya da diizenleyici olarak gorev almaktadir. Son zamanlarda yapilmig ¢alismalarda
Myzus persicae’nin neonikotinoid direngli populasyonlarinda proteinlerin farkli sekilde
ifade edildigi ve Tribolium castaneum, Helicoverpa armigera (Noctuidae: Lepidoptera)
ve Blattella germanica (Dictyoptera: Blattellidae) ve Anopheles gambiae’nin de dahil
oldugu bazi bocek tiirlerinde kutikula penetrasyonunda azalma yolu ile insektisit direnci

gosterilmistir. (Puinean vd., 2010). Penetrasyon direnci piretroid direngli Musca
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domestica’da kdr direncine, hedef bolge direncine, sitokrom P450 Cyp6dl'in asiri
ekspresyonuna (metabolik direng) ve diisiik penetrasyona baghidir (Seifert & Scott,
2002).

2.4.5 Capraz Diren¢

Bir insektiside kars1 duyarliligin1 kaybetmis bocek ya da bocek toplulugunun o
insektiside yakin kimyasal yapiya veya benzer etki mekanizmasma sahip diger
insektisitlere karsi da direngli olmasi durumuna capraz direng adi verilmektedir
(Chapman & Penman, 1979). Capraz direng, birgok farkli bocek tiirtinde ve ¢oklu
insektisit direnci tiplerinde belgelenmistir. Malathiona direngli Ceratitis capitata
(Diptera: Tephritidae) populasyonlarinin, bazi organofosfat, karbamat, piretroid ve bir
benzoil tre smifi insektiside karsi farkli ¢apraz direng seviyelerine sahip oldugu

gozlenmistir (Couso-Ferrer vd., 2011).

DDT ve piretroidli insektisitler kimyasal olarak farkli olmalarina ragmen voltaj
kapili sodyum kanallarma etki etmektedirler. DDT nin geg¢miste kullanimi, hedef
bolgedeki kdr mutasyonu nedeniyle DDT’ ye karsi pek ¢ok bocek tiiriinde direng
gelisimiyle sonuglanmistir. Populasyondaki bu mutasyonlar DDT’ye ek olarak tiim
piretroidler i¢in de dirence neden olmustur (Brengues vd., 2003; IRAC, 2018). Beyaz
sinek Bemisia tabaci Pyripyroxyfen (juvenil hormon analogu) direngli ve hassas wklar1
tizerinde yapilan ¢alismalarda neonikotinoid ailesinden Acetamiprid, Imidacloprid ve
Thiamethoxama kars1 gapraz direng gelistirdigi gorilmistiir (Ishaaya, Kontsedalov, &
Horowitz, 2005).

2.4.6 Coklu Direnc

Coklu diren¢ basta membran ana pompa mekanizmalar1 olmak iizere, bir¢ok
farkli direng mekanizmasmin direngli boceklerde ayni anda mevcut olmasiyla
gerceklesir. Farkli direng mekanizmalar1 birden fazla kimyasal smifa karsi direng
saglamak i¢in bir araya gelebilmektedir. Yapilan caligmalara gore Tetranychus urticae
(iki noktali kirmizi 6riimcek) ve Helicoverpa armigera’da ( pamuk yesil kurdu) ¢oklu

ilag¢ direnci tespit edilmistir (Dermauw & Van Leeuwen, 2014). Bat1 Afrika, Benin’de
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Anopheles gambiae ve Culex quinquefasciatus’da hedef bolge modifikasyonu ve
metabolik detoksifikasyon direng tipleri sitma ile miicadele programlari ile kapali alan
ilaclamalarinda kullanilan bir¢ok farkli insektisit grubuna karsi c¢oklu ilag direng

mekanizmalar1 gelistirdikleri belgelenmistir (Corbel vd., 2007).

Coklu insektisit direng lokuslar1 arasindaki etkilesimleri inceleyen caligmalarin
cogu, Musca domestica kullanilarak yapilmistir. M. domestica, kiiresel vektor miicadele
programlarinda kimyasal miicadelesi yapilan vektdr kaynakli insan ve hayvan
hastaliklarinin 6nemli bir vektoridiir (Hardstone & Scott, 2010). Seftali-yaprak biti
Myzus persicae’nin hassas wrklarinda Pirimicarb ve Triazamate insektisitlerine karsi
insektisit direnci kazandirildiktan sonra DDT ve piretroid uygulamasiyla da ¢oklu ilag

direnci kazandig1 goriilmiistiir (Field vd., 1997).

2.5 Boceklerde Detoksifikasyon Mekanizmalar:

Bocekler yagamlari siiresince ¢esitli bitkisel veya antropojenik toksinlere maruz
kalmaktadir. Bu toksinlerin viicuttan atiimu faz I, faz 1l ve faz Ill detoksifikasyon

mekanizmalariyla gergeklestirilmektedir.

Faz | enzimleri kutupsuz yapidaki insektisitleri oksidasyon, hidroliz veya
indirgenme yoluyla reaktif ve kutuplu ara maddelere doniistiirmektedirler. Faz I
detoksifikasyon enzimlerinden bdceklerdeki rolleri iyi bilinenler sitokrom P450
monooksijenaz enzim sistemleridir. P-450 enzimleri, insektisitlere elektrofilik veya
niikleofilik maddeler ekleyerek daha az zehirli ara maddelere doniistiirmektedirler.

(Rene Feyereisen, 1999).

Faz II detoksifikasyon mekanizmalarinda GST (Glutatyon S- Transferazlar)
enzimleri rol almaktadir. Faz Il detoksifikasyon mekanizmalarinda, faz | enzimleri
tarafindan  kutuplu yap1 kazandirllan ara maddeler hidrofilik maddelere
doniistiiriilmektedir. Faz I reaksiyonlar1 sonucunda insektisitlere hidroksil, karboksil ve
epoksidaz gibi fonksiyonel gruplar eklenmektedir. Bu gruplarin eklenmesi sonucunda
glutatyon, fosfat, siilfat, aminoasit gibi biiyilk molekiiller olusmaktadir. Faz II
reaksiyonlar1 sonucunda daha az zehirli polar yapida maddeler olusturularak viicuttan

atilmaktadir. (Ranson & Hemingway, 2005).

19



Faz 111 tasiyicilar1 P-glikoproteinleri (MDR), ¢oklu ilag direnci iliskili proteinleri
(MRP) ve organik anyon taginmasinda rol alan polipeptidleri kapsamaktadir. Faz III
tastyicilart icerisinde en iyi bilinen tasiyict ailesi ABC (ATP baglayan kaset)
proteinleridir. Faz | ve faz 1l reaksiyonlar1 sonucunda olusan aminoasit, lipit, seker gibi
biiyiik yapilt maddelerin, ksenobiyotikler ve ilaclarin substratlar boyunca tagimnmasini
ATP hidrolizleyerek saglamaktadirlar (Chahine & O'Donnell, 2011; Xu, & Kong,
2005).

2.5.1 Sitokrom P450 Monooksijenazlar

Sitokrom P450 veya CYP genleri, boceklerde hormon, asit, steroit veya viicuda
alinan insektisitlerin yapimlarini ve yikimlarmi diizenleyen bir enzim sistemidir. Bocek,
bitki, bakteri, protista, mantar ve memeli gibi bir¢ok farkli organizmada bulunmaktadir.
(Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000). P-450 enzim sisteminde faz I reaksiyonlari
gerceklestirilmektedir. P-450 enzimleri okaryotlarda mitokondri ve endoplazmik
retikulumda bulunmaktadirlar. Her bir P450 proteini, ayr1 bir CYP geninin iirtintidiir.
P450 proteinleri 45 ile 55-kDa agirligindaki hem-tiolat enzimleridir. Bu enzimlerin
ortak Ozellikleri, adlandirildiklar1 Fell-CO kompleksinin 450 nm’de absorbans
vermesidir (Omura & Sato, 1964).

Ilag ve pestisitler gibi ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve / veya aktivasyonu
icin P450’ler kritik 6neme sahiptir. Boceklerde P450'ler insektisitler ve bitki toksinleri
gibi ekzojen bilesiklerin detoksifiye edilmesinde 6nemli bir rol oynar ve bunlarin asiri
ekspresyonu, P450 proteinlerinin ve aktivitelerinin artmasina neden olabilir.
Insektisitlerin  metabolik detoksifikasyonunun arttirilmas1  boceklerde insektisit

direncinin gelismesinde rol oynamaktadir. (N. Liu, Li, Gong, Liu, & Li, 2015).
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Sekil 2.11. Insektisit direncinde P-450 geninin diizenlenmesi (N. Liu vd., 2015)

Boceklerde insektisit direncinin  P450 genleri tarafindan diizenlenme
mekanizmasi Sekil 2.11°de gosterilmistir. Bu model detoksifikasyon mekanizmasi ve
evriminin P-450 gen ifadelerinin trans veya cis diizenleyici elementlerle diizenlenerek,
direngli boceklerde P-450 geninin artis gostermesinin bazal transkripsiyon faktorleri
(BTF) ve trans diizenleyici faktorler (TRF) ile etkilesim i¢inde oldugunu gostermektedir
(N. Liu vd., 2015).

[lk bocek P450’lerinin klonlanmasi ve dizilenmesi 1989°da Musca
domestica’dan Cyp6al geni (René Feyereisen, Koener, Farnsworth, & Nebert, 1989) ve
1992°de Drosophila melanogaster’den Cyp4dl ve Cyp6a2 genleri ile yapilmistir
(Waters, Zelhof, Shaw, & Ch'ang, 1992). Drosophila melanogaster ile 2000 yilinda
baglayan bocek genom dizileme projeleri boceklerde P450 enzimlerinin dizisini ortaya

cikarmustir (Tijet, Helvig, & Feyereisen, 2001).
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Sekil 2.12. P450 terminoloji semasi (Feyereisen, 2012)

CYP terminolojisi (Sekil 2.12) kodladiklar1 proteininin benzerlik derecesini ve
genler arasindaki evrimsel iligkileri yansitacak bi¢cimde sekillendirilmistir. P450
proteinleri, bazi yazarlar ve InterPro tarafindan, aktif bolgeye elektron aktarimini

yansitan smiflara ve gruplara (B, E, I, II, III, vb.) gore kategorilere ayrilmistir

(Hannemann, Bichet, Ewen, & Bernhardt, 2007).

Insektisit bilesiklerinin insektisidal etkisini detoksifiye eden Cyp6gl, Cypl2d1
ve Cyp6a2 genleri birbirleriyle gen homolojisine sahip olup bu genlerin direng verileri
son zamanlarda DDT, Neonikotinoidler, Piretroidler ve Organofosfatlarda
belgelenmistir. Cyp6gl, Cypl2dl ve Cyp6a2 ve dort P450 geninin insektisit
direncindeki rollerinin transpozon ¢esitlilikleri ile iligkili oldugu bulunmustur (Chen &
Li, 2007; Jones vd., 2010). Cyp6gl, Cypl2dl ve Cyp6a2 geni Drosophila
melanogaster’de 2. Kromozomda yer alan P450 genleridir. Bu genler, heme enzimlerini
baglama, demir iyonlarini1 baglama, molekiiler oksijenin azaltilmasi veya arttirilmasi ile

oksidorediiktaz aktivitesine sahip genlerdir (NCBI, 2018).

2.5.2 Glutatyon S — Transferazlar

Glutatyon S-transferazlar (GST'ler) hemen hemen tiim organizmalarda
detoksifikasyon mekanizmasmin 6nemli bir bileseni ve metabolizma veya ksenobiyotik
triinlerine Glutatyon baglayarak c¢oztniirliiklerini arttiran ve hiicreden atilimimi

saglayan faz I detoksifiye edici enzimlerdir. Dogal koruyucu sistemlerden biri olarak

22



kabul edilen GST enzimleri pestisitler, antikanser ilaglar kimyasal kanserojenler ve

cevresel kirlilikler gibi elektrofilik etkenlerin detoksifikasyonunda 6nemli role sahiptir

Hiicre ic¢inde bulunduklar1 yere gore smiflandirilmig ti¢ GST grubu vardir.
Bunlar; mikrozomal ve sitosolik GST’ler ile memeli mitokondri ve peroksizomlarinda
bulunan Kappa siifidir (Morel vd., 2004). Genel olarak siniflandirilmig olan ise alti
sitozolik GST protein sinifi vardir. Bunlar; Delta, Epsilon, Omega, Teta, Sigma ve
Zeta’drr. Sadece bdoceklerde smiflandirilmis olanlar Delta ve Epsilon siiflaridir

(Enayati, Ranson, & Hemingway, 2005).

Drosophila melanogaster’de Delta ve Epsilon smiflarindan GSTD1, GSTD2,
GSTD3, GSTD4, GSTD5, GSTD6, GSTD7, GSTD8, GSTD9, GSTD10 ve GSTEL1,
GSTE2, GSTE3, GSTE4, GSTE5, GSTE6, GSTE7, GSTE8, GSTE9 ve GSTE10
genleri tanimlanmustir. Yapilmis bir ¢alismada reaktif oksijen tiirlerinden Arasidonik
asitin tiirevi olan 4-HNA(4 hydroxynonenal)’nin Drosophila melanogaster bireylerine
uygulanmast sonucu GSTDI’in 4-HNA’y1 metabolize ettigi goriilmiistiir (Sawicki,
Singh, Mondal, BENES, & Zimniak, 2003) .

GST aracili insektisit direncinin detoksifikasyon mekanizmalar1 dogrudan faz I
mekanizmasiyla olabilecegi gibi faz 11 P450 ve Kkarboksilesteraz enzimlerinin
detoksifikasyon mekanizmalarinin ~ {riinlerinin  metabolize  edilmesi  seklinde
gelisebilmektedir. GST reaksiyonlarinda en iyi bilinen glutatyonun (GSH) birlesme
reaksiyonudur. GSH’lar kimyasallarin  elektrofilik merkezindeki indirgenmis
glutatyonun tiyol grubunun (GS-) niikleofilik saldirilarini katalize ederler (Mannervik,
1985). GSH’lar kimyasal ve/ veya kimyasallarin suda ¢oziilerek hiicreden atilimini
saglayan yiiksek duyarliliga sahip niikleofil bolgeleri etkisizlestirirler (Habig, Pabst, &
Jakoby, 1974).

Bugiine kadar, Glutatyon birlesmesi yoluyla gelisen direng, organik fosforlular
(Enayati vd., 2005; Yamamoto & Yamada, 2016) , piretroidler (Vontas, Graham, &
Hemingway, 2001) ve spesifik akarisitler (Pavlidi vd., 2017) dahil olmak tizere farkli

insektisit siiflarinda gosterilmistir.

GST kaynakli detoksifikasyon, dehidroklorinasyon reaksiyonu yoluyla da
meydana gelebilir, burada GS- klorun ayrigmasina yol agan substrattan bir hidrojen

atomunu uzaklastiran bir kofaktor olarak kullanilir. Sekil 2.13’de Klorlandirilmis
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hidrokarbonlardan DDT i¢in GST'nin aktif bdlgesinde iiretilen tiyolat anyonu (GS-),
genel bir baz olarak hareket ederek DDT’den bir klor atomu uzaklastirilmasi, hidrojen
atomunun ayrilmasima yol acarak zararsiz DDE' yi meydana getirmesi gosterilmistir.
Diger klorlandirilmis hidrokarbonlu insektisitler, 6rn. Lindan, glutatyona konjugasyon
yoluyla detoksifiye edilir (Enayati vd., 2005).
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Sekil 2.13. GST'lerin DDT dehidroklorinaz aktivitesinin modeli (Enayati vd., 2005)

Son yillardaki ¢aligmalar temel olarak boceklerin direng kazanimi konusundaki
mekanizmalarini degerlendirmek i¢in iki genel yaklasimi igermektedir: (1) Toplam GST
aktivitesi diizeylerinin Slglilmesi ve (2) GST inhibitorlerinin kullanimi ile sinerjizm

analizleridir.

Genom dizileme teknolojilerindeki ilerlemeler, genom ¢apinda mikrodiziler ve
MRNA dizilemesi gibi kantitatif gen ifadeleri yeni yiiksek verimli teknolojilere yol
acmustir.  Bu, GST'lerin, toksik maddelere kisa siire maruz kalmasi tizerine
olusturduklar1 asir1  ekspresyonlar1 diren¢ veya detoksifikasyondaki rollerini
belirlemistir. Modern biyokimyasal ve genetik teknikler, bireysel GST'lerin in vitro ve
in vivo iglevlerinin ortaya ¢ikarilmasmi kolaylastrmistir. (Pavlidi, Vontas, & Van
Leeuwen, 2018).

2.5.3 ATP Baglayan Kaset (ABC) Tasiyic1 Protein Ailesi

Drosophila melanogaster’da beyaz g6z mutasyonunun kesfedilmesiyle
Drosophila melanogaster genetigi ortaya c¢ikmis ve beyaz goz mutasyonu

arthropodlarda ABC tasiyict proteinlerinin gostergesi olmustur. ABC ailesi yasamin
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tiim alemlerinin en biiyiik tasiyici ailesi olarak kabul edilen faz III tasiyicilaridir. ABC-
tastyicilari, aminoasit, seker, lipit, inorganik iyon, polisakkarit, metal, peptid, toksik
metabolit ve ilaglar1 da kapsayan bir dizi substratin taginmasina aracilik eder. ABC
ailesine ait proteinler sitoplazma ile dis gevre arasinda olusturduklar1 lipid zarlarindan
olusan kanal yapisi ile ATP’nin baglanmasi ve hidrolizi sonucu agiga ¢ikan enerjiyi
kullanarak konsantrasyon farkina karsi maddelerin ¢ift yonlii tasinmasma aracilik

ederler.(Dermauw vd., 2014; Licht & Schneider, 2011)

Tim hiicreler ve organeller dis ortamdan lipid membranlarla ayrilir ve bu
membranlar boyunca genis cesitlilikteki bilesikleri dolasima katmak i¢in tasiyicilara
ihtiya¢ duyarlar. ABC tasiyict proteinleri yapisal olarak ATP'yi baglayan ve hidrolize
eden iki sitosolik “niikleotid binding domain” (NBD) ve iki adet “transmembran
domain’den (TMD) olusur (Sekil 2.14) (Higgins & Linton, 2004; Rees, Johnson, &
Lewinson, 2009).

Dls T\IDI T\IDZ
!!;!g! Al e "‘ sS)sz Llpid zarlar
NH2 . COOH
Adm I Adm H, a Adm III Adm IV
[\

k.!%.

Sekil 2.14. ATP aktarim mekanizmasi (Dermauw vd., 2014)

ATP-aktarim mekanizmasi, ABC tastyicilarmin tagima dongiisiiniin anlagiimasi
icin kullanilan modeldir. Bu modelde tasima dongiisii, substratlarm TMD'lere
baglanmasiyla baglatilmaktadir. Daha sonra, ATP baglanmast ve NBD-dimer
olusumunun kapanmasini kolaylastiran NBD'lerde sekilsel bir degisiklik olugmaktadir.
Kapali NBD dimeri, TMD'lerin disa dogru donmesi ve agilmasiyla, substrat
translokasyonunu baslatarak TMD’lerde biiyiik bir sekilsel degisikligi olusturur. Son
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adimda, ATP, kapali NBD dimerinin agilarak temel konumuna donmesi igin

hidrolizlenir. (George & Jones, 2012)

ABC protein ailesi, NBD'lerin sekans benzerligine dayanarak, A-H harfleriyle

gosterilen sekiz alt aileye bolinmiistiir.

-ABCA alt familyas: ABCA tasiyicilarinin  arthropod tasiyicilar1 tam olarak

bilinmemektedir. Ancak lipid tasinmasinda rol aliyor olabilecegi diisiiniilmektedir.

-ABCB alt familyasi: ABCB tasiyicilar1 yarim ve tam tagimayi icerir. ABCB-FT tam
taginmay1 icerir ve MDR49, MDR50 ve MDRG65 insektisitlerin taginmasinda rol alirlar.

ABCB-HT yarim tagima ise agir metallerin tasinmasinda rol alirlar.

-ABCC alt familyast: Hiicre yiizeyi reseptor aktivitesi, iyon tagimaciligi gibi islevsel
olarak farkl ozelliklere sahiptir. Genis ¢apta ilaglar1 gecirme kabiliyetleri nedeniyle

bircok ABCC ¢oklu ilag direnci ile iligkilendirilmistir.

-ABCD alt familyasi: dimerizasyon igin gerekli olan yar1 tasimadaki islevsel tasiyicilari

olustururlar.

-ABCE ve ABCEF alt familyasi: diger ailelerden 2 NBD (niikleotid baglayan bdlge)’ye
sahip olan ancak TMD ( transmembran baglayan bolge)’ye sahip olmayan tasimadan

baska biyolojik siire¢lerde yer alan ailelerdir.

-ABCG alt familyasi: Drosophila melanogaster’de g6z rengi fenotipinin belirlendigi

tasima ailesidir ve insektisitlerin tasinmasinda rol alirlar.

-ABCH alt familyasi: fonksiyonlar1 tam olarak anlasilmamis olmasma karsin ABCG

ailesine benzerdirler (Dermauw vd., 2014).

Bakteri, nematod ve insan ABC tasiyicilarina kiyasla, artropod ABC tastyicilari
hakkindaki bilgiler olduk¢a azdir. Simdiye kadar 400 artropod ABC proteininden 7
arthropod tiiriiniin ABC familyalar1 detayli olarak incelenmistir. Bunlar; Dipterlerden
Drosophila melanogaster ve Anopheles gambiae, bal arist Aphis mellifera
(Hymenoptera: Apidae), ipek bocegi Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae), un biti
Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae), iki noktali kirmizi oriimeek
Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) ve su piresi Daphnia pulex’dir (Diplostraca:

Dapniidae) (Broehan, Kroeger, Lorenzen, & Merzendorfer, 2013; Dermauw vd., 2013;
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Xie vd., 2012; S. Liu vd., 2011; Sturm, Cunningham, & Dean, 2009; Roth vd., 2003;
Dean, Rzhetsky, & Allikmets, 2001).

2.5.3.1 ABCB Ailesi

ABCB alt ailesi, yarim (HT) ve tam tastyicilardan (FT) olusmaktadir. Bu alt aile
soya 0zgli kopyalariyla kendini gesitlendirmistir. Drosophila melanogaster'deki ABCB
FT'lerden, MDR65 geni kan-beyin bariyeri (BBB)’deki kimyasal etkilesimler ve
MDR49 geni iireme hiicrelerinin gogiinde nemli bir rol oynadigi i¢in kapsamli bir
sekilde c¢aligilmiglardir. D.melanogaster'deki homoloji arastirmasi, kromozomal
konumlarma gore adlandirilan MDR49, MDR50 ve MDR65 genlerinin tanimlanmasina
yol a¢mustir. Drosophila melanogaster MDR homologlari, memeli homologlarina
yaklagik % 50 oraninda 6zdes ve niikleotid seviyesinde kendi aralarinda % 53 oraninda
homolojiye sahiptirler.(Gerrard, Stewart, & Dean, 1993; Wu, Budding, Griffin, &
Croop, 1991). Bu ABC tasiyicilarinin insektisitlerin viicuttaki dagilimi {izerinde bir
engel olusturmasi veya degistirmesi olasiligi az sayida arastirilmistir. Drosophila
melanogaster’in DDT direngli wklar1 iizerinde yapilan bir c¢alismada, RNAIi
baskilanmasmin DDT’nin LDsy dozunda MDR50 ve MDR65 genlerinde kiigiik ama
anlamli bir azalmaya yol ag¢tigi ancak MDR49 geninde higbir etkisinin olmadigi
bulunmustur (Gellatly vd., 2015). Bombyx mori’deki MDR49 ve MDRS50 genleri ¢oklu
ilag ve insektisit direncine verdikleri yanitlar insan ABCB1 genleri ile benzerlik
gostermektedir (Schinkel vd., 1995).

2.5.3.2 ABCC Ailesi

Genis Ozgiillige sahip ilaclar1 iiretme yeteneklerinden dolayi, birgok ABCC,
coklu ilag¢ direnci ile iliskili proteinler (MRP’ler) olarak isimlendirilmislerdir. "uzun"
MRP'ler “kisa” MRP'lere kiyasla. ekstra N-terminal transmembran baglayan bolge
(TMDO) igermektedirler (Deeley, Westlake, & Cole, 2006). MRP'ler, genis bir
glukuronat, siilfat ve glutatyon (GSH) organik anyonlarini aktif olarak tasima kabiliyeti
ile P-gp (ABCB FT)’lerden farkhidir. Bazi MRP'lerin elektrofilik ilaglara ve
karsinojenlere diren¢ kazandirmak igin GST enzimleri ile sinerji i¢inde hareket ettigi

gosterilmistir (Leslie, 2012; Liu vd., 2012; Sau, Pellizzari Tregno, Valentino, Federici,
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& Caccuri, 2010). Insan ABCC proteinleri, iyon transportu, hiicre yiizeyi reseptor
aktivitesi ve ¢ok cesitli substratlarin translokasyonu, ilaglar, siklik niikleotidler, endojen
ve eksojen bilesikler ve bunlarin glutatyon konjugatlar1 gibi fonksiyonel olarak gesitli
islevlere sahip tam tasiyicilardir (Keppler, 2011; Leslie, Deeley, & Cole, 2005; Schinkel
& Jonker, 2003; Dean vd., 2001).

ABC-C proteinlerinin arthropodlarda birebir ortologlarinin bulunmasi insan ve
arthropodlarda bu proteinin korundugunu gdstermektedir. Insan sulfonil iire reseptor
(insan ABCC8 / SUR1 ve insan ABCC9 / SUR2) genleri Drosophila melanogaster’de
SUR, A. gambiae AGAP009799, B. mori BGIBMGAO006882, A. mellifera AmMABCC?2,
D. pulex Dappudraft 442500 ve T. Urticae‘de tetur11g05990 isimleriyle bir araya
getirilmistir. Silfoniliire reseptorleri (Figueira-Mansur vd.), ATP bagimli potasyum
kanallarmi (Katp) olusturmak i¢in igsel potasyum alt birimlerinin diizeltilmesi ile bir
araya getirilir. ATP' ye duyarh potasyum (Katp) kanali, ¢ogunlukla uyarilabilir
dokularda eksprese edilir ve hiicre ici enerjileri elektriksel aktiviteye baglayarak c¢esitli
fizyolojik siireglerde kritik bir rol oynar. Bu kanallar, glikoz homeostazisi, iskemik
koruma ve dogustan gelen bagisikliktaki rolleri olan ¢oklu fizyolojik siireclerde yer

alirlar (Eleftherianos vd., 2011; Alejandro, S Eliza, Colin, & Monica, 2009).

ABC tasiyicilari, karbamatlar, makrosiklik laktonlar, neonikotinoitler,
organofosfatlar, piretroidler, siklodienler, benzoiliireler, fenilpirazoller, DDT ve gesitli
etki gruplarina ait 27 farkli insektisit ve akarisitin tasimmmasi ve direnci ile
iliskilendirilmistir. ABCB FT (P-gp), ABCC'ler ve ABCG alt aileleri insektisit

taginmasi Ve direncle ilgili en ¢ok bildirilen ABC alt aileleridir (Dermauw vd., 2014).

Toksinlerin biiylik bir kismi, organik anyonlar ve katyonlar boceklerde renal
sistemin bir pargasi olan malpigi tiiplerinden atilmaktadir. Multi drug efflux transporter
(MET) geni tam olarak hangi aileye dahil oldugu belirlenememis olan ancak ilag
detoksifikasyonunda rol aldig1 diisiiniilen bir proteindir. Drosophila melanogaster ergin
ve larvalarinin besiyerlerine uygulanan methotrexate bilesiginin toksik etkisi ve malpigi
tiiplerinden detoksifiye edilme oranlarinda P450 ve GST enzim sistemlerinin yaninda
MRPI1 ve MET proteinlerinin toksik bilesigin atiliminda birlikte aktif rol aldiklar1
gosterilmistir (Chahine, Seabrooke, & O'Donnell, 2012).
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2.6. Apoptoz Yolagi Genleri

Apoptoz genel olarak hiicrelerin programli bir sekilde kendi kendilerini yok
ettikleri enerji gereksinimi (ATP) duyan, genlerle diizenlenen, protein sentezine
gereksinim duyan molekiiler bir olaydir. Apoptoz uyarisi alan hiicreler, komsu
hiicrelerle ayrilir veya baglanti noktalar1 ortadan kalkar, biiziisiir, kromatin yapist
yogunlasarak piknotik bir goriiniime kavusur. Hiicre organelleri biitiinliiklerini korurken
hiicre zar1 yapisinda bulunan fosfotidil serin hiicre zarmin i¢ yiizeyinden dis yiizeyine
taginir. Cekirdek kiigiilerek pargalara ayrilir Hiicre zarla ¢evrili tomurcuklar halinde
kopar ve apoptotik cisimciklere ayrilir. Apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan
taninarak yok edilirler. Apoptozun genel olarak diizenlenmesinde Bcl-2, kalsiyum gibi
molekiiller ile p53, sitokrom-c ve kaspazlar gibi proteinler ve mitokondriyonlar rol
alirlar (Bellamy, Malcolmson, Harrison, & Wyllie, 1995; Ellis, Yuan, & Horvitz, 1991).

Bir hiicrenin apoptoza egilimli olup olmadigi Bel-2 ailesi genlerinin homodimer
veya heterodimer yapisina baghdir. Bel-2 ailesi birbirine zit 2 gruptan olusmaktadir.

Bunlar;

. Proapoptotik iiyeler: Bad, Bak, Bcl-xs, Bid, Bim, Bax, Puma ve Noxa
o Antiapoptotik iiyeler: Bel-2, Bel-xI ve Mcl1’dir.

Proapoptotik proteinler sitozol ve mitokondride yer alirken, antiapoptotik
proteinler; endoplazmik retikulum, g¢ekirdek zar1 ve mitokondriyon dis membraninda

yer alirlar.

Kaspazlar sistein proteazlar olup aspartik asitten sonraki peptid bagini kirarlar.
Hiicrede inaktif durumdadirlar ancak proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. Hedef

proteinleri keserek apoptoza neden olurlar.

I- Baslatici kaspazlar; (Kaspaz 2,8,9,10),
- Efektor (Sonlandirici) kaspazlar (Kaspaz 3,6,7),
- Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14)

Kaspazlar, DNA tamiri ve replikasyonu i¢in gerekli enzimleri inaktive ederler.
Hiicre iskeleti proteinlerini keserek hiicre zarinin tomurcuklanmasina neden olurlar.
Apoptoz aktive edildikten sonra hiicrede geri doniislimsiiz bir programlanmig 6lim

baslar (Adams & Cory, 2001; Adrain & Martin, 2001)
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2.7. Antioksidan Yolak Genleri

Canli metabolizmalar1 saglikli iken antioksidan genler ile serbest radikaller
denge halindedir. Serbest radikaller oksijen veya nitrojen kaynakli olabilmektedir.
Reaktif oksijen tiirleri siiperoksit (O2”), hidroksil (OH), peroksil (ROy) ve lipit peroksil
(LOO) radikalleri sayilabilir. Bu oksijen tiirleri canlilar tarafindan iiretilmekte ve canli
organizmada kolayca serbest radikal durumuna gegebilmektedirler. Abiyotik ve biyotik
stres etmenleri reaktif oksijen tiirleri kaynaklarmin artig1 viicutta karbonhidrat, protein,
yaglar ve DNA’nin hasar gérmesine yol acarak oksidatif strese neden olmaktadirlar.
Serbest radikallerin meydana getirdigi hasarlar1 ortadan kaldirmak iizere antioksidan
sistemler savunma gorevi Ustlenirler. Bu sistemler; endojen ve eksojen antioksidanlar
olmak iizere 2’ye ayrilirlar. Antioksidanlar serbest radikallerin yarattigi olumsuz
kosullar1 ortadan kaldirmak igin siipiiriicii olarak hareket ederler (Shinde, Ganu, & Naik,
2012; Valko vd., 2007).

Siiperoksit dismutaz; Reaktif oksijen tiirlerine karsi ilk savunmay1 olusturan
enzimlerdir. Stiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalini (O2") hidrojen peroksit (H,O0)
ve molekiiler oksijene (O;) katalizleyen enzimatik bir antioksidandir. Hidrojen peroksit
daha sonra, Katalaz tarafindan ortamdan uzaklastirilir. Oksijen radikallerine karsi en
onemli savunucular arasinda siiperoksit dismutaz enzimleri bulunmaktadir. SOD

enzimleri aktif bolgelerinde bulunan gegis metallerine gore isimlendirilmislerdir.
SOD1 Sitoplazmada; Bakir/Cinko Stiperoksit dismutaz Cu/Zn SOD

SOD2 Mitokondride; Mangan Siiperoksit dismutaz Mn SOD Mitokondrideki serbest

radikaller, enerji lireten oksidatif fosforilasyonun yan iirtinleridir.

SOD3 Hiicre disinda; Bakir/Cinko Siiperoksit dismutaz Cu/Zn SOD (Aldred, Buck, &
Vall, 2009)

Katalaz; Hidrojen peroksitin, H,O ve O;’ye doniisimiinii katalize eder.
Peroksizomlar gibi hiicre i¢i organellerde daha ¢ok olmak {izere mitokondri ve
endoplazmik retikulumda daha az bulunur. Siiperoksit radikali (O,) SOD enzimi
araciligiyla Hidrojen peroksite (H;O;) doniistiiriiliir. Hidrojen peroksit bir radikal
olmamasina ve biyolojik 6nemi olan molekiillerin ¢ogu ile reaksiyona girmemesine
ragmen, Cu ve Fe iyonlarinin katalizorliigiinde Fenton reaksiyonu ile en reaktif oksijen

tiiri olan hidroksil radikali (OH') olusumunda bir 6n madde olarak rol oynamaktadir.
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Katalaz H,0;’i su ve oksijene doniistiirerek zararsiz forma getirir (Limén-Pacheco &

Gonsebatt, 2009).

Glutatyon (GSH); hiicrenin redoks durumunu korumada, detoksifikasyon
sisteminin ~ ¢aligmasinda,  eikosonoidlerin  sentezlenmesinde,  hiicre  sinyal
mekanizmasinin diizenlenmesinde, gen ekspresyonunda ve apoptozisde de antioksidan
olarak hareket eder. Glutatyonun 6nemli bir kism1 sitoplazmada bulunurken, kiigtik bir
kismi sitoplazmada sentezlendikten sonra mitokondri, ¢cekirdek, endoplazmik retikulum
ve peroksizomlar da bulunabilir. Glutatyonun sentezlenmesi iki 6nemli asamada olur.
Ik olarak glutamin-sistein ligaz (GCL), glutamin ve sisteini baglayarak y-
glutamilsisteini olusturur. Ikinci olarak glutatyon sentetaz (GSS), y-glutamilsisteine
glisini baglayarak GSH molekiiliinii meydana getirir. Glutamin-sistein ligaz, katalitik
(GCLC) ve diizenleyici (GCLM) alt birimlerden olugsmaktadir. Glutamin-sistein ligazin
katalitik alt birimi, katalitik aktivite icin sistein ve glutaminin baglanmasindan
sorumludur. Glutamin-sistein ligazin diizenleyici alt birimi ise GCLC’nin etkisini artirir
Glutatyon, GPx’in katalitik etkisiyle lipit peroksitleri ve H,0,’yi detoksifiye eder ya da
singlet oksijen (*O;) ve OH"ti temizler. Ayrica GSH plazma membranindan aminoasit
transportunu saglayarak bazi onemli antioksidanlari yeniden olusturur (Kalinina,

Chernov, & Novichkova, 2014).

2.8. HSP (Is1 Sok Proteinleri) Yolag1 Genleri

Fizyolojik kosullarda HSP’ler proteinlerin dogru katlanmasindan ve
katlanmayan proteinlerin degredasyonundan sorumlu proteinlerdir. Hiicrede yeni
iiretilen proteinlerin dogru katlanmasini saglayan maddelere "molekiiler saperonlar"
denilmektedir. Okaryotlarda protein katlanmalar1 translasyon asamasinda olugmaktadir.
Yeni sentezlenen proteinlerin yanlis katlanmalar: hiicrede ¢okmelerine sebep olur. Bu
asamada molekiiler saperonlar devreye girerek yanls katlanmalar1 diizeltirler ve
proteinlerin ¢okmelerini engellerler. Is1 artis1 ile protein katlanma hatalar1
fazlalastigindan saperonlarin cogu HSP’lerdir. (Oztiirk, Kahveci, Ozliik, & Yilmazlar,
2009).

HSP’ler ilk kez Ferruccio Ritossa (1962) tarafindan Drosophila melanogaster

kromozom boliimlerinde 6zel bir sinif olarak tanimlanmistir. HSP’ler 1s1 sokunun yani
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sira pek cok uyaran tarafindan uyarilir. Bunlardan bazilari; UV radyasyon, alkol, agir
metal iyonlari, virlis enfeksiyonu, bakteriyal {iriinler, hiicre farklilagmasi, hormonal
etkiler, zihinsel stres, ¢ok fazla ya da ¢ok az egzersiz, ¢ok fazla oksidasyon vb. etkiler
stres proteinlerinin {iretilmesini etkilerler. Saperonlarin ¢ogu yanlis katlanmis bolgelere
yapisarak proteinlerin kiimelenmelerini Onlerler. Hedeflerine baglanan saperonlar
hasarli proteinlerin toplayicilar1 olarak hareket ederler. HSP’lerin saperon aktivitesi
olanlar iki gruba ayrilmiglardir. 90 kDa agirligindaki HSP90 ailesi (HSP104, HSP90,
HSP70, HSP60, HSP40) ve kiigiik (HSP27) HSP’lerdir (Csermely & Yahara, 2003).

Saperon monomer proteinleri yalniz calismazlar. Saperonlarin  ¢ogu
oligomerlerle vel/veya Kko-saperonlarin yardimiyla calisirlar. Proteinlerin yeniden
katlanabilmesi i¢in enerjiye gereksinim duyarlar. Bunun i¢in ATP’yi baglayarak
hidrolize ederler. ATP ayrilmasi katlanan par¢aya yardimci olan saperonlarda yapisal
bir degisikligi indiikler. Saperonlarda ATPaz miktar1 azdir. ATP’nin hidrolizi, yanls
katlanmis hedef proteine yeterli zaman imkan1 verecek diizeyde yavas ve verimsizdir.
ATP hidroliz iiriinii olan ADP’nin bagka bir ATP’ye degisimi birka¢ ko-saperon
tarafindan diizenlenir. Ko-saperonlar hedef molekiillerin baglanmasi ve ayrigmasini
etkileyebilecegi gibi hedefleri veya tiim saperon kompleksini hiicrenin i¢indeki ¢esitli
hedeflere yonlendirebilir (Csermely & Yahara, 2003).

Hiicrede baz1 HSP’lerin yerlesim yerleri ve islevleri:

HSP27: Sitoplazmada, protein kiimelenmesinin engellenmesi, hiicre biiylimesi,

farklilagmasi
HSP60: Mitokondride, protein kiimelenmesinin engellenmesi ve protein katlanmasi

HSP70: Sitoplazmada, stres spesifik olarak protein kiimelenmesinin engellenmesi ve

protein katlanmasi (Csermely & Yahara, 2003).

HSP’ler proteinlerin katlanmasinda, stres durumlarinda veya proteinlerin
coziilmesi sirasinda kiimelesmelerini engeller. Bircok HSP stres durumlarinda
sentezlenip sitozole salinir. Bu HSP’ler substratlardaki hidrofobik artiklar1 ve yapisi
bozulmus bolgeleri tanir ve normal katlanma prosediiriiniin tamamlanmasi i¢in bunlarin
lizerlerini Orter. Boylece hidrofobik etkilesimden ortaya c¢ikabilecek kiimelenmeler

engellenmis olur (Fan, Lee, & Cyr, 2003).
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Drosophila melanogaster Stok Kiiltiirii

Bu tez ¢alismasinda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dalr’nda bulunan Goriintiileme Laboratuvari ve Molekiiler Genetik laboratuvarlar ile
Stereo Mikroskop kullanimi i¢in Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Elektron
Mikroskop Laboratuvari kullanilmastir.

Sekil 3.1. Drosophila melanogaster Oregon R* Stereo mikroskop goriintiisii (20X)

Drosophila melanogaster Oregon R ki1 (Sekil 3.1) model organizma olarak
kullanilmistir. Sirke sinegi olarak da bilinen Drosophila melanogaster molekiiler
genetik, toksikoloji, gen biyolojisi, hiicre biyolojisi, populasyon genetigi ve boceklerde
ilag direnci gelisimi gibi alanlarda model organizma olarak kullanilmaktadir (Wilson,
1988).
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MATERYALLER

Kullanilan Cihazlar

Cihaz

Markas1 Modeli ve Ulkesi

Sogutuculu Inkiibatdr

FOC Cooled Incubator-VELP Scientifica, Italya

Analitik Terazi

UniBloc-AND-HR 250 AZ, Japonya

Isiticili Manyetik Karistiric

VWR, ABD

Distile su cihazi

ELGA-Purelab Option-Q, Almanya

Homojenizator

DAIHAN Scientific — HG-15D, Kore

Karistirici blok inkiibator

BIOER Technology, Cin

Santrifiij

Hettich Micro 200R, Almanya

Vorteks karistirici

VELP Scientifica, italya

Nanodrop

Optizen- NanoQ, Kore

Derin Dondurucu (-20 °C)

Vestel, Tiirkiye

Derin dondurucu (-80 °C)

NUAIRE-Ultralow Freezer, ABD

Thermal dongii cihazi-PCR

Applied Biosystems- ProFlex, ABD

Gergek zamanli PCR Cihazi

Applied Biosystems-QuantStudio, ABD

Otomatik pipet seti

RAININ, ABD

Dijital pipetor

Thermo Fisher Scientific, ABD

Stereo Mikroskop

OLYMPUS-SZX7 -TH4-200, Ingiltere

Kimyasal sarf ve diger malzemeler EK boliimiinde verilmistir.
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YONTEMLER

3.2. Drosophila melanogaster Kiiltiirii ve Yetistirilmesi

Drosophila melanogaster stok kiiltiirleri 200 ml’lik steril cam siselerde standart
besiyeri ortaminda, 25+1°C sicaklik ve %60+70 oransal nem kosullarina sahip
sogutuculu inkiibatérde (VELP Scientifica-FOC Cooled Incubator, Italya) (Sekil 3.2)
karanlik kosullarda yetistirilmistir. Stok kiiltiirlerin ve tez ¢alismasinda kullanilan sinek

kiiltlirlerinin devamlili1 ayn1 kosullarda saglanmistir.

-

Sekil 3.2. 25+1°C sicaklik ve %60+70 oransal nem kosullarina sahip sogutuculu
inkiibator

35



3.2.1. Besiyeri Hazirlanmasi

Stok kiiltlirlerin devamlilig1 ve tez ¢alismasinda kullanilacak olan bireyler steril
cam siselerde, besiyeri ortaminda, siselerin agizlar1 gazli bez ve hidrofob pamuktan
olusan tampon ile kapatilarak saglanmistir. Besiyeri hazirlanmasinda kullanilan

malzemeler ve miktarlar1 agagida verilen oranlarda kullanilmigtir
Besiyerinin igerigi;
Misir unu;52 gr
Seker; 47 gr
Maya; 9,5 gr
Agar agar;3 gr
Distile su; 510 ml

Asit karisimi; 3 ml (83 ml Ortofosforik asit + 386 ml Propiyonik asit + 1081 ml

distile su)

Asit karigimi hari¢ tiim malzemeler pisirme kabina alinarak isiticida 300 °C
sicaklikta 30-40 dk siireyle pisirilmis ve pisirme kabi 1siticidan alindiktan sonra asit
karisimi ilave edilerek tiim besiyeri cam behere ardindan cam siselere aktarimistir.
Sicak olan besiyerinin sogumasi i¢in cam siseler kurumaya birakilmistir. Steril ortamda
kurumalar1 saglanan besiyeri siselerinin i¢ duvarinda olusan buharlanmalar yok
olduktan sonra Siselerin agizlar1 tampon ile kapatilarak serin ve kuru ortamda
bekletilmistir. Besiyerleri daima taze olarak hazirlanmis ve bekletilmeden kullanilmistir.
Sinekler UV ile sterilize edilmis ortamda taze besiyeri siselerine aktarilarak sise agizlari
tampon ile kapatilmis ve Sekil 3.3’de gosterildigi gibi kontrollii kosullardaki inkiibatore

alinmustir.
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Sekil 3.3. Drosophila melanogaster stok kiiltiirii

3.3. Insektisit Uygulamalar

Drosophila melanogaster’de insektisit direnci gelistirmek igin kullanilan
Deltamethrin aktif maddeli K-othrine SC 50 (Bayer) ve Thiamethoxam aktif maddeli
Agita 10 WG (Novartis) insektisitleri Edirne ilinde bulunan zirai ilag bayilerinden temin
edilmistir. Calismadan homojen sonug¢ alabilmek i¢cin ayni yasta ¢ok sayida sinek
iiretilerek. pupadan ¢ikmis ve cinsel erginlige ulagsmis 1 giinliik sinekler uygulamalarda
kullanilmastir. Calismada; Deltamethrin, Thiamethoxam ve
Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit uygulama gruplar1 kullanilmigtir. Kontrol
bireylerine distile su piskiirtiilmiistiir. Toksikoloji ¢alismalarinda kullanilacak olan
maddenin doz-cevap iliskilerinin bilinmesi ve minimum etkili dozun bulunmasi
gereklidir. Bu kapsamda populasyonun yarisimni 6ldiiren dozun (LDsg) bilinmesi igin her

insektisit uygulama grubunda LDso dozu belirlenmistir.

3.3.1. Deltamethrin Uygulamasi

Deltamethrin denemesinde aktif maddesi Deltamethrin olan Bayer K-othrine SC
50 kullanmilmigtir. Doz belirlenmesinde halk sagligi ve bitki koruma alanlarindaki
kullanimlar1 g6z Oniinde bulundurularak yiizey ilaclama i¢in Onerilen doza gore

hesaplamalar yapilmistir.
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3.3.1.1. Deltamethrin LDsy Doz Belirlenmesi

Deltamethrin aktif madde oran1 50gr/It sudur. Yiizey ilaglamasi i¢in tavsiye
edilen doz 1m? alan icin 0.5ml/50 ml kullanim dozu ise 10000 ppm olarak
belirlenmistir. Drosophila melanogaster bireylerinde LDsy dozunun belirlenebilmesi
icin 10000 ppm, 5000 ppm, 2500 ppm, 1250 ppm, 625 ppm ve 313 ppm dozlar1 50
ml’lik falkon tiiplerde hazirlanmistir. Ayn1 yasta elde edilen sinekler bos steril cam
siselere alimarak buzdolabinin -20°C’lik boliimiinde 7-8 dk siirede bayiltilmislardir.
Dozlar 50 ml’lik sprey sisesiyle baygimn sineklere piiskiirtiilerek uygulanmistir. Her
Deltamethrin dozundan 1 grup ve 3 tekrarli olmak iizere toplam 18 sise hazirlanmustir.

Doz uygulamarindan 24 saat sonra canli ve 6lii sineklerin sayimlar1 yapilmaistir.

3.3.2. Thiamethoxam Uygulamasi

Thiamethoxam denemesinde aktif maddesi Thiamethoxam olan Novartis Agita
10 WG kullanilmistir. Doz belirlenmesinde halk sagligi ve bitki koruma alanlarindaki
kullanimlar1 g6z Oniinde bulundurularak yiizey ilaglamasi ile Onerilen doza gore

hesaplamalar yapilmistir.

3.3.2.1. Thiamethoxam LDsy, Doz Belirlenmesi

Thiamethoxam’in aktif madde orami %10°dur. Yiizey ilaglama ydnteminde
tavsiye edilen doz 1m? alan igin 5gr/40 ml ve kullamm dozu ise 125000 ppm olarak
hesaplanmistir. Drosophila melanogaster erginlerinde LDsp doz belirleme deneyi igin
125000 ppm’den baglayarak 62500 ppm, 31250 ppm, 15625 ppm, 7813 ppm ve 3907
ppm dozlar1 50 mI’lik falkon tiiplerde hazirlanmustir. Sinekler, Sekil 3.4°de gosterildigi
sekilde bos ve steril olan cam siselerine aktarilarak buzdolabinin -20°C’lik bélmesinde
7-8 dk bekletilmistir. Baygin sineklere doz uygulamalar1 50 ml’lik sprey sisesiyle
puskiirtiilerek uygulanmigs ve taze besiyeri iceren cam siselere insektisite maruz

birakilan bireyler hizlica aktarilarak siselerin agizlari tamponlarla kapatilmigtir.
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Sekil 3.4. Sineklerin insektisit uygulamalar1 i¢in bos siselere aktarilmasi

Thiamethoxam dozlariin belirlenmesinde 6 grup ve 3 tekrardan olusan toplam
18 sise kullanmilmistir. Siseler kontrolli  kosullardaki inkiibatére almmuastir.

Uygulamadan 24 saat sonra sineklerin canli ve 6lii sayimlar1 yapilmstir.

3.3.3. Deltamethrin+Thiamethoxam Uygulamasi

Deltamethrin+Thiamethoxam grubu uygulamalar1 igin iki insektisit grubunun
onerilen dozlarmin yarist referans almmustir. Deltamethrin i¢in 5000 ppm ve
Thiamethoxam i¢in 62500 ppm’den 50 ml’lik falkon tiipte karisim hazirlanmis ve seri

seyreltmelerle 6 farkli doz uygulamalarda kullanilmistir.

3.3.3.1. Deltamethrin+Thiamethoxam LDsy Doz Belirlenmesi

Deltamethrin ve Thiamethoxam insektisitlerinin 6nerilen uygulama dozlarmimn
yarisindan baglanarak 50 ml’lik karisimdan 6 seri seyreltme ile uygulama dozlar1 elde
edilmistir. Ayn1 yastaki Drosophila melanogaster erginleri bos, steril cam siselere
aktarilarak buzdolabinin -20°C’lik boliimiinde 7-8 dk siire tutularak bayiltilmislardir.
Belirlenen dozlar baygin sineklere 50ml’lik sprey sigesiyle piiskiirtiilerek uygulanmis ve

hizlica taze besiyeri ortamima alinarak siselerin agizlar1 tamponlarla kapatilmistir. 6 doz
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grubu ve 3 tekrardan olusan denemede 18 adet cam sise kullanilmustir. 24 saat siireyle

inkiibatorde kontrollii sartlarda tutulan sineklerin canli ve 6lii sayimlar1 yapilmistir.

3.4. Direngli Nesil Yetistirilmesi

LDsy dozlar1 belirlenen insektisit gruplart ayni yastaki ergin Drosophila
melanogaster bireylerine uygulanmistir. 12 giinde yasam dongiisiinii tamamlayarak
ergin ve fertil hale gelen sineklere uygulamalar 13. giinde 1 giinliik olan sinekler
kullanilarak yapilmigtir. Deltamethrin, Thiamethoxam ve Deltamethrin+Thiamethoxam
insektisit gruplarmin LDsg dozlar1 giinliik olarak hazirlanmistir. 50 m1’lik sprey sisesine
aktarilan insektisit dozlar1 buzdolabnin -20°C bolmesinde 7-8 dk tutularak
bayiltildiktan sonra insektisitler sprey ile piiskiirtiilerek uygulanmis ve hizlica taze
besiyeri igceren siselere yumusak uclu suluboya firgast kullanilarak aktarilmistir. Her
insektisit grubu i¢in 3 tekrarh siseler kullanilmistir. Kontrol grubu bireyleri igin de ayni

yastaki bireyler kullanilarak direngli nesiller ile birlikte kiiltiir devamlilig1 saglanmistir.

Sekil 3.5. Drosophila melanogaster direngli nesil yetistirilmesi

Deneyde ki gruplar; kontrol grubu (higbir uygulama yapilmamis olanlar) ve
direngli gruplar; Deltamethrin, Thiamethoxam ve Deltamethrin+Thiamethoxam gruplar1
olarak ayr1 uygulamalar yapilmistir. Ornekler 24 saat sonra sayilarak yaklasik esit
miktarda sinek ¢ekme yontemiyle agiz aspiratorii aracihigiyla toplanmustir. Siselerde hig

sinek birakilmayarak sonraki jenerasyon i¢in birakilmis olan yumurtalarin yagam
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dongiilerini tamamlamalar1 beklenmistir. Her nesilde tiim islemler ayni sartlarda
tekrarlanarak bir sonraki nesil i¢in uygun kosullar olusturulmustur. Deneme 5 nesil
stiresince tekrarlanarak 5. nesil direngli bireyler elde edilmistir. Molekiiler testlerde
kullanilmak tizere %70 alkol ortamma alman 6rnekler 15 ml’lik falkonlarda -20 °C
sogutucuda, morfolojik analizlerde kullanilacak 6rnekler ise -80 °C’deki sogutucuda

kuru 6rnek olarak saklanmustir.

3.4.1. Direncli Nesillerde LDs, Hesaplanmasi

Insektisit uygulama gruplarinda duyarli bireylerde belirlenmis olan LDsg
dozlarm 5 nesil boyunca uygulanmasi sonucu toksik etkinin sonraki nesillerde de ayni
dozlarda devam edip etmedigini tespit etmek amaciyla 5. nesil direngli bireyler
kullanilmistir. 5. nesil direngli bireylerden fazla sayida diretilerek her insektisit
grubundan Sekil 20’de gosterildigi gibi 3 tekrar ve 5 farkli doz uygulamasi i¢in 15 sise

kullanilmstir.

/
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Sekil 3.6. 5. nesil Deltamethrin direngli Drosophila melanogaster’lere LDsy
uygulamalar1

Deltamethrin igin; 5. nesil Deltamethrin direngli bireylere; 506 ppm, 1012 ppm
2023 ppm 4046 ppm 8092 ppm (1/4 LDso, 1/2 LDsp, LDsp, 2X LDso, 4X LDsp) dozlarmnin
uygulanmustir. Thiamethoxam igin; 5. nesil Thiamethoxam direngli bireylere; 4630
ppm, 9260 ppm 18518 ppm 37036 ppm 74072 ppm (1/4 LDso, 1/2 LDsg, LDsg, 2X LDso,
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4x LDsp) olarak belirlenen dozlara maruz birakilmistir. Deltamethrin+Thiamethoxam
birlesimi i¢in;
Deltamethrin i¢in uygulanmis LDsy dozu 347 ppm’in 8 kat1 25 ml olarak

hazirlanip,

Thiamethoxam i¢in uygulanmig LDsy dozu 4325 ppm’in 8 kat1 25 ml olarak
hazirlanip Dbirlestirilmis ve (1/4 LDsg, 1/2 LDsp, LDsy, 2X LDsg, 4X LDsp) seri

seyreltmeler yapilarak belirlenmis dozlar 1 giinliik ergin sineklere uygulanmaistir.

3.5 Agiz Aspiratorii ile Cekme Yontemi

Yaslar1 esitlenerek kiiltiire almmus olan sineklere Deltamethrin, Thiamethoxam ve
Deltamethrin+Thiamethoxam LDsp dozlar1 3 tekrarli olarak uygulanmistir. Deneme 9
adet besiyeri igeren sise ile kurulmustur. Insektisit maruziyetinden 24 saat sonra
saymmlar1 yapilan Drosophila melanogaster’ ler ortama yumurtalarmi birakmiglardir.
Ergin sinekler (Sekil 3.7) 15 ml’lik falkonlara agiz aspiratorii ile g¢ekilerek besiyeri

ortamimdan uzaklastirilmislardir.

Az ile hava
wverilen bdlom

Sekil 3.7. Agiz aspiratdrii ile gekme yontemi

Direngli sinekler ve kontrol grubu sineklerinden alman Ornekler molekiiler
testlerde kullanilmak iizere 15 ml’lik falkon tiiplerde %70’lik alkol igerisine almarak
buzdolabinin  (Vestel) -20°C’lik sogutucu bdlmesinde saklamigtir. Morfolojik

analizlerde kullanilacak Ornekler ise kuru olarak -80°C’lik sogutucuda (Ultralow

42



Freezer- NUAIRE) saklanmigtir. Kiiltiiriin devamliligi ve drneklerin toplanmasi 5 nesil

boyunca ayni kosullarda tekrarlanarak devam ettirilmistir.

3.6.Genetik Analizler

Calismamizda direngli; Deltamethrin, Thiamethoxam,
Deltamethrin+Thiamethoxam uygulamas: yapilmis olan Drosophila melanogaster ergin
bireyleri ile kontrol grubu bireylerinin genetik analizlerinin yapilabilmesi amaciyla
gRT- PCR (gercek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile gen ifadelerinin
belirlenmesi deneyi yapilmistir. Kontrol ve direngli bireylerin ABC tasiyici proteinleri,
sitokrom P-450 monooksijenaz ve GST (Glutatyon S-Transferaz) detoksifikasyon
mekanizmasi gen ailelerinin genleri ile Apoptoz yolagi, Antioksidan gen yolag: ile HSP
(Is1 Soku proteinleri) yolagi genlerinin gen ifadelerinin belirlenmesi amaciyla bireylerin
RNA’lar1 kullanilmistir. RNA izolasyonu Oncesinde doku homojenizasyonu islemi

yapilmaistir.

3.6.1. Doku Homojenizasyonu

Doku homojenizasyonu i¢in; 2 ml’lik laboratuvar tiiplerine kontrol grubu, 5.
nesil direngli Deltamethrin grubu, 5. nesil direngli Thiamethoxam grubu ve 5. nesil
direngli Deltamethrin+Thiamethoxam grubundan 4’er tekrarli olmak tizere her tiipe 5’er

adet birey konulmustur.

Grup isimleri:

Kontrol grubu: K1, K2, K3, K4

Deltamethrin grubu: 5DR1, 5DR2, 5DR3, 5DR4
Thiamethoxam grubu: 5TR1, 5TR2, 5TR3, 5TR4

Deltamethrin+Thiamethoxam grubu: 5DTR1, 5DTR2, 5DTR3, 5DTR4
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Sekil 3.8. Homojenizatdr (A), Inkiibator Blok (B)

Tiiplerin iizerine % 2’lik B- merkaptoetanollii liziz bufferdan 350 pl eklenmis ve
doku pargalama cihazinda Sekil 22. (A) (Homogenizer-DAIHAN Scientific) 1500
rom’de 5-10 sn silireyle pargalanmistir. Dokular pargalandiktan sonra calkalayici
inkiibator blok Sekil 3.8 (B) (Bioer Mixing Block Mb-102) cihazinda 24 °C, 300 devir
hizda calkalanarak 3 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrast RNA (Ribo

niikleik asit) protokoliine gore homojenattan RNA izolasyonu islemleri yapilmustir.

3.6.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu Purelink RNA Mini Kit (invitrogen) kiti ile kit protokolii takip
edilerek yapilmigtir.
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Sekil 3.9. Santrifiij cihaz1 (A) ve Vorteks (B)

Homojenat 12000xg’de 25 °C sicaklikta 2 dk santrifiij (Sekil 3.9 (A)) edilmistir.
Stipernatant (350 pl) 1.5 ml’lik ependorf tiipe alinarak iizerine 1:1 oraninda
%70’lik etanol konularak vorteks (Sekil 3.9 (B)) ile karistirilmistir.

Orneklerden 350 pl alinarak RNA izolasyon kiti i¢inde bulunan spin kolona
aktarilarak 12000x%g’de 15 sn santrifiij edilmistir.

Ornekten kalan miktar icin islem tekrarlanmstir.

Spin kolonda altta biriken s1vi dokiilerek 700 pl wash buffer I eklenmistir.
12000xg’de 15 sn santrifiij edilerek altta biriken s1v1 dokiilmiistiir.

500 pl wash buffer II eklenerek ayni islem 2 defa tekrarlanmastir.

12000xg’de 15 sn santrifiij edilerek altta biriken s1vi dokiilmiistiir.

12000xg’de 2 dk santrifiij edilmistir.

Alttaki tiip atilarak spin kolon 1.5 ml’lik eppendof tiipe alinmustir.

50 pl RNase- DNase free su membranin ortasna konularak 1 dk oda

sicakliginda inkiibe edilmistir.

12000xg’de 25 °C sicaklikta 2 dk santrifiij edildikten sonra RNA’lar yeni 1.5 ml’lik
ependorf tiipte birikmistir.
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3.6.3. RNA Miktarinin Belirlenmesi ve cDNA Eldesi

RNA izolasyonu sonrasinda Orneklerdeki RNA miktar ve safliklarinin
belirlenmesinde Nanodrop cihazi (Nano Optizen Q, Kore) (Sekil 3.10) kullanilmustir.
RNA’dan 2 pl alinarak her 6rnek icin RNA miktar ve saflik tayini yapilmis ve Tablo

1’deki sonuglar elde edilmistir.

Sekil 3.10. Nanodrop Cihaz1

Cizelge 3.1. RNA miktarlar1 ve RNA safliklari

RNA RNA RNA RNA
MIKTARIT A260/A280 MIKTARIT A260/A280
1K1 271,9ng/ul 2,33 5K1 546 ng/ul 2,08
1K2 188,5 ng/ul 237 5K2 177 6 ng/pl 227
1K3 271,2ng/ul 2,05 5K3 203,6ng/pl 234
1K4 3144 ng/ul 2,37 5K4 1704 ng/pl 2,29
1DR1 2686 ng/ul 231 5DR1 2261 ng/pl 237
1DR2 2757 ng/ul 2,34 5DR2 296,7 ng/ul 2,34
1DR3 397,6ng/ul 2,37 5DR3 298 6 ng/ul 2,35
1DR4 418 7 ng/ul 237 SDR4 220, 8ng/ul 233
1TR1 250,3 ng/ul 2,17 5TR1 77,8 ng/ul 2,39
1TR2 3492 ng/ul 2,37 5TR2 1664 ng/ul 2,35
1TR3 373,8ng/ul 2,37 5TR3 1282 ng/pl 2,35
1TR4 487 ng/ul 239 STR4 90,6 ng/ul 23
1DTR1 341,5ng/ul 2,52 SDTR1 59,7 ng/ul 2,36
1DTR2 408 9 ng/ul 232 SDTR2 219 6 ng/ul 232
1DTR3 381 ng/pl 2,36 SDTR3 226,6ng/pl 2,34
1DTR4 337,3ng/ul 2,37 SDTR4 81,5 ng/ul 2,35
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RNA izolasyonu sonrasi tiim RNA miktarlar1 6lgiilmiis ve RNA miktarlar1 dH,O
(niikleaz free su)(Invitrogen) ile esitlenerek koplementer DNA (cDNA) sentezi
yapilmistir. CODNA sentezi kit protokolii High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Invitrogen) (Sekil 3.11) uygulanarak gerceklestirilmistir.

2 ul
0,8 pl
2
1 pl

4,2 pl

Sekil 3.11. cDNA mix protokolii

PCR striplerine ilk olarak sulandirilmalar1 yapilmis RNA’lardan 10 pl
konulmustur. RNA’larin {izerine kit prokoliine uygun olarak hazirlanmis cDNA
mixinden 10 pl reaksiyon mixi eklenmistir. Toplam reaksiyon miktar1 20 pl olacak
sekilde Applied Biosystems- ProFlex marka Thermal dongii PCR cihazinda (Sekil 3.12)
25 °C de 10 dk; 37 °C de 120 dk ve 85 °C de 5 dk siireyle tutularak cDNA elde

edilmistir.

Sekil 3.12. Thermal dongii-PCR Cihazi
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3.6.4. qRT-PCR (Ger¢ek zamanh — Polimeraz Zincir Reaksiyonlar)

ABC, P-450, GST, Apoptoz, Antioksidan genler ile Is1 Soku proteinleri (HSP)
genlerinin gen ifadelerinin belirlenmesi i¢in (Cizelge 3.2)’de verilmis olan 18-24 bazlik

toplam 22 adet primerin F ve R primerlerinden mix hazirlanmistir.

Calismada kontrol ve direngli gruplarda ABC yolagi ABC-B alt ailesi genleri
MDR 49 (Multi Drug Resistance 49), MDR50 (Multi Drug Resistance 50), MDR65
(Multi Drug Resistance 65), ABC-C alt ailesi genleri MRP1 (Multidrug-Resistance like
Protein 1 (dAMRP)), SUR (Sulfonylurea Receptor), karakterize edilmemis proteinlerden
MET (Multidrug Efflux Transporter), P-450 yolagi CYP6A2 (Cytochrome P450-6a2),
CYP12D1 (Cytochrome P450-12d1), CYP6G1 (Cytochrome P450-6gl), GST yolagi
GSTD1 (Glutathione S transferase D1), GSTDS5 (Glutathione S transferase D5), GSTE1
(Glutathione S transferase E1), Apoptoz yolagi BAX (BCL2 associated X, apoptosis
regiilator), BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2), CAS3 (Cysteine-Aspartic Acid Protease
3), Antioksidan yolagi GS- (Glutathione Synthetase), CAT (Catalase), SOD
(Superoxide dismutase 1 (Cu-Zn SOD)), SOD2 (Superoxide dismutase 2 (Mn-SOD)),
HSP yolagi HSP27 (Heat shock protein 27), HSP60 (Heat shock protein 60), HSP70
(Heat shock protein 70) genlerinin ekspresyonu kontrol ve direngli gruplarda qRT-PCR
ile analiz edilmistir. Endojen kontrol geni olarak RP49 (Ribosomal protein L32) geni

kullanilmstir.

Cizelge 3.2. gqRT-PCR reaksiyonu i¢in kullanilan primerler

Gen Ailesi Gen Adi Baz Dizisi
MDR49 Forward F- TCCCGCAGAGAATACGGGT
Reverse R- GAGCCATGCACAGGTAGATGA
MDR50 Forward F- AGAAGTCCAAGCATGACGAGT
Reverse R- CGCTCGATCCTTTTTGGTGG
ABC (ATP
Baglayan MDR65 Forward F- AGAGCCTATTGCATTCCTGAAAC
Kaset) Tasiyici Reverse R- GCAGCACATTATGAAGCCGAA
Protein Ailesi
MRP1 Forward F- AATCGAAAGTATGGCGTGCAG
Reverse R- GGGGAATCGACAGCACAGT
SUR Forward F- AGTGTCCTCCGTCATGTGGT
Reverse R- CGGATGAGAAACAGAAAAACG
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MET Forward F- CCTGCTGACAACTTTTACGG
Reverse R- GTAATCAAGGCGCAAGTTCC
CYP6A2 Forward F-CCACACGATGCTCCTCACC
Reverse R- CGCTCTTCCGGTACTTGTTG
Sitokrom P-450| CYp12D1 | Forward | F- ATTTACGTGGGTCCCGTTC
Monooksijenaz
Enzim Ailesi Reverse R- GCGGAATCTCATCGTAGGTC
CYP6G1 Forward F- GGTTCCACAACCGATACGC
Reverse R- TCCCTGACGAAGAACAGGTTAT
GSTD1 Forward F- TCCTGAACACCTTCCTGGAG
Reverse R- CTTGCTGATCTCGAATTTGG
Sﬂatyon_s GSTD5 Forward | F- TATTACTCGCCCCGTGGAAG
transferaz Reverse R-TGGTGTGCTATGGATTGAGC
Enzim Ailesi
GSTE1 Forward F- GAGGACCGTCAAACTTACCC
Reverse R-GTACCGTGTGTTGGGGATTC
BAX Forward F- ATGGACGGGTCCGGGGAG
Reverse R- TCAGCCCATCTTCTTCCA
Apoptoz BCL-2 Forward | F- ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA
Yolagi Genleri Reverse | R- ACAGTTCCACAAAGGCATCC
CAS-3 Forward F- GTGGAATTGATGCGTGATGT
Reverse R- ACAGGTCCATTTGTTCCAAAA
GS- Forward F- TGGGACCAGCAAGTAAAACC
Reverse R- TCGCGAATGTAGAACTCGTG
CAT Forward F- TACGAGCAGGCCAAGAAGTT
Antioksidan Reverse R- ACCTTGTACGGGCAGTTCAC
Genler SoD Forward | F- GTTCGGTGACAACACCAATG
Reverse R- GGAGTCGGTGATGTTGACCT
SOD-2 Forward F- TCTGAAGAAGGCCATCGAGT
Reverse R- GCAGATAGTAGGCGTGCTCC
HSP 27 Forward F- GCCCCGCAGCCCCATCTACGAG
Reverse R- GAGCACGCCATCCGACGACAGC
HSP (Is1 Soku| Hsp 60 Forward F- GTCGCGCCCCGTTAGCAC
E;reor:f;?ile”) Reverse R- CATCGCGTCCCACCTTCTTCAT
HSP 70 Forward F- CGAGETCGACGCATTGTTTG
Reverse R- GAGTGGATCCGCCGACGAGTA
Endojen Rp-49 Forward | F- GCTAAGCTGTCGCACAAATG
Kontrol Geni

Reverse

R- TGTGCACCAGGAACTTCTTG
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384 kuyucuklu PCR plak kuyularma Primer mix ve SYBR® Select Master Mix (Life
Technologies, ABD) SYBR mix reaksiyon bilesenlerinden eklenmistir.

e Primer Mix: 8 pl dagitilmustur.
e SYBR Mix: 8 ul dagitilmustir.

SYBR Green PCR Master Mix: 220 pul
dH0 (niikleaz free su): 50 ul

cDNA: 4 pl

Reaksiyon bilesenleri eklenen PCR plagi Sekil 3.13°deki QuantStudio- Applied

Biosystems marka gercek zamanli PCR cihazma yiiklenmistir.

Sekil 3.13. Real Time PCR Cihazi

gRT-PCR dongiisii:
Enzimlerin tutunmasi ve Denatiirasyon: 1 dongii 50 °C 2 dk ve 95 °C 10 dk

Denatiirasyon: 95 °C 10 sn

Annealing(Primer eslesmesi): x48 dongii

Elongasyon(Primer uzamasi): 60 °C 1 dk

asamalar1 ile DNA’lar ¢ogaltilmis ve (Sekil 3.14)’deki gibi bir amplifikasyon egrisi elde

edilmistir.
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RQ vs Sample Amplification Plot

1512

6ST05 McyPsc1 MCyPsaz Msop2 Mes B MRPT | CAT MDRS50
Bwmorss MHsP27 MRP49 MsoD EIMDR49 M HSPs0 MGS  ECAS3
GSTD1 MHsp7o MEcLz  MsSurR McvPizp Meax M GSTED M MET

Sekil 3.14. gRT-PCR 5. nesil 6rneklerin amplifikasyon goriintiisii

gRT-PCR sonucu elde edilen veriler 2"**“" metodu kullamilarak RP49 endojen

kontrole gore normalize edilip kontrol ile kiyaslanarak oransal ifade edilmistir.

3.7. Morfolojik Analizler

3.7.1. Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster’lerde Yiizde Agirhk Kaybi

Kontrol ve 5. nesil direngli Drosophila melanogaster erginlerinden alinan
orneklerin bir kismi kuru olarak -80°C’lik sogutucuda saklanmistir. Kontrol grubu, 5.
nesil direngli Deltamethrin grubu, 5. nesil direngli Thiamethoxam grubu ve 5. nesil
diren¢li Deltamethrin+Thiamethoxam gruplarindan 10’ar adet disi ve erkek bireylerin
tartimlar1 hassas terazide (UniBloc-AND) (Sekil 3.15) yapilmustir.
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Sekil 3.15. Hassas terazi

3.7.2. Kontrol, Duyarh ve Direngli bireylerin Stereo Mikroskop ile

Goriintiilenmeleri

Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerine Deltamethrin,
Thiamethoxam ve Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit gruplarinin sprey yontemi ile
uygulamalar1 yapilmistir. Uygulamadan 24 saat sonra her gruptan duyarh ve 5. nesil
direngli bireyler agiz aspiratorii ile besiyeri sigselerinden 15 ml’lik falkon tiiplere alinmis
ve morfolojik analizlerde kullanilmak tizere kuru olarak -80 °C’deki derin dondurucuda

saklanmugtir

Insektisit uygulamalar1 yapilan duyarli ve direngli bireylerde insektisitlerin toksik

etkilerinden kaynaklanan morfolojik degisiklikler;
Kontrol grubu,

5. nesil direngli Deltamethrin grubu,

5. nesil direngli Thiamethoxam grubu

5. nesil direngli Deltamethrin+Thiamethoxam

5. nesil duyarl Deltamethrin grubu

5. nesil duyarli Thiamethoxam grubu

5. nesil duyarh Deltamethrin+Thiamethoxam
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gruplarinda stereo mikroskop (OLYMPUS SZX7 -TH4-200) (Sekil 3.16) ile 20X

biiylitmede goriintiillenmistir.

Sekil 3.16. Stereo mikroskop

3.8. istatistik Analizler

3.8.1. qRT-PCR Analizleri

Drosophila melanogaster ergin bireylerinin Deltamethrin, Thiamethoxam ve
Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit gruplarina maruz birakilmast sonucunda kontrol
genlerine kiyasla c¢oklu ila¢ direnci genlerinin gen ekspresyon seviyelerinin
belirlenebilmesi amaciyla AACT metodu kullanilarak endojen kontrol geni olan RP49
genine gore veriler normalize edilmistir. AACT metodundan elde edilen veriler SPSS20,
Trakya {iniversitesi lisansh (IBM, ABD) Istatistik analiz program kullanilarak analiz
edilmistir. Kontrol grubu ile diren¢li gruplarin karsilastirilmasi i¢in Bagimsiz 6rnek t-
test testi yapilarak ortalamalarinin girdigi gruplar (P<0.05) ile belirlenmis ve grafiksel

olarak ifade edilmistir.
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3.8.2. Yiizde Agirhk Kayb1 Analizleri

Drosophila melanogaster ergin bireylerinin kontrol grubu ile Deltamethrin,
Thiamethoxam ve Deltamethrin+Thiamethoxam insektisitlerine 5 nesil boyunca maruz
birakilan direngli gruplarin (10 disi, 10 erkek) hassas terazide (Sekil 29) tartimlari
yapilmigtir. Kontrol grubu ile direngli gruplar arasindaki yilizde agirlik kaybmnin
karsilagtirilabilmesi amaciyla tartim verileri SPSS20, Trakya tiniversitesi lisansli (IBM,
ABD) Istatistik analiz programu ile bagimsiz &rnek t-test metodu kullanilarak verilerin

girdigi gruplar (P<0.05) ile belirlenmis ve grafiksel olarak ifade edilmistir.
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1. Duyarh Bireylerde Insektisitlerin LDso Dozlarinin Belirlenmesi

Tez ¢alismasinda, daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda boceklerde ¢oklu ilag
direncinin gelismesine neden oldugu bilinen sentetik piretroidli Deltamethrin ve
neonikotinoidli Thiamethoxam insektisitleri kullanilmistir. Insanlar ve zararli bocek
tiirleriyle gen homolojisine sahip olan ve genetik toksikoloji dahil olmak tizere pek ¢ok
alanda model organizma olarak kullanilan Drosophila melanogaster Oregon R* k1 1
giinliik ergin meyve sinekleri Deltamethrin, Thiamethoxam ve
Deltamethrin+Thiamethoxam birlesiminden olusan 3 farkli uygulama grubuna maruz
brirakilmis ve 24 saat sonra Ornekler alinmistir. Yapilan denemede cam siselerde
materyal ve yontem boliimiinde belirtilen sekilde yetistirilen Drosophila melanogaster
erginlerine Treticilerin ylizey ilaglama yontemi igin Onerdikleri dozlar 6 farkli
konsantrasyonda 3 tekrarh olarak uygulanmstir. Her insektisit deneme grubunun sayim
sonuglar1 ile probit analiz yapilarak duyarh bireylerdeki LDsy dozlar1 probit analiz ile

hesaplanarak bulunmustur.

4.1.1. Deltamethrin

Calismada Deltamethrinin yiizey ilaglama i¢in 6nerilen 10000 ppm kullanim dozu
6 farkli seyreltme konsantrasyonunda hazirlanarak Drosophila melanogaster erginlerine

uygulanmistir. Uygulamada kullanilan dozlar ile 24 saat sonra yapilan sayimlar Cizelge
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4.1°de, Probit analiz ile belirlenen LDsy dozunu gosteren grafik ise Sekil 31°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Deltamethrinin duyarl bireylerde LDsg analizi i¢in uygulama dozlart ile

olii, canli ve total birey sayilar

Deltamethrin
10000 ppm
5000 ppm
2500 ppm
1250 ppm
625 ppm
313 ppm
0 ppm

Ol
117
27
50
31
23
3
0

Canli

0
19
53
68
67
71
84

Total

117
46
103
99
90
74
84

10000 -
9000 -
8000 -
7000 -
6000 -
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000 -

Dozlar

1060
Joo1
Jost
00z
Josz
Joog’

Jose
Joot'

LD degerleri

Jost'
005’

DELTAMETHRIN PROBIT ANALIZ

Joss’

1009°
1059°
JooL
Josc
1008°
Joss
1006

Sekil 4.1. Deltamethrinin Probit analiz ile LDsp dozunun belirlenmesi grafigi.

Drosophila melanogaster Oregon R* erginlerine 313-625-1250-2500-5000-10000

ppm dozlarinda Deltamethrin uygulanmasindan 24 saat sonra bireylerin yiizde

canlihgna etkisini gosteren LDsq degeri Probit analizi yapilarak 2023 ppm olarak (x*=
31.884, df= 4, mintmax= 1026.954+4437.621, p<0.000) %95 giliven araliginda

bulunmustur.
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4.1.2. Thiamethoxam

Thiamethoxamin yiizey ilaglama igin onerilen 120000 ppm uygulama dozu 6
farkli seyreltme konsantrasyonunda hazirlanarak Drosophila melanogaster erginlerine
uygulanmistir. Uygulamada kullanilan dozlar ile 24 saat sonra yapilan sayimlar Cizelge

4.2°de, Probit analiz ile belirlenen LDsy dozunu gosteren grafik ise Sekil 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.2. Thiamethoxam duyarl bireylerde LDsg analizi i¢in uygulama dozlart ile

o0lii, canl1 ve total birey sayilari

Thiamethoxam Olii Canh Total
120000 ppm 117 0 117
60000 ppm 27 19 46
30000 ppm 50 53 103
15000 ppm 31 68 99
7500 ppm 23 67 90
3750 ppm 3 71 74
0 ppm 0 96 96

80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

Dozlar

THIAMETHOXAM PROBIT ANALIZ

18518.305
]
o = = N W W E R L L ey ma o w oo
= = I = A = A = I = = = =
S S & 5 & 3 &5 8 &3 as 3858 &85 S5
LD degerleri

Sekil 4.2. Thiamethoxamm Probit analiz ile duyarli bireylerde LDsy dozunun

belirlenmesi grafigi
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Drosophila melanogaster Oregon R* erginlerine 3750-7500-15000-30000-
60000-120000 ppm dozlarinda Deltamethrin uygulanmasindan 24 saat sonra bireylerin
yiizde canliligma etkisini gosteren LDso degeri Probit analizi yapilarak 18518 ppm
olarak (x*= 18.366, df= 4, mintmax= 11266.524+:29464.544, p<0.001) %95 giiven

araliginda bulunmustur.

4.1.3. Deltamethrin+Thiamethoxam

Calismada S1vi (SC) formiilasyonundaki Deltamethrin ile suda ¢6ziinebilen graniil
(WG) formiilasyonundaki Thiamethoxam insektisitleri ayr1 ayr1 hazirlanarak
birlestirilmis ve seri seyreltmeler yapilarak 6 farkli konsantrasyonda, 3 tekrarl olarak,
ylizey ilaclama yontemiyle uygulamalar yapilmigtir. Uygulamada kullanilan dozlar ile
24 saat sonra yapilan sayimlar Cizelge 4.3°te, LDsg dozlarin1 gosteren grafikler ise Sekil

4.3 ve Sekil 4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.3. Deltamethrin+Thiamethoxamin duyarli bireylerde LDsg analizi i¢in
uygulama dozlar ile 6lii, canli ve total birey sayilari

Deltamethrin  Thiamethoxam Olii Canh Total

5000 ppm 60000 ppm 59 0 59
2500 ppm 30000 ppm 25 3 28
1250 ppm 15000 ppm 59 14 3
625 ppm 7500 ppm 44 20 64
313  ppm 3750 ppm 47 47 94
157 ppm 1875 ppm 11 35 46
0 ppm 0 ppm 0 92 92
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4.1.3.1. Deltamethrin

2000 +
1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -

DELTAMETHRIN+THIAMETHOXAM
DELTAMETHRIN PROBIT ANALIZ

Dozlar

LD degerleri

Sekil 4.3. Deltamethrin+Thiamethoxam i¢in Deltamethrinin Probit analiz ile duyarl

bireylerde LDsy dozunun belirlenmesi grafigi

4.1.3.2. Thiamethoxam

25000 - DELTAMETHRIN+THIAMETHOXAM
THIAMETHOXAM PROBIT ANALIZ

20000 -

15000 -

Dozlar

10000 -

5000 -

o = = o W W in e I I I =)

= I = = = = A= = = =

S S5 & 5 & 3 &5 85 85 &5 & 38585 85 &5
LD degerleri

Sekil 4.4. Deltamethrin+Thiamethoxam i¢in Thiamethoxamin Probit analiz ile duyarl

bireylerde LDso dozunun belirlenmesi grafigi

Drosophila melanogaster erginlerine farkl

konsantrasyonlarda uygulanan

Deltamethrin+Thiamethoxam birlesiminin sineklere sprey yontemi ile uygulanmasindan
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24 saat sonra canli ve 6lii sayimlar1 yapilmistir. Canli sayimlar1 her konsantrasyon i¢in
kontrol grubu ile kiyaslanarak Probit analizi yapilmig ve Deltamethrin LDsy dozu 347
ppm, (x°= 3.200, df= 4, mintmax= 271.220+423.901, p<0.525) %95 giiven araliginda
belirlenmistir. Thiamethoxam LDs, dozu 4325 ppm (x’= 3.188, df= 4, mintmax=
3382.520+5290.325, p<0.527) %95 giiven araliginda belirlenmistir.

4.2. Direncli Bireylerde Insektisitlerin LDsy Dozlarinin Belirlenmesi

Duyarli bireylerde bulunan LDsy dozlarina kiyasla 5 nesil siiresince insektisit
uygulama gruplarma maruz birakilan direngli Drosophila melanogaster bireylerindeki
LDsy doz artisin1 tespit etmek amaciyla LDsy dozu ve katlar1 seklinde 5 farkl
konsantrasyon ve 3 tekrarli olmak tizere her uygulama grubu i¢in 15 sise kullanilmustir.
24 saat sonra yapilan sayim sonuglari tablo olarak ve Probit analizi yapilan direngli

bireylerdeki LDso dozu ise grafik olarak gosterilmistir.

4.2.1. Deltamethrin

5. nesil Deltamethrin direngli bireylere; 506 ppm, 1012 ppm 2023 ppm 4046 ppm
8092 ppm (1/4 LDsy, 1/2 LDso, LDsy, 2x LDsp 4x LDsp) konsantrasyonlari
uygulanmistir. Uygulamadan 24 saat sonra elde edilen sayim sonuglar1 Cizelge 4.4°de,

Probit analiz ile belirlenen LDsp dozu ise grafik olarak Sekil 4.5°de verilmistir.

Cizelge 4.4. Deltamethrin direngli bireylerde LDsg analizi i¢in uygulama dozlar1 ile 61,
canl1 ve total birey sayilar1

Deltamethrin Olii Canli Total
8092 ppm 164 46 210
4046 ppm 79 49 128
2023 ppm 35 167 202
1012 ppm A 149 153
506 ppm 11 154 165
0 ppm 0 85 85
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Sekil 4.5. Deltamethrinin Probit analiz ile direngli bireylerde LDsy dozunun
belirlenmesi grafigi

Belirlenen dozlarmn Drosophila melanogaster erginlerine uygulanmasi sonucunda
direncli bireylerde LDsy dozu 3891 ppm olarak (x*= 131.928, df= 13, mintmax=
2733.852+6156.331, p<0.000) %95 giiven araliginda belirlenmistir.

4.2.2. Thiamethoxam

5. nesil Thiamethoxam direngli bireyler; 4630 ppm, 9260 ppm 18518 ppm 37036
ppm 74072 ppm (1/4 LDso, 1/2 LDso, LDso, 2X LDsg, 4x LDsp) konsantrasyonlarina
maruz birakilmistir. Uygulamadan 24 saat sonra yapilan sayim sonuglar1 Cizelge 4.5°te,

Probit analiz ile belirlenen LD-5, dozu ise grafik olarak Sekil 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.5. Thiamethoxam direngli bireylerde LDsg analizi i¢in uygulama dozlari ile
olii, canli ve total birey sayilar1

Thiamethoxam Oli Canh Total
74072 ppm 40 69 109
37036 ppm | 133 134
18518 ppm 0 173 173
9259 ppm 3 216 219
4630 ppm 3 182 185
0 ppm 0 138 138
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Sekil 4.6. Thiamethoxamin Probit analiz ile direngli bireylerde LDsy dozunun
belirlenmesi grafigi

Thiamethoxam dozlarinin uygulanmasiyla yapilan canli+6lii sayimlarimn Probit
analizleri sonucunda direngli bireylerde LDsg: 170394 ppm olarak (X2= 136.059, df=13,
mintmax= 69439.676+20615.10, p<0.000) %95 giiven araliginda belirlenmistir.

4.2.3. Deltamethrin+Thiamethoxam

Deltamethrin+Thiamethoxam uygulama grubundaki 5. nesil direngli bireylere
Deltamethrin; 87 ppm, 174 ppm 347 ppm 694 ppm 1388 ppm (1/4 LDsy, 1/2 LDs,
LDso, 2x LDsg 4x LDsp) konsantrasyonlari ile, Thiamethoxam; 1081 ppm, 2163 ppm
4325 ppm 8650 ppm 17300 ppm (1/4 LDso, 1/2 LDsp, LDsg, 2X LDsp, 4X LDsp)
konsantrasyonlar1 hazirlanip birlestirilerek 1 gilinliik ergin sineklere uygulanmistir.
Uygulamadan 24 saat sonra yapilan sayimlarda 6lii, canli ve total sayimlar yapilmis ve
sonuglar Cizelge 4.6’da, Probit analiz ile belirlenen LDsy dozlar1 ise grafik olarak Sekil
4.7 ve Sekil 4.8°de verilmistir.
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Cizelge 4.6. Deltamethrin+Thiamethoxam direngli bireylerde LDsp analizi igin
uygulama dozlar1 ile 6lii, canli ve total birey sayilari

Deltamethrin Thiamethoxam  Olii Canh Total

1388 ppm 17300 ppm 161 43 204
694 ppm 8650 ppm 81 142 223
347 ppm 4325 ppm 12 114 126
174 ppm 2163 ppm 0 115 115
87 ppm 1081 ppm 0 167 167
0 ppm 0 ppm 0 128 128

4.2.3.1. Deltamethrin

2000 - DELTAMETHRIN+THIAMETHOXAM
1800 - DELTAMETHRIN PROBIT ANALIZ

1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

Dozlar

LDd

egerleri

Sekil 4.7. Deltamethrin+Thiamethoxam i¢in Deltamethrinin Probit analiz ile direngli
bireylerde LDso dozunun belirlenmesi grafigi
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4.2.3.2. Thiamethoxam

25000 DELTAMETHRIN+THIAMETHOXAM
THIAMETHOXAM PROBIT ANALIZ
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Sekil 4.8. Deltamethrin+Thiamethoxam i¢in Thiamethoxamin Probit analiz ile direngli
bireylerde LDsy dozunun belirlenmesi grafigi

Deltamethrin+Thiamethoxam uygulamalarindan 24 saat sonra yapilan sayimlar
probit analiz ile hesaplanarak direncli bireylerde Deltamethrin LDso dozu 847 ppm, (x°=
4.821, df= 13, mintmax= 787.545+913.206, p<0.979) %95
belirlenmistir. Thiamethoxam LDso dozu ise 10555 ppm olarak (x*= 4.810, df= 13,
mintmax= 9815.430+11382.007, p<0.000) %95 giiven araliginda belirlenmistir.

giiven araliginda

Calismamizin LDsg dozu belirleme asamasinda duyarli ve direngli bireylerin
insektisit uygulama gruplarma maruz birakilmasi sonucunda elde edilen LDso dozlari

Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. insektisit uygulama gruplarinmn duyarl ve direngli bireylerdeki LDsg

dozlarmin degisimi
Duyarh LD5, Direncli L.Ds,

Direncli L.Ds,/

Insektisit Uygulama Gruplar
Duyarh LDs,

Deltamethrin 2023 ppm 3890 ppm 1.92 kat 7
Thiamethoxam 18518 ppm 170394 ppm 92 kat 7
Deltamethrin+Thiamethoxam D=347 ppm D=2847 ppm 24 kat 1
T= 4325 ppm T= 10555 ppm 24 kat 1
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4.3. Gen Ekspresyon Analizleri

Drosophila melanogaster Oregon R* 1 giinliik meyve sinegi erginlerine, bir
onceki bolimde yapilan probit analizlerinde belirlenmis olan Deltamethrin LDs,
Thiamethoxam LDsg ve Deltamethrin+Thiamethoxam LDsg dozlarmm uygulamasindan
24 saat sonra Ornekler alinmistir. Birinci nesil bireylere kiyasla istatistik olarak daha
yiiksek LDsp dozlarina dayanim gosteren bireylerde, olusturulan bu direncin molekiiler
temelleri ger¢ek zamanlh polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemi kullanilarak

arastirilmstir.

Bu kapsamda yapilan literatiir ¢aligmasi ile artropodlar iizerinde, coklu ila¢ direnci
gelismesine neden olan P-450(Sitokrom P-450 monooksijenaz) ve GST(Glutatyon S-
Transferaz) enzimleri ile ABC(ATP baglayan kaset) proteinlerini iceren detoksifikasyon
mekanizmalar1 ile Apoptoz, Antioksidan ve HSP(Is1 Sok Proteini) yolagi genleri birlikte
aragtirtlmistir. Yapilan ¢alismada Drosophila melanogaster’den Materyal ve Yontem
bolimiinde anlatildig1 sekilde ¢cDNA kiitiiphanesi olusturulmus ve bu kiitliphane
yardimiyla bahsedilen mekanizmalardan sorumlu olan genlere ait mRNA ekspresyonlar1

belirlenmistir.

4.3.1. Sitokrom P-450 Monooksijenaz Enzim Ailesi Gen Ekspresyon Analizleri

Uygulama siiresi sonunda 5 nesil boyunca Deltamethrin LDsg, Thiamethoxam
LDsy, ve Deltamethrin+Thiamethoxam LDsy; dozlarina dayanim gosteren direngli
bireyler ile herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol bireylerinin RNA’lar1
kullanilarak gRT-PCR yapilmustir. insektisit gruplarinda faz | detoksifikasyon
mekanizmasi P-450 genlerinden insektisit bilesiklerinin insektisidal etkisini detoksifiye
eden ve birbirleriyle gen homolojisine sahip olan CYP6A2, CYP12D1 ve CYP6G1
genlerinin ekspresyonlar1 Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de verilmistir.

4.3.1.1. Deltamethrin Uygulanmasinin Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster

Bireylerinde P-450 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Yapilan calismada Deltamethrin uygulamasi yapilan bireylerin P-450 gen

ekspresyon seviyelerini gosteren grafik Sekil 4.9°da verilmistir. Deltamethrin uygulama
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grubunda direngli bireylerde kontrole kiyasla CYP6A2 3.7 kat, CYP12D1 1.2 kat ve
CYP6G1 3.8 kat gen ekspresyonu artigi gostermesine ragmen kontrol ile Deltamethrin
direngli gruplar ayni istatistik grupta yer almistir.(Pcypsaz= 0.052, t= 2.417,df= 6;
Pcvpi2p1= 0.486, t=-0.742,df= 6; Pcypsci= 0.079, t= -2.111,df= 6)

DELTAMETHRIN
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g 12
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T 8
< 6
[ -
=
= 4
2 1
&z 5 T

0 e &= i ==
KONTROL DIRENCLI[KONTROL DIRENCLI[KONTROL DIRENCLI
CYP6A2 CYP12D1 CYP6G1
Sitokrom P-450 Monooksigenaz Genleri

Sekil 4.9. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDsy dozunda Deltamethrin uygulamasindan 24 saat sonra P-450 enzim ailesine ait
CYP6A2, CYP12D1 ve CYP6G1 gen ekspresyonlart. Tim veriler RP49 mRNA
seviyesi ile normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalamaz+standart hata, (t-test, P<0.05)

4.3.1.2. Thiamethoxam Uygulanmasimin Kontrol ve Direngli Drosophila

melanogaster Bireylerinde P-450 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Calismada qRT-PCR ile Thiamethoxam grubunda belirlenen P-450 gen
ekspresyon seviyelerini gosteren grafik Sekil 4.10°da verilmistir. Thiamethoxam
uygulama grubunda direngli gruplarda kontrol grubuna kiyasla CYP6A2 10 Kat,
CYP12D1 ve CYP6G1 genlerinde 2 kat ve 3.3 kat gen ekspresyonu farkliligi
olusturmustur. Yapilan analiz sonuglarma goére, CYP6A2 geni istatistiksel olarak
anlaml diizeyde fark gostermistir (Pcypsaz= 0.003, t= 4.967, df= 6; Pcypizpi= 0.253, t=
1.263, df=6; Pcypsc1= 0.078, t= 2.617, df= 3.060)
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Sekil 4.10. Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDsy dozunda Thiamethoxam uygulamasindan 24 saat sonra P-450 enzim ailesine ait
CYP6A2, CYP12D1 ve CYP6GI gen ekspresyonlari. Tim veriler RP49 mRNA
seviyesi ile normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalamatstandart hata *Ortalamalar
istatistiki olarak birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)

4.3.1.3. Deltamethrin+Thiamethoxam Uygulanmasimin Kontrol ve Direngli

Drosophila melanogaster Bireylerinde P-450 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Uygulamadan sonra yapilan gRT-PCR ile Deltamethrin+Thiamethoxam grubunda
belirlenen P-450 gen ekspresyon seviyelerini gosteren grafik Sekil 4.11°de verilmistir.
Direngli grupta kontrol grubuna kiyasla CYP6A2 4.9 kat CYP12D1 1.4 kat ve CYP6G1
2.7 kat fark bulunmustur. Analiz sonuglarina gore sadece CYP6A2 geninde istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunmustur (Pcypsaz= 0.001, t= 6.551, df= 6; Pcypiopi= 0.446,
t=0.815, df= 6; Pcypsci= 0.121, t= 1.805, df= 6)
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Sekil 4.11. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDs, dozunda Deltamethrin+Thiamethoxam uygulamasindan 24 saat sonra P-450 enzim
ailesine ait CYP6A2, CYP12D1 ve CYP6GI1 gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49
mRNA seviyesi ile normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalama+standart hata
*QOrtalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)

4.3.2. Glutatyon S-Transferaz (GST) Enzim Ailesi Gen Ekspresyon Analizleri

Calismada Drosophila melanogaster erginlerine 5 nesil boyunca Deltamethrin
LDso, Thiamethoxam LDsy ve Deltamethrin+Thiamethoxam LDsy dozlarina karsi
dayanim gosteren direngli bireyler ile herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol
bireylerinin qRT-PCR analizleri sonucunda mRNA seviyelerindeki ekspresyon farklilik
diizeyleri kullanilmustir. Insektisitlerin detoksifiye edilmelerinde rol alan faz II
detoksifikasyon mekanizmasi Glutatyon S-Transferaz enzimlerinden GSTD1, GSTD5
ve GSTE1 genleri kullanilarak gen ekpreyon diizeylerinde olusan farkliliklar Sekil 4.12,
Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°de gosterilmistir.

4.3.2.1. Deltamethrin Uygulanmasinin Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster

Bireylerinde GST Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Deltamethrin uygulamasmin GST genlerindeki gen ekspresyon seviyelerini
gosteren grafik Sekil 4.12°de gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla Deltamethrin
direngli bireylerde kontrol grubuna kiyasla GSTD1 1.5 kat, GSTD5 1.3 kat ve GSTE1
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2.9 kat farklilik olusturmus Yapilan analiz sonucunda GSTE1 gen ekspresyon
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. (Pgstpi= 0.167, t= -1.574,
df= 6; Pgstps= 0.647, t=-0.482, df= 6; Pgste1= 0.000, t= -8.043, df= 6)
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Sekil 4.12. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDsy dozunda Deltamethrin uygulamasindan 24 saat sonra GST enzim ailesine ait
GSTD1, GSTD5 ve GSTEI1 gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile
normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalama+standart hata *Ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)

4.3.2.2. Thiamethoxam Uygulanmasimin Kontrol ve Direngli Drosophila

melanogaster Bireylerinde GST Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Thiamethoxam uygulamasinin GST enzim ailesinde gen ekspresyon seviyelerini
gosteren grafik Sekil 4.13’de verilmistir. Thiamethoxam direngli bireylerde kontrol
bireylerine kiyasla GSTD1 1.2 kat, GSTD5 3.2 kat ve GSTEI 2 kat artig gdstermistir.
Analiz sonucuna goére GSTE1 geninin ekspresyonu istatistiksel olarak anlaml bir fark
olusturmustur (Pgstp1= 0.435, t= -0.836, df= 6; Pgsrps= 0.410, t= -0.885, df= 6;
Pester= 0.013, t= -3.504, df= 6).
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Sekil 4.13. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDso dozunda Thiamethoxam uygulamasindan 24 saat sonra GST enzim ailesine ait
GSTDI, GSTDS5 ve GSTE1 gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile
normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalama+standart hata *Ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)

4.3.2.3. Deltamethrin+Thiamethoxam Uygulanmasimin Kontrol ve Direngli

Drosophila melanogaster Bireylerinde GST Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Deltamethrin+Thiamethoxam uygulama grubunun GST enzim ailesine ait gen
ekspresyonunu gosteren grafik Sekil 4.14°te verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
Deltamethrin+Thiamethoxam direngli grubunun gen ekspresyonlar1t GSTD1 1.1 kat,
GSTD5 1.5 kat ve GSTEL1 2 Kat artig gdstermistir. Istatistiksel olarak sadece direncli ve
kontrol bireylerin GSTE1 geni anlamli bir fark olusturmustur (Pgstp1= 0.669, t= -0.450,
df=6; Pgstps= 0.425, t=-0.806, df= 6; Pgste1= 0.043, t=-2.562, df=6).
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Sekil 4.14. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDsy dozunda Deltamethrin+Thiamethoxam uygulamasindan 24 saat sonra GST enzim
ailesine ait GSTD1, GSTDS5 ve GSTEI1 gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA
seviyesi ile normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalama+standart hata *Ortalamalar
istatistiki olarak birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)

4.3.3. ABC Tasiyici Protein Ailesi Gen Ekspresyon Analizleri

Yapilan ¢alismada Drosophila melanogaster 1 giinliik ergin bireylerine 5 nesil
siiresince Deltamethrin LDso, Thiamethoxam LDsy ve Deltamethrin+Thiamethoxam
LDsg dozlarma dayanim gosteren direncli bireyler ile herhangi bir uygulama yapilmamis
kontrol bireylerinden materyal ve yontem boliimiinde anlatildigi sekilde cDNA
kiitiiphanesi olusturulmus daha sonra qRT-PCR yapilarak analiz sonuglarina gore
mRNA seviyelerindeki ekspresyon farkliliklar1 kullanilmistir. Insektisitlerin detoksifiye
edilmelerinde rol alan faz III detoksifikasyon mekanizmalarindan ABC tasiyici protein
ailesi gen ekspresyonu analizlerinde ABC-B alt ailesi (MDR49, MDR50 ve MDR65),
ABC-C alt ailesi (MRP1(dMRP) ve SUR) ve karekterize edilmemis proteinlerden ¢oklu
ilag aktif pompa sistemi (MET) (Multidrug Efflux Transporter) genleri kullanilarak gen
ekspresyon diizeylerindeki farkliliklar karsilagtirilmastir.
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4.3.3.1. ABC-B Alt Ailesi Gen Ekspresyon Analizleri

Calismada ABC-B alt ailesi genlerinden MDR49, MDR50 ve MDR65 genlerinin
Deltamethrin, Thiamethoxam ve Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit gruplarinin
uygulanmast sonucu kontrol ve direngli gruplarinin gen ekpresyon diizeylerindeki
degisimler QRT-PCR analizleri kullanilarak belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.15, Sekil
4.16 ve Sekil 4.17°de verilmistir.

4.3.3.1.1. Deltamethrin Uygulanmasinin Kontrol ve Direncli Drosophila

melanogaster Bireylerinde ABC-B Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Deltamethrin direngli bireylerinin kontrol grubuna kiyasla olusan ABC-B alt ailesi
genlerinin ekspresyon farkliliklarini gosteren grafik Sekil 4.15’de verilmistir. MDR49
1.1 kat, MDR50 1.2 kat ve MDR65 1.4 kat farklilik gostermistir. Istatistiksel olarak
MDR49, MDR50 ve MDR65 genleri kontrol ile ayn1 grupta yer alarak kontrole kiyasla
anlamli bir fark olusturmamistir (Pmprag= 0.928, t= 0.094, df= 6; Pymprso= 0.593; t= -
0.564, df= 6; Pmpres= 0.205 t=-1.421, df= 6).
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Sekil 4.15. Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDso dozunda Deltamethrin uygulamasindan 24 saat sonra ABC-B enzim ailesine ait
MDR49, MDR50 ve MDR65 gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile
normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalama+standart hata, (t-test, P<0.05)
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4.3.3.1.2. Thiamethoxam Uygulanmasimin Kontrol ve Direncli Drosophila

melanogaster Bireylerinde ABC-B Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Calismada yapilan qRT-PCR analizi ile Thiamethoxam grubunun ABC-B alt
ailesi genlerinin ekspresyon farkliliklarint gosteren grafik Sekil 4.16°da verilmistir.
Kontrol grubuna kiyasla Deltamethrin direngli grubunun gen ekspresyonlart MDR49
1.2 kat, MDR50 1.3 kat ve MDR65 1.2 kat farklilhk gostermistir. Istatistiksel olarak
MDR49, MDR50 ve MDR65 genleri kontrol ile ayn1 grupta yer alarak kontrole kiyasla
anlamli bir fark olusturmamistir (Pmprag= 0.438, t= 0.830, df= 6; Pvprso= 0.446, t= -
0.815, df= 6; Pmpres= 0.541, t=-0.649, df= 6).
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Sekil 4.16. Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster Oregon R™ ergin bireylerinde,
LDso dozunda Thiamethoxam uygulamasindan 24 saat sonra ABC-B enzim ailesine ait
MDR49, MDR50 ve MDR65 gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile
normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalama+tstandart hata, (t-test, P<0.05)

4.3.3.1.3. Deltamethrin+Thiamethoxam Uygulanmasinin Kontrol ve Direncli

Drosophila melanogaster Bireylerinde ABC-B Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Deltamethrin+Thiamethoxam uygulamalarinin ABC-B alt ailesi genlerinin
ekspresyon farkliliklarimi gosteren grafik Sekil 4.17°de verilmistir. Kontrol grubuna
kiyasla Deltamethrin+Thiamethoxam direngli grubunun gen ekspresyonlart MDR49 1.6
kat, MDR50 1.2 kat ve MDR65 1.2 kat farklilik gostermis ancak ABC-B alt ailesi
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genlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Pmprag= 0.382, t=-0.942,
df= 6; Pmprso= 0.435, = 0.837, df= 6; PMDRes= 0.580, t= -0.585, df= 6)

DELTAMETHRIN+THIAMETHOXAM

25
j'é* 2
>
E 1.5
- I
= I 1
I
o
& 05
0
KONTROL DIRENCLI | KONTROL DIRENCLI |KONTROL DIRENCLI
MDR49 MDRS50 MDR65

ABC-B GENLERI

Sekil 4.17. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDsy dozunda Deltamethrin+Thiamethoxam uygulamasindan 24 saat sonra ABC-B
enzim ailesine ait MDR49, MDRS50 ve MDR65 gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49
mRNA seviyesi ile normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalama+standart hata, (t-test,

P<0.05)

4.3.3.2 ABC-C Alt Ailesi Gen Ekspresyon Analizleri

Caligmanin bu boliimiinde ABC-C alt ailesi genlerinden MRP1 ve SUR genlerinin
Deltamethrin, Thiamethoxam ve Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit gruplarinin
uygulanmasi sonucu kontrol ve direngli gruplarin gen ekpresyon diizeyleri qRT-PCR

analizleri kullanilarak belirlenmis ve grafikler Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20’de

gosterilmistir.

4.3.3.2.1 Deltamethrin Uygulanmasimn Kontrol ve Direncli Drosophila

melanogaster Bireylerinde ABC-C Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Uygulamadan sonra yapilan qRT-PCR ile ABC-C alt ailesi genlerindeki

ekspresyon farkliliklarini gosteren grafik Sekil 4.18°de verilmistir. Kontrol grubuna
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kiyasla Deltamethrin direngli grubunun gen ekspresyonlart MRP1 1.5 kat, ve SUR 3.7
kat farklilik gostermistir. Istatistiksel olarak MRP1 ve SUR genlerinin ekspresyon
seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli bir farklilik gostermistir (Pmgp1= 0.047 t= -
2.489, df= 6; Psyr = 0.002 t= -5.487, df= 6).
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Sekil 4.18. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDsy dozunda Deltamethrin uygulamasindan 24 saat sonra ABC-C protein ailesine ait
MRP1 ve SUR gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile normalize
edilmistir. Veriler: n=4, ortalamatstandart hata *Ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)

4.3.3.2.2 Thiamethoxam Uygulanmasinin Kontrol ve Direngli Drosophila

melanogaster Bireylerinde ABC-C Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Caligmada yapilan qRT-PCR ile ABC-C alt ailesi genlerinin ekspresyon
farkliliklarin1 gosteren grafik Sekil 4.19’da verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
Thiamethoxam direngli grubunun gen ekspresyonlart MRP1 1.1 kat, ve SUR 2 Kkat
farkhilik gostermistir. Istatistiksel olarak MRP1 geninde bir fark bulunmazken, SUR
geninin ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli bir farklilik gostermistir

(Pmre1= 0.676, t= 0.475, df=5; Psyr = 0.008, t= -1.664, df= 2.285).
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Sekil 4.19. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDso dozunda Thiamethoxam uygulamasidan 24 saat sonra ABC-C protein ailesine ait
MRP1 ve SUR gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile normalize
edilmistir. Veriler: n=4, ortalamatstandart hata, *Ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)

4.3.3.2.3 Deltamethrin+Thiamethoxam Uygulanmasinin Kontrol ve Direncli

Drosophila melanogaster Bireylerinde ABC-C Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Uygulamadan sonra yapilan qRT-PCR ile ABC-C alt ailesi genlerinin
ekspresyon farkliliklar1  Sekil 4.20°de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
Deltamethrin+Thiamethoxam direngli grubunun gen ekspresyonlar1t MRP1 1 kat, ve
SUR 2.5 kat farkhilik gostermistir. Istatistiksel olarak MRP1 geninde bir fark
bulunmazken, SUR geninin ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli bir

farklilik gostermistir (Pmrp1= 0.985, t= 0.444, df= 5; Psyr = 0.037, t= -4.279, df=5).
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Sekil 4.20. Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDsy dozunda Deltamethrin+Thiamethoxam uygulamasindan 24 saat sonra ABC-C
protein ailesine ait MRP1 ve SUR gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA
seviyesi ile normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalamatstandart hata, *Ortalamalar
istatistiki olarak birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)

4.3.3.3 Coklu ila¢c Aktif Pompa Sistemi Gen Ekspresyon Diizeyleri

Calismanin bu boliimiinde karakterize edilmemis proteinlerden Coklu Ilag Aktif
Pompa Sistemi MET geninin Deltamethrin, Thiamethoxam ve
Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit gruplarinin uygulanmasi sonucu kontrol ve
direngli gruplarmin gen ekpresyon diizeylerindeki fakliklar qRT-PCR analizleri
kullanilarak yapilmig ve grafikler Sekil 4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23°te gosterilmistir.

4.3.3.3.1 Deltamethrin Uygulanmasimn Kontrol ve Direncli Drosophila

melanogaster Bireylerinde MET Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Calismada yapilan qRT-PCR ile MET geninin ekspresyon farkliliklarini gosteren
grafik Sekil 4.21°’de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla Deltamethrin direngli
grubunun gen ekspresyonlar1 MET geninde 1.1 kat farklilik gostermis, ancak
istatistiksel olarak konrol grubu ile ayni istatistik grup i¢inde yer almistir (Pmer = 0.732,
t=-0.358, df= 6).
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Sekil 4.21. Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde
LDsy dozunda Deltamethrin uygulanmasindan 24 saat sonra MET geninin
ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile normalize edilmistir. Veriler: n=4,
ortalamatstandart hata, (t-test, P<0.05)

4.3.3.3.2 Thiamethoxam Uygulanmasinin Kontrol ve Direngli Drosophila

melanogaster Bireylerinde MET Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Uygulamadan sonra yapilan qRT-PCR ile MET geninin ekspresyon farkliliklarini
gosteren grafik Sekil 4.22°de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla Thiamethoxam
direngli grubunun gen ekspresyonlart MET geninde 1.2 katlik artis gdstermis, ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Pyer = 0.661, t= 0.462, df= 6).
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Sekil 4.22. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde
LDsy dozunda Thiamethoxam uygulanmasindan 24 saat sonra MET geninin
ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile normalize edilmistir. Veriler: n=4,
ortalamatstandart hata, (t-test, P<0.05)

4.3.3.3.3 Deltamethrin+Thiamethoxam Uygulanmasinin Kontrol ve Direncli

Drosophila melanogaster Bireylerinde MET Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Calismada yapilan qRT-PCR ile MET geninin ekspresyon farkliliklarini gosteren
grafik Sekil 4.23°de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla Deltamethrin+Thiamethoxam
direngli grubunun gen ekspresyonlart MET geninde 1.8 kat diislis gOstermis, ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Pyer = 0.082, t= 2.086, df= 6).
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Sekil 4.23. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde
LDsy dozunda Deltamethrin+Thiamethoxam uygulanmasindan 24 saat sonra MET
geninin ekspresyonlart. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile normalize edilmistir.
Veriler: n=4, ortalama+standart hata, (t-test, P<0.05)

4.3.4. Apoptoz Yolag1 Gen Ekspresyon Analizleri

Calismanin bu bolimiinde insektisitlerin viicuda alinmalarinin sonucunda hasar
goren hiicrelerin programlanmis hiicre Oliimiine gotiiriilerek viicuttan atilmasini
saglayan Apoptoz yolagi BAX, BCL2 ve CAS3 genleri kullanilmistir. Deltamethrin,
Thiamethoxam ve Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit gruplarinin uygulanmasindan
sonra kontrol ve direngli gruplarin cDNA kiitiiphaneleri materyal ve yontem boliimiinde
anlatildig1 sekilde olusturulmus ve bu kiitiiphane yardimiyla Apoptoz yolagi genlerine

ait mRNA ekspresyonlar1 belirlenmistir.

4.3.4.1. Deltamethrin Uygulanmasinin Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster

Bireylerinde Apoptoz Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Calismada yapilan qRT-PCR ile Apoptoz yolag: genlerine ait mRNA ekspresyon
farkliliklarin1 gosteren grafik Sekil 4.24°de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
Deltamethrin direngli grubun gen ekspresyonlar1t BAX 5.2 kat, BCL2 3.4 kat ve CAS3
5.7 kat farklilik gostermis ve istatistiksel olarak BAX, BCL2 ve CAS3 genleri 6nemli
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diizeyde bir fark olusturmustur (Pgax = 0.001, t= -5.852, df= 6; PgcL2= 0.027, t=-2.911,
df= 6; Pcass= 0.002, = -5261, df= 6)
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Sekil 4.24. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDsy dozunda Deltamethrin uygulamasindan 24 saat sonra Apoptoz yolagina ait BAX,
BCL2, ve CAS3 gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile normalize
edilmistir. Veriler: n=4, ortalamatstandart hata *Ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)

4.3.4.2. Thiamethoxam Uygulanmasimin Kontrol ve Direngli Drosophila

melanogaster Bireylerinde Apoptoz Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Thiamethoxam direngli bireylerde Apoptoz yolagi genlerinin ekspresyon
farkliliklarin1 gosteren grafik Sekil 4.25’de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
Thiamethoxam direngli grubun gen ekspresyonlart BAX 2.1 kat, BCL2 2.1 kat ve CAS3
1.9 kat fark gostermis ancak istatistik olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Pgax =
0.278, t=-1.306, df= 3.194; Pgc12= 0.202, t=-1.434, df= 6; Pcass= 0.194, t= -1.464, df=
6).
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Sekil 4.25. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDsy dozunda Thiamethoxam uygulamasindan 24 saat sonra Apoptoz yolagina ait
BAX, BCL2, ve CAS3 gen ekspresyonlart. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile
normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalama+tstandart hata, (t-test, P<0.05)

4.3.4.3. Deltamethrin+Thiamethoxam Uygulanmasimin Kontrol ve Direncli

Drosophila melanogaster Bireylerinde Apoptoz Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Deltamethrin+Thiamethoxam direngli bireylerde Apoptoz yolagi genlerinin
ekspresyon farkliliklarini gosteren grafik Sekil 4.26°da verilmistir. Kontrol grubuna
kiyasla Deltamethrin+Thiamethoxam direngli grubunun gen ekspresyonlart BAX 2.6
kat, BCL2 1.2 kat ve CAS3 2.4 kat farklilik gostermis ancak istatistik olarak direngli
grup ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamstir (Pgax = 0.260, t=-1.380,
df=3.044; PgcL2= 0.707, t= -0.394, df= 6; Pcass= 0.401, t= -0.904, df= 6).
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Sekil 4.26. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDsy dozunda Deltamethrin+Thiamethoxam uygulamasindan 24 saat sonra Apoptoz
yolagina ait BAX, BCL2, ve CAS3 gen ekspresyonlart. Tiim veriler RP49 mRNA
seviyesi ile normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalama+standart hata, (t-test, P<0.05)

4.3.5. Antioksidan Yolak Genleri Ekspresyon Analizleri

Calismanin bu boliimiinde insektisitlerin viicuda alinmalarinin sonucunda olusan
serbest radikallerin meydana getirdigi hasarlar1 ortadan kaldirmak {izere savunma goérevi
iistlenen Antioksidan yolak genleri GS, CAT, SOD ve SOD2 genlerinin Deltamethrin,
Thiamethoxam ve Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit gruplarinin uygulanmasi
sonucu kontrol ve direngli gruplarmin gen ekpresyon diizeylerindeki fakliliklar gRT-
PCR analizleri kullanilarak belirlenmis ve grafik olarak Sekil 4.27, Sekil 4.28 ve Sekil
4.29’da gosterilmistir.

4.3.5.1 Deltamethrin Uygulanmasinin Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster

Bireylerinde Antioksidan Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Calismada yapilan gRT-PCR ile antioksidan yolagi genlerinin ekspresyon
farkliliklarin1 gosteren grafik Sekil 4.27.’de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
Deltamethrin direngli grubunun gen ekspresyonlart GS 1.9 kat, CAT 1.5 kat, SOD 1.1
kat, SOD2 1.2 kat farklilik gostermis ancak istatistik olarak direngli grup ile kontrol
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grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Pgs = 0.051, t= -2.432, df= 6; Pcar =
0.262, = 1.239, df= 6; PSOD = 0.771, t= -0.305, df= 6; PSOD2 = 0.356, t= -1.000, df= 6)
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Sekil 4.27. Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDsp dozunda Deltamethrin uygulamasindan 24 saat sonra Antioksidan yolagina ait GS,
CAT, SOD ve SOD2 gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile
normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalama+tstandart hata, (t-test, P<0.05)

4.3.5.2. Thiamethoxam Uygulanmasimin Kontrol ve Direnc¢li D. melanogaster

Bireylerinde Antioksidan Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Caligmada yapilan qRT-PCR ile antioksidan yolagi genlerinin ekspresyon
farkliliklarin1 gosteren grafik Sekil 4.28°de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
Thiamethoxam direngli grubunun gen ekspresyonlar1 GS 1.3 kat, CAT 3.1 kat, SOD 1.2
kat, SOD2 1.2 kat farklilik gdstermistir. Istatistik olarak CAT geninde anlamli bir fark
bulunurken GS, SOD ve SOD2 genlerinde direngli grup ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (Pgs = 0.130, t= -1.755, df= 6; Pcat = 0.004, t= 4.480,
df=6; Psop = 0.492, t= 0.732, df= 6; Psop2 = 0.521, t= -0.682, df= 6).
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Sekil 4.28. Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDso dozunda Thiamethoxam uygulamasindan 24 saat sonra Antioksidan yolagna ait
GS, CAT, SOD ve SOD2 gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile
normalize edilmistir. Veriler: n=4, Ortalama+standart hata *ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)

4.3.5.3. Deltamethrin+Thiamethoxam Uygulanmasimin Kontrol ve Direngli
Drosophila melanogaster Bireylerinde Antioksidan Gen Ekspresyonu Uzerine
Etkileri

Calismada yapilan qRT-PCR ile Antioksidan yolagi genlerinin ekspresyon
farkliliklarin1 gosteren grafik Sekil 4.29°da verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
Deltamethrin+Thiamethoxam direngli grubunun gen ekspresyonlar1 GS 1.1 kat, CAT 3
kat, SOD 1.3 kat, SOD2 1.2 kat farklilik gdstermistir. istatistik olarak CAT geninde
anlamli bir fark bulunurken GS, SOD ve SOD2 genlerinde direngli grup ile kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Pgs = 0.778, t= -0.295, df= 6; Pcar =
0.021, t= 3.100, df= 6; Psop = 0.205, t= 1.423, df= 6; Psop2 = 0.658, t= 0.465, df= 6).
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Sekil 4.29. Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDsy dozunda Deltamethrin+Thiamethoxam uygulamasindan 24 saat sonra Antioksidan
yolagma ait GS, CAT, SOD ve SOD2 gen ekspresyonlart. Tiim veriler RP49 mRNA
seviyesi ile normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalamatstandart hata *Ortalamalar
istatistiki olarak birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)

4.3.6. HSP Genleri Ekspresyon Analizleri

Calismanin bu boliimiinde insektisitlerin viicuda almmmalarinin sonucunda hasarli
proteinlerin toplayicilar1 olarak hareket eden HSP Is1 Sok proteini ailesi HSP27, HSP60
ve HSP70  genleri  kullanilmustir. Deltamethrin, Thiamethoxam  ve
Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit gruplarmin uygulanmasindan sonra kontrol ve
diren¢li gruplarin ¢cDNA kiitliiphaneleri materyal ve yontem bolimiinde anlatildig:
sekilde olusturulmus ve bu kiitiiphane yardimiyla HSP yolagi genlerine ait mRNA

ekspresyonlari belirlenmistir.
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4.3.6.1 Deltamethrin Uygulanmasinin Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster

Bireylerinde HSP Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Calismada yapilan qRT-PCR ile HSP Is1 Sok Proteini genlerinin ekspresyon
farkliliklarin1 gosteren grafik Sekil 4.30°da verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
Deltamethrin direngli grubunun gen ekspresyonlart HSP27 6.1 kat, HSP60 1.9 Kat,
HSP70 3.3 kat farklilik gostermis ve istatistik olarak HSP genlerinde direngli grup ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur (Pnspz; = 0.002, t= -5.082, df= 6;
Prspeo = 0.013, t= -3.474, df= 6; Puspro = 0.014, t=-3.402, df= 6).
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Sekil 4.30. Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerinde,
LDso dozunda Deltamethrin uygulamasindan 24 saat sonra HSP yolagina ait HSP27,
HSP60 ve HSP70 gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile normalize
edilmistir. Veriler: n=4, ortalamatstandart hata *Ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farkhidir, (t-test, P<0.05)
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4.3.6.2 Thiamethoxam Uygulanmasinin Kontrol ve Direngli Drosophila

melanogaster Bireylerinde HSP Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Calismada yapilan qRT-PCR ile HSP Is1 Sok Proteini genlerinin ekspresyon
farkliliklarin1 gosteren grafik Sekil 4.31°de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
Thiamethoxam direngli grubunun gen ekspresyonlart HSP27 3.4 kat, HSP60 1.6 Kat,
HSP70 4.1 kat farklilik gdstermistir. Istatistik olarak HSP70 geninde direncli grup ile
kontrol grubu arasinda bir fark bulunmazken HSP27 ve HSP60 genleri 6nemli bir fark
olusturmustur (Puspzz = 0.018, t= -4.326, df= 3.329; Puspso = 0.022, t= -3.991, df=
3.430; Puspro = 0.082, t= -2.088, df= 6).
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Sekil 4.31. Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster Oregon R™ ergin bireylerinde,
LDso dozunda Thiamethoxam uygulamasindan 24 saat sonra HSP yolagma ait HSP27,
HSP60 ve HSP70 gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA seviyesi ile normalize
edilmistir. Veriler: n=4, ortalamatstandart hata *Ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farkhidir, (t-test, P<0.05)
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4.3.6.3. Deltamethrin+Thiamethoxam Uygulanmasinin Kontrol ve Direncli

Drosophila melanogaster Bireylerinde HSP Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Calismada yapilan qRT-PCR ile HSP Is1 Sok Proteini genlerinin ekspresyon
farkliliklar Sekil 4.32°de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
Deltamethrin+Thiamethoxam direngli grubunun gen ekspresyonlar1 HSP27 1.7 Kat,
HSP60 1.8 kat, HSP70 1.1 kat farklilik gostermistir. Istatistik olarak HSP60 geninde
direngli grup ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunurken HSP27 ile HSP70
genleri kontrol grubu ile ayni istatistik grup iginde yer almistir (Ppspzz = 0.355, t= -
1.002, df= 6; Puspeo = 0.026, t=-2.929, df= 6; Pnspro = 0.860, t= 0.184, df= 6).
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Sekil 4.32. Kontrol ve Direncli Drosophila melanogaster Oregon R™ ergin bireylerinde,
LDsy dozunda Deltamethrin+Thiamethoxam uygulamasindan 24 saat sonra HSP
yolagna ait HSP27, HSP60 ve HSP70 gen ekspresyonlari. Tiim veriler RP49 mRNA
seviyesi ile normalize edilmistir. Veriler: n=4, ortalamatstandart hata *Ortalamalar
istatistiki olarak birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)
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4.4. Morfolojik Analizler

Calisma kapsaminda, Drosophila melanogaster Oregon R ergin bireylerinden
Bolim 3.7.2°de anlatildigi sekilde 6rnekler alinmistir. Deltamethrin, Thiamethoxam ve
Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit uygulama gruplar1 Drosophila melanogaster
ergin bireylerinde belirlenmis olan LDsy dozlarinda sprey yontemi ile uygulanarak 24
saat sonra ornekler alinmustir. 5. nesil direngli bireylerde ve tek uygulama sonucunda
Olen duyarli bireylerde insektisitlerin genotoksik etkisinin model organizma olarak
kullanilan sirke sineklerinin morfolojilerinde olusturduklar1 etkiler incelenmek
istenmigtir. Her gruptan disi ve erkek bireyler stereo mikroskop ile 20X biiylitmede
goriintiilenerek anormallikler gosterilmistir. Goriilen anormallikler sirasiyla; Kanat,

bacak, toraks ve abdomen anormallikleridir.

Kanatlarda goriilen anormallikler: Sag ya da sol kanatta veya her iki kanatta
birden gézlemlenen anormallikler kanat ucunun piiskiil bi¢gimini ya da mizrak bi¢imini
almis olmasi, kivrik, ters V seklinde ya da viicuda yapigik sekil almis olmasi
bi¢imindedir.

Bacaklarda goriilen anormallikler: Bacak segmentlerinde kiitlesmeler, bacak
yapisinin normal yapisindan farklilasarak g¢engel yapi halini almis olmasi seklinde

gbozlenmistir.

Toraksta goriilen anormallikler: Kanat anormallikleri ile birlikte goriilmiistiir.
Kanatlarm {i¢iincii toraks segmentinde yer almasi ve goriilen anormalliklerin kanatlarda

daha ¢ok g6zlenmis olmasindan dolay1 kanat anormallikleri ile iliskilendirilmistir.

Abdomen anormallikleri: Abdomen segmentlerinin kaynasarak ozellikle disi

bireylerde abdomen ucunun siyahlagmasi seklinde belirtiler olugsmasidir.
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4.4.1. Deltamethrin Uygulanmasinin Deltamethrin 5. Nesil Direnc¢li Drosophila

melanogaster Bireylerinin Morfolojileri Uzerine Etkisi

Sekil 4.33. Deltamethrin 5. nesil direngli bireylerde ortaya ¢ikan morfolojik
anormallikler

Deltamethrin direncli bireylerin goriintiileri Sekil 4.33°te verilmistir. (A, B ve F)
sekillerindeki bireylerde anormallik gézlenmezken, (E)’de kanat ucunun kivrilmasi,
(C)’de sag kanatta donme, (D)’de kanadin toraksa yapisik durumda olmasi gibi kanat

anormallikleri gozlenmistir.
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4.4.2. Deltamethrin Uygulanmasmn Duyarh Drosophila melanogaster Bireylerinin
Morfolojileri Uzerine Etkisi

Sekil 4.34. Deltamethrin uygulamasi yapilan duyarl bireylerde ortaya ¢ikan morfolojik
anormallikler

Deltamethrin duyarli bireylerin  goriintiileri Sekil 4.34’de  verilmistir.
Deltamethrinin toksik etkisinden kurtulamayan bireylerde kanatlarda ters V yapist ve
bacaklarda g¢engel yap1 (A), sag kanatta kivrilma (B), sag kanadin mizrak seklini
almasi(C), kanat uclarinda kivrilmalar (D ve E), her iki kanatta kivrilma (F) sekillerinde

anormallikler goriiliirken, tiim bireylerin abdomen yapilarinda farklilagsma goriilmiistiir.
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4.4.3. Thiamethoxam Uygulanmasimin Thiamethoxam 5. Nesil Direncli Drosophila

melanogaster Bireylerinin Morfolojileri Uzerine Etkisi

Sekil 4.35. Thiamethoxam 5. nesil direngli bireylerde ortaya c¢ikan morfolojik
anormallikler

Calismada stereo mikroskop ile goriintiilenen Thiamethoxam direncli bireylerin
gortintiileri Sekil 4.35°de verilmistir. (A, B ve E) sekillerindeki bireylerin kanatlarmin
ters V seklini almasi, (C) seklinde kanadin toraksa yapisik sekil almasi ile toraks
segmentinin belirginlesmesi, (D ve F) sekillerinde kanat ucunda kismi katlanmalar

gbzlenmistir.
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4.4.4. Thiamethoxam Uygulanmasmn Duyarh Drosophila melanogaster

Bireylerinin Morfolojileri Uzerine Etkisi

Sekil 4.36. Thiamethoxam uygulamasi yapilan duyarli bireylerde ortaya c¢ikan
morfolojik anormallikler

Yapilan calismada stereo mikroskop ile goriintiilenen Thiamethoxam duyarl
bireylerin goriintiileri Sekil 4.36’da verilmistir. (A ve F) sekillerindeki bireylerin sol
kanad1 mizrak seklinde, sag kanadi ise toraksa yapisik bir sekil almistir. (B ve D)’deki
bireylerin kanat yapilarinda ters V sekli alirken, (C) seklindeki bireyin her iki kanadi da
yapisarak piiskiil gériiniimii almig ve 6n bacaklarda kaynagma olusurken (E), seklindeki
bireyde ise kanat yapisinda kivrilarak daralma ve ters donme seklinde bir goériiniim

olusmustur.
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4.4.5. Deltamethrin+Thiamethoxam Uygulanmasinin
Deltamethrin+Thiamethoxam 5. Nesil Direngli Drosophila melanogaster

Bireylerinin Morfolojileri Uzerine Etkisi

Sekil 4.37. Deltamethrin+Thiamethoxam 5. nesil direngli bireylerde ortaya c¢ikan
morfolojik anormallikler

Caliymada stereo mikroskop ile goriintiilenen Deltamethrin+Thiamethoxam
direncli bireylerin goriintiileri Sekil 4.37°de verilmistir. (A-F) bireylerinin kanatlarinda
kivrilma, ters V seklini alma gibi anormallikler gozlemlenmistir. (B ve C) sekillerindeki
bireylerin kanatlarmin toraks segmentine yapisik olmasi sebebiyle notum segmentinin

daha sigkin goriindiigli gozlenmistir.
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4.4.6. Deltamethrin+Thiamethoxam Uygulanmasmn Duyarh  Drosophila

melanogaster Bireylerinin Morfolojileri Uzerine Etkisi

Sekil 4.38. Deltamethrin+Thiamethoxam uygulamasi yapilan duyarli bireylerde ortaya
¢ikan morfolojik anormallikler

Deltamethrin+Thiamethoxam uygulama grubunun ergin ve duyarli bireylere
sprey yontemi ile uygulanmasi sonucu elde edilen stereo mikroskop goriintiileri Sekil
4.38’de verilmistir. (A-F) bireylerinde kanat anormalligi, toraksin anormalligi, abdomen
farklilagmas1 (abdomende normal goriiniimiinden daha zayif goriiniim) ve bacaklarda

femur ve tibia bollimlerinde kiitlesmeler goriilmiistiir.
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4.5. Yiizde Agirhk Kayb1 Analizleri

Calisma kapsaminda, Drosophila melanogaster Oregon R* ergin bireylerine
Deltamethrin, Thiamethoxam ve Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit uygulama
gruplar1 LDsy dozlarinda 5 nesil boyunca Drosophila melanogaster ergin bireylerine

puskiirtme ile uygulanarak 24 saat sonra kuru 6rnekler alinmistir.

Insektisit gibi cesitli antropojenik ve cevresel etkenler bdceklerin ortalama
agirhiklarinda degisikliklere yol acabilmektedirler. Calismada insektisit uygulama
gruplarinin direngli ergin meyve sineklerinin viicut agirliklarinda olusturduklar1
degisimler kontrol grubu ile kiyaslanarak arastirilmak istenmistir. Bu kapsamda her
gruptan disi ve erkek bireylerin kuru viicut agirliklar1 hassas terazide tartilmis ve tartim

verileri SPSS20 istatistiksel analiz programi t-test metodu kullanilarak yorumlanmistir.

Elde edilen verilerin sonuglarma gore 5. nesil Deltamethrin ve 5. nesil
Thiamethoxam direngli erkek bireylerin viicut agirliklar1 kontrol grubuna kiyasla
anlamli seviyede azalmistir. Deltamethrin+Thiamethoxam 5. nesil direncli erkek ve disi
bireylerin viicut agirliklar1 kontrol grubu bireylerinin viicut agirhiklarina kiyasla

istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir.

Deltamethrin, Thiamethoxam ve Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit
uygulama gruplarmin kontrol grubu ile kiyaslanmalar1 sonucu olusan istatistiksel
degisimler Sekil 4.39, Sekil 4.40 ve Sekil 4.41°de grafiksel olarak gosterilmistir.
(Pdettamethrin+erkek = 0.042, t= 2.188, df= 18; Pniamethoxam+erkek = 0.033, t= 2.315, df= 18;

P(deltamethrin+thiamethoxam)+erkek =0.049, t= 2.108, df= 6, P(deltamethrin+thiamethoxam)+di$i =0.004, t=
3.260, df= 18).
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Sekil 4.39. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* erkek ve disi ergin
bireylerinde, LDsp dozunda Deltamethrin uygulanmasindan 24 saat sonra viicut agirhigi
degisimleri. Veriler n=10, Ortalamatstandart hata *Ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)
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Sekil 4.40. Kontrol ve Direncgli Drosophila melanogaster Oregon R* erkek ve disi ergin
bireylerinde, LDsy; dozunda Thiamethoxam uygulanmasindan 24 saat sonra viicut
agirligt degisimleri. Veriler n=10, Ortalama+standart hata *Ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farklidir, (t-test, P<0.05)
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Sekil 4.41. Kontrol ve Direngli Drosophila melanogaster Oregon R* erkek ve disi ergin
bireylerinde, LDsy dozunda Deltamethrin+Thiamethoxam uygulanmasindan 24 saat
sonra viicut agirh@r degisimleri. Veriler n=10, Ortalama+standart hata *Ortalamalar
istatistiki olarak birbirinden farkhdir, (t-test, P<0.05)
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BOLUM 5

TARTISMA

Insektisitler etkilerinin hizli olmasi, lokal ¢ziimler saglayabilmeleri nedeniyle
etkili bir yontem olarak tarimda, hayvan saghgi ve halk saglig1 alanlarinda
kullanilmaktadirlar. Insektisitlerin sagladigi bu avantajlar sik ve yogun olarak
kullanilmalarina yol agmistir. 1940’larda DDT nin her alanda kullanilmasiyla baslayan
sentetik insektisitlerin kullanimi gesitli saglik ve ¢evre sorunlariyla birlikte insektisit
direncinin gelismesine de neden olmustur (Thomas C. Sparks & Nauen, 2015) Son
yillarda yapilan ¢alismalarda bir¢ok 6nemli zararli bocek tiirtinde Sentetik piretroid
(Picollo vd., 2005; Hargreaves vd., 2000; Chandre vd., 1999; Christophers, 1960) ve
Neonikotinoid (Bass vd., 2015; Gao vd., 2014; Feng vd., 2010; Horowitz vd., 2004)
smift insektisit gruplarindan bilesiklere kars1 da direng gelistigi gosterilmistir.
Boceklerde ¢esitli mekanizmalar araciligiyla direng olusabilmektedir. Bunlar; metabolik
direng, hedef bdlge direnci, penetrasyon direnci, davranissal direng, capraz direng ve
¢oklu ilag direnci mekanizmalaridir. Direng, bu mekanizmalardan biri aracihigiyla
gelisebilecegi gibi birden fazla mekanizmanin biraraya gelmesiyle de ortaya
cikabilmektedir. Boceklerin pek ¢ok alanda zarar meydana getirmelerinden dolay1
direngli ve duyarli bocek tiirlerinin genetik mekanizmalarinda ve fenotiplerinde olusan
farkliliklarin arastirilmas: biiylik 6nem tasimaktadir. Farkli genotip ve fenotipe sahip
bireylerin ¢esitli ¢evresel kosullar altinda populasyondaki yayilma hizlarmmm tespit

edilebilmesi acisindan bu 6zelliklerin arastirilmasi gerekmektedir.
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Mevcut direng mekanizmalarinin bilinmesi zararli boceklerle miicadelede yol
gosterici  olmakla birlikte Drosophila melanogaster model organizmasinin
kullanilmasiyla elde edilen molekiiler cevaplar insanlar ve diger canlilarin da kullanilan
insektisitlerden genetik ve fenotip olarak ne diizeyde etkilenebilecegini gostermektedir.
Bu dogrultuda planlanan bu Yiiksek Lisans Tez ¢alismasinda Drosophila melanogaster
1 giinlik ergin bireyleri 24 saat siireyle Deltamethrin, Thiamethoxam ve
DeltamethrintThiamethoxam insektisit uygulama gruplarma LDsy dozlarinda
spreylemeye maruz birakilmistir. Insektisit uygulama gruplarmm 5 nesil boyunca
uygulanmasiyla Drosophila melanogaster bireylerinde direng olusumunu saglayabilen
P-450, GST ve ABC tasiyici sinyal yolaklar1 ile birlikte apoptoz, antioksidan ve HSP
yolagi genlerinin kontrol bireylerine kiyasla ekspresyon diizeyleri molekiiler yontemler
kullanilarak tespit edilmeye calisilmistir. Direng, fenotip ve farkli bliytime faktorleri
(viicut agirligr gibi) lizerinde de etkili bir olgu oldugu i¢in bu parametreler de

arastirilmistir

Bu arastrrma kapsaminda ilk olarak Probit analiz yontemi ile Deltamethrin,
Thiamethoxam ve Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit uygulama gruplar1 i¢in {iretici
firmalarin Onerdigi dozlar 6 seri seyreltme dozunda insektisit duyarlilik testleri
yapilarak LDso dozlar1 belirlenmistir. Duyarli bireylerde Deltamethrin i¢in LDsy dozu
2023 ppm, Thiamethoxam igin LDsy dozu 18518 ppm ve Deltamethrin+Thiamethoxam
icin LDsy dozu sirasiyla 347 ppm+4325 ppm olarak belirlenmistir. Ayni insektisit
uygulama gruplar1 5. nesil direngli bireylerde 5 farkli seri seyreltme dozunda
Deltamethrin i¢in LDsy dozu 3890 ppm ile 1.92 kat artig gosterirken, Thiamethoxam
icin  LDsp dozu 170394 ppm bulunarak 9.2 kat artig gostermis Ve
DeltamethrintThiamethoxam i¢in LDsg dozu swrasiyla 847 ppm+10555 ppm dozlar1
duyarli bireylere kiyasla yaklasik 2.4 kat kat artis gosterdigi saptanmustir (Cizelge 4.7).
Sonug olarak Deltamethrin ve Thiamethoxam’in diisiik dozlarda tekli ve kombine
uygulamalarinin Drosophila melanogaster bireylerinde giiglii bir ilag direnci cevabi

olusturdugu ortaya konulmustur.

Calisma kapsaminda olusan bu ila¢ direncinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar arastirilmistir. Bu mekanizmalardan en bilinenlerden biri Sitokrom P-450
Monooksijenaz yolagidir. Faz | enzimleri kutupsuz yapidaki insektisitleri oksidasyon,

hidroliz veya indirgenme yoluyla reaktif ve kutuplu ara maddelere doniistiirmektedirler.
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Faz 1 detoksifikasyon enzimlerinden boceklerdeki rolleri iyi bilinenler Sitokrom P450
Monooksijenaz enzim sistemleridir. P-450 enzimleri, insektisitlere elektrofilik veya
niikleofilik maddeler ekleyerek daha az zehirli ara maddelere doniistirmektedirler
(Feyereisen, 1999). Boceklerde P450’ler ile detoksifikasyon trans veya cis diizenleyici
elementlerle diizenlenerek, direngli boceklerde P-450 geninin artis gdstermesinin bazal
transkripsiyon faktorlerinin (BTF) ve trans diizenleyici faktorler (TRF) ile etkilesime
girmesiyle olugsmaktadir (N. Liu vd., 2015). Calisma kapsaminda molekiiler yontemler
kullanilarak elde edilen verilerden birbirleriyle gen homolojisine sahip olan P-
450’lerden CYP6G1, CYP12D1 ve CYP6A2 genlerinde kontrol gruplarina kiyasla
direngli gruplarda istatistiksel olarak bir fark bulunmamstir (Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve
Sekil 4.11). Ustelik Thiamethoxam ve Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit
uygulama gruplarinda ise CYP6A2 geninde kontrol grubuna kiyasla direngli grubun
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir (Sekil 4.10 ve Sekil
4.11). Ancak bagka bocekler, baska insektisitler ve ¢alismada kullandigimiz dozlardan
farkli dozlarla yapilan ¢alismalarda bu genlerin DDT, Neonikotinoidler, Piretroidler ve
Organik fosfatlarda diren¢ mekanizmasi ile iliskili oldugu belirlenmistir. CYP6G1,
CYP12D1 ve CYP6A2 ve dort P450 geninin daha insektisit direncindeki rollerinin
transpozon ¢esitlilikleri ile iligkili oldugu bulunmustur (Jones vd., 2010; Chen & Li,
2007). CYP genlerinin insektisit direnci ile iligskisini gosteren ¢aligmalarda Drosophila
melanogaster DDT direngli irklarma ¢apraz direng gelistirdigi bilinen imidaclopridin
uygulanmasit sonucu CYP6GI1 geninin ekspresyon diizeyinin arttigr gosterilmistir
(Daborn, Boundy, Yen, & Pittendrigh, 2001). Drosophila hiicre hatlarina g¢esitli
Neonikotinoidlerin uygulanmasi sonucu CYP6GI1 geninin ekspresyonunda artis oldugu
tespit edilmistir (Sparks vd., 2012). CYP genlerinden CYP6A2, CYP6A8 ve CYP12D1
genlerinin ergin erkek Drosophila melanogaster’lerde insektisit direncinin PBO
(Piperonil Biitoksit) ile gii¢lii bir sekilde indiiklendigi ve insektisit direnci ile iligkili 12
adet CYP geni oldugu gosterilmistir (Giraudo, Unnithan, Le Goff, & Feyereisen, 2010;
Willoughby, Batterham, & Daborn, 2007). Methotrexate ile PBO’in Drosophila
melanogaster erginlerinde birlikte kullanildigi bir ¢alismada kontrol grubuna kiyasla
CYP6A2 geninde herhangi bir ekspresyon farki olugsmazken CYP6A8 ve CYP12D1
genlerinin ekspresyonlarinda artis oldugu bulunmus (Chahine & O'Donnell, 2011), buna

paralel olarak baska bir ¢aliyjmada da Drosophila melanogaster’de Piretroid ve
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piperamidlerin  birlikte kullanilmasmnin  CYP6A2 ve CYP12D1 genlerinin
ekspresyonlarinin arttirdigr bildirilmistir (Jensen, Scott, Sims, Trudeau, & Arnason,
2006). Yaptigimiz ¢alismada CYP6A2, CYP12D1 ve CYP6G1 genlerinin higbirinde
istatistik diizeyde anlamli bir artis olusmamis, bu sebeple probit analiz ile direngli
boceklerde tespit ettigimiz LDsg dozu artisinin kullandigimiz pestisidler ile Drosophila
melanogaster’da P450 mekanizmasi ile en azindan bakilan genler agisindan ilisgkili

olmadig1 degerlendirilmistir.

Faz 11 detoksifikasyon mekanizmalarinda rol alan GST’ler, faz 1 enzimleri
tarafindan kutuplu yap1 kazandirilan ara maddeleri hidrofilik maddelere
dontistiirmektedir. Faz I reaksiyonlar1 sonucunda insektisitlere hidroksil, karboksil ve
epoksidaz gibi fonksiyonel gruplar eklenmektedir. Bu gruplarin eklenmesi sonucunda
glutatyon, fosfat, siilfat, aminoasit gibi biiyilk molekiiller olusmaktadir. Faz II
reaksiyonlar1 sonucunda daha az toksik polar yapida maddeler olusturularak viicuttan
atilmaktadir. (Ranson vd., 2005). GST’de benzer alanlara sahip 6 farkl sitozolik protein
sinifi bulunmaktadir. Bunlardan sadece bdceklerde smiflandirilmis olanlar Delta ve
Epsilon siniflaridir (Enayati vd., 2005). Drosophila melanogaster ergin bireylerine 24
saat stireyle LDsg dozlarinda Deltamethrin, Thiamethoxam ve
Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit gruplarinin uygulanmasi sonucunda yapilan
molekiiler yontemlerden elde edilen verilerde GST enzim ailesi genlerinden Delta sinifi
GSTD1, GSTDS ve Epsilon smifi GSTE1 genlerinin analizi yapilmistir. Buna gore
GSTE1 geninde her ii¢ insektisit uygulama grubunda da kontrol grubuna kiyasla
diren¢li grupta onemli seviyede artis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve
Sekil 4.14). Calisma bulgularimizi destekler sekilde Drosophila melanogaster ergin
bireylerine methotrexate ve fenol bilesiginin besiyeriyle birlikte 10 nesil boyunca
uygulanmast sonucunda GSTD1 ve GSTDS5’de bir degisiklik olusmazken GSTE1’de
kontrol grubuna kiyasla artis olustugu belirlenmistir (Chahine & O'Donnell, 2011).
Baska bir c¢alismada, Drosophila melanogaster ergin bireylerine 4 saat PBO
uygulanmast sonucu GSTD1, GSTD5 ve GSTE1 genlerinin mRNA ekspresyonlarinda
artts meydana geldigi belirlenmistir (Willoughby vd., 2007). insektisit direncli Culex
pipiens (Diptera:Culicidae) sineklerine permethrin uygulanmas: sonucu GST
genlerinden delta smift GSTD1 ve GSTD2 genlerinin ekspresyonlarinda herhangi bir

degisiklige rastlanmadigi bildirilmistir (Samra, Kamita, Yao, Cornel, & Hammock,
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2012). Ayrica, 28 nesil boyunca Benzene maruz birakilan Drosophila melanogaster
sineklerinde GST enzimlerinde uzun vadede artis meydana geldigi gosterilmistir
(Sharma vd., 2018). Bu bilgiler 1s13imnda Drosophila melanogaster bireylerinde
Deltamethrin ve Thiamethoxam’a kars1 gelisen ilag direncinde Glutatyon S-Transrefaz
mekanizmas: elemanlarindan olan GSTEI’in  6nemli diizeyde etkili oldugu

distnilmiistiir.

Faz III tasiyicilart P-glikoproteinleri (MDR), ¢oklu ilag direnci ile iliskili
proteinleri (MRP) ve organik anyon tasinmasinda rol alan polipeptidleri kapsamaktadir.
Faz III tasiyicilari igerisinde en iyi bilinen tasiyici ailesi ABC (ATP baglayan kaset)
proteinleridir. Detoksifikasyon siirecinde ABC tasiyicilar1 Faz | ve Faz II reaksiyonlari
sonucunda olusan aminoasit, seker, lipit, inorganik iyon, polisakkarit, metal, peptid,
toksik metabolit ve ilaclar1 da kapsayan substratlar1 tagirlar. aminoasit, lipit, seker gibi
biiyiik yapilt maddelerin, ksenobiyotikler ve ilaglarin substratlar boyunca tagimmasini
ATP hidrolizleyerek saglamaktadirlar (Chahine & O'Donnell, 2011; C. Xu vd., 2005).
ABC proteinleri, 8 alt aileyi (A-H) igermektedir ve bunlardan B,C ve G alt aileleri ilag
tasinmasina aracilik etmektedir. P- glikoproteinler olarak da bilinen ABCBI1 ler ilk kez
meme kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese edilmesiyle kesfedilmistir (Kartner & Ling,
1983). ABCB’lerden (MDR49, MDR50 ve MDR65) genleri insektisitlerin tasinmasinda
rol alirken ABCC alt ailesi (MRP1 ve SUR) genleri genis capta ilaglar1 gegirme
kabiliyetleri nedeniyle ¢oklu ilag direnci ile iliskilendirilmislerdir (Dermauw vd, 2014).

ABC-B’lerden MDR49 ve MDR50 orta bagirsak ile malpigi tiibiillerinde
eksprese edilirken, MDR65 merkezi sinir sisteminde eksprese edilmektedir (De Salvo
vd., 2014). MDR49, MDR50 ve MDR65 geni de DDT direnci ve taginmasmda rol
almaktadirlar (Gellatly vd., 2015). ABCB genlerinde meydana gelen genetik
bozukluklar veya Verapamil gibi ABC inhibitorleriyle birlikte uygulanan insektisitlerin
boceklerin duyarliliklarinda artiga sebep oldugu yapilan caligmalarda bildirilmistir.
Bunlardan (Epis vd., 2014)’in g¢alismalarinda ABC inhibitorii olan Verapamil ile
Permethrinin malarya vektorii olarak bilinen Anopheles stephensi (Diptera: Culicidae)
larvalarina birlikte uygulanmalari sonucunda ABCB genlerinin inhibe edildigi
gosterilmistir. (Figueira-Mansur vd., 2013)’un bildirdigine gore Dengue ve Sar1 humma
gibi vektor kaynakli hastaliklarin vektorii durumundaki Aedes aegypti (Diptera:

Culicidae) larvalarina organik fosfatl larvisit olan Temephos ile birlikte Verapamil
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uygulunmasi sonucunda ABCB genlerinin inhibisyonu ile larvalar Temephosa daha
duyarli hale gelmistir (Chahine & O’Donnell, 2009). Drosophila melanogaster
erginlerinin besiyerine methotraxate uygulanmasiyla MDR49, MDR50 ve MDRG65
genlerinin ekspresyonlarinda artis meydana gelirken Verapamil, Salicylate ve MK-571
gibi ABC inhibitorlerinin uygulanmasimindan sonra MDR genlerinin ekspresyonlarinda
azalma olustugunu bildirmislerdir. Chlorantraniliprole, Ivermectin, Imidacloprid,
Nitenpyram, Pyriprole ve Spinosad insektisitlerinin Drosophila melanogaster
bireylerine uygulandiktan sonra insektisit direnci CRISPR-Cas9 yontemi kullanilarak
MDR49, MDR50 ve MDR65 genlerinde incelenmis ancak sadece MDR65 geninde
insektisitlere duyarlilikta artis saptanmustir (Denecke, Fusetto, & Batterham, 2017).
Laodelphax striatellus (Homoptera:Delphacidae) bireylerine Chlorpyrifos, Deltamethrin
ve Imidacloprid uygulamas: yapilarak ABC genlerinin direngli bireylerde arttigi ve
Verapamil uygulamasindan sonra direncli bireylerdeki diren¢ katsayismin azaldigi
belirtilmistir (Sun, Pu, Chen, Wang, & Han, 2017). Bizim ¢alismamizda tiim insektisit
uygulama gruplarinda MDR49, MDR50 ve MDR65 genlerinin direngli ve kontrol
bireylerinin gen ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir (Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17). Bu sonuglarimiz Drosophila
melanogaster’da kullandigimiz insektisitlerin tasinmasi ve detoksifikasyonunda ABC-B

tip pompa mekanizmalarinin etkin bir rol oynamadigini diistindiirmektedir.

ABC-C alt ailesi genlerinden Drosophila melanogaster MRP1 ile SUR genleri
arasinda %38 oraninda benzerlik bulunmaktadir (Grailles, Brey, & Roth, 2003). Zararli
boceklerle miicadelede Kitin sentezi inhibitorii olarak benzoiliire smifi insektisitler
genellikle kullanilmaktadir Benzoiliirelerden Diflubenzuron uygulamasi yapilmis bir
calismada Drosophila melanogaster larvalarinda kitin sentezi miktarinimn azalmadigi ve
SUR yerine Siilfonilireye duyarli farkli bir ABC geninin kullanilabilecegi
diistiniilmistiir (Meyer, Flotenmeyer, & Moussian, 2013). Glibenclamid Tip Il diyabet
tiiriiniin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir Siilfoniliiredir. Glibenclamidin pozitif
kontrol olarak kullanildig1 bir ¢alismada, Diflubenzuron’un kitin sentezi inhibitdrii
olarak Drosophila melanogaster larvalarinda ve Blattella germanica (Dictyoptera:
Blattellidae) nimflerinin SUR fonksiyonu tizerindeki etkisi incelenmis ve bu her iki
tiirde de kitin sentezi inhibisyonunda SUR geninin hedefi oldugu sonucuna varilmistir

(Abo-Elghar, Fujiyoshi, & Matsumura, 2004). Bizim c¢alismamizda Deltamethrin ve
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Thiamethoxam uygulamasi yapilmis olan bireylerde kontrol gruplarmma kiyasla SUR
geni ekspresyonunda anlamli bir artis goriilmiistiir (Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).
Bu sonu¢ Drosophila melanogaster ergin bireylerinde SUR geni araciligiyla ATP
bagimli potasyum kanallarinin Deltamethrin ve Thiamethoxam direncinin gelismesinde

rol aldig1 hipotezini desteklemektedir.

Faz II detoksifikasyon mekanizmasi reaksiyonlari ve diger detoksifikasyon
tirtinlerinin birlesme iiriinleri Faz III detoksifikasyon tasiyic sisteminde bulunan dMRP
(MRP1), MET ve OATP gibi ¢esitli tagiyicilar tarafindan taginir (Strycharz vd., 2013)
Ergin sineklerin bas kismmda dMRP ekspresyonu fazla miktarlardadir ve noron
fonksiyonlart dMRP’ler vasitasiyla ger¢eklesmektedir (Tarnay vd., 2004). Methotrexate
ile PBO’nun birlikte uygulanmasi ve PBO’nun tek basina uygulanmasiyla MRP1 ve
MET genlerinin sineklerin malpigi tiiplerinde daha fazla eksprese oldugu gosterilmistir
(Chahine & O'Donnell, 2011). DDT’nin tasinmasinda Drosophila melanogaster
bireylerinde ABC tasiyici proteinlerinden MRP1 geninin DDT direnci ile iliskili oldugu
vurgulanmustir (Gellatly vd., 2015). Besiyerlerine Methotrexate eklenen sineklerin
malpigi tiiplerinde MET ve MRPI1 genlerinin ekspresyonu onemli seviyede artig
gosterdigi belgelenmistir (Chahine, Campos, & O'Donnell, 2012). Bizim bulgularimizda
ise MRP1 geni i¢in Deltamethrin uygulama grubundaki (Sekil 4.18) direngli bireylerin
mRNA seviyelerindeki artis Drosophila melanogaster hiicrelerinde detoksifikasyonda
ve zararli oksijen metabolitlerinin tasinmasinda rol aldigim1 diisiindiirmektedir.
Thiamethoxam ve Deltamethrin+ Thiamethoxam insektisit uygulama gruplarinda (Sekil
4.19 ve Sekil 4.20) ise direngli grup ile kontrol gruplar arasinda fark olugsmamis veya
tespit edilememistir. Bu bulgular ile Drosophila melanogaster erginlerinde
Deltamethrin ve Thiamethoxam uygulamalar1 sonucu olusan diren¢ mekanizmasinda
MRP1 ve MET geni ekspresyonlarinin dogrudan etkili bir rol oynamadigi

diistiniilmektedir.

Apoptoz, hiicrelerin programli bir sekilde kendi kendilerini yok ettikleri enerji
gereksinimi duyan, genlerle diizenlenen, protein sentezine gereksinim duyan molekiiler
bir olaydir. Apoptoz, yasam boyunca normal fizyolojik siireglerin diizenlenmesinde
onemlidir. Apoptozun genel olarak diizenlenmesinde Bcl-2, seramid, kalsiyum gibi
molekiiller ile p53, sitokrom-c ve kaspazlar gibi proteinler ve mitokondriyonlar rol

alirlar (Bellamy vd., 1995; Ellis vd., 1991). Mitokondri bagimli programlanmis hiicre
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oliimii yolaginda en 6nemli protein BCL gen ailesidir. BCL2 proteini apoptoz inhibitorii
olarak gorev yapar. Ozellikle tamir edilemeyen bir DNA hasar1 olustugunda apoptoz
gereksinimi durumunda BCL2 geninin aktivitesi baskilanir, bu baskilama sonucunda
BCL geninin son kisminda yer alan BAX geninin aktivitesi artmaya baglar. BAX
proteini mitokondriyal membran potansiyelinin ve gegirgenliginin bozulmasmna yol
acar. Bozulan mitokondriyal membran sebebiyle mitokondride bulunan sitokrom
oksidase sitozole akar, burada apoptoz aktive edici faktér 1 (APAF1) ile birlesir bu
yapiya Caspase 9 katilarak apoptozom kompleksi olusur, bu kompleks CAS3
ekspresyonundaki artis1 tetikler ve sonucunda hiicre 6liime gider. Yaptigimiz ¢alismada
apoptoz gen ekspresyonlarinin artmasi Drosophila melanogaster’e uyguladigimiz
insektisitlerle zarar goren hiicrelerin apoptoza goétiiriilerek insektisitlerin oldiirticii
etkisinden kurtulmayi basardigini diisiindiirmiistiir. Yapilan literatiir arastirmalarinda
Deltamethrinin insan agiz kanseri hiicreleri ftizerindeki etkisi arastirilmis ve
deltamethrinin apoptozise bagimli Slimi Ca*" kanallar vasitastyla gerceklestirdigi
bildirilmistir (Chi, Chou, Liang, & Jan, 2014). Baska bir ¢alismada noroblastoma
hiicrelerine Deltamethrin uygulanmasi sonucu apoptoz ile Na®* kanallarindan doza ve
zamana bagl olarak apoptoz mekanizmasinin tetiklendigi belirtilmistir (Hossain &
Richardson, 2011). Drosophila melanogaster S2 hiicrelerine Organik fosfatli
Chlorpyriphos insektisitinin uygulanmasi sonucu genotoksisiteye ve hiicre apoptozuna
sebep oldugu gosterilmistir (Li vd., 2015). Calismamizda 6zellikle Deltamethrinin
uygulandig1 grupta kontrol grubuna kiyasla giiclii bir apoptozis sinyali olustugu
belirlenmistir (Sekil 4.24). Thiamethoxam ve Deltamethrin+Thiamethoxam uygulama
gruplarmin birlikte uygulandigr durumlarda ise kontrol gruplarina kiyasla artis
olugsmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (Sekil 4.25 ve Sekil 4.26).
Bu sonuglar Deltamethrinden zarar goren hasarli hiicrelerin apoptoz ile elimine

edildigini diisiindiirmektedir.

Serbest radikaller, pestisitlerin ve gevresel kimyasallarin toksisitesinde dnemli
bir rol oynar. Pestisitler, oksidatif stresi indiikleyerek, serbest radikallerin olusumuna ve
antioksidanlarda, oksijensiz radikallerde ve siipiiriicii enzim sistemlerinde degisikliklere
neden olabilirler (Banerjee, Seth, & Ahmed, 2001) Oksijen (O,) metabolizmasi
trlinlerinin azaltilmas1 enzimatik siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon sentaz

hiicresel savunma mekanizmalariyla kontrol edilmektedir. Antioksidan savunma sistemi
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bilesenleri reaktif oksijen tiirlerine kars1 birlikte gorev alirlar. Pestisit uygulamasi gibi
stres kosullar1 altinda antioksidan enzimlerin mRNA ekspresyon seviyelerinde meydana
gelen degisimler saptanabilmektedir. Siiperoksit dismutaz, reaktif oksijen tiirlerine karsi
ilk savunmay1 olusturan enzimlerdendir ve siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene katalizler. Meydana gelen hidrojen peroksit katalaz enzimi
tarafindan suya ve oksijene doniistiiriilir. Glutatyon sentaz toksik ksenobiyotiklerin ve
elektrofillerin hiicrelerden arindirilmasinda rol alan Glutatyon mekanizmasmin 6nemli
bir molekiilidiir. (Shinde vd., 2012; Valko vd., 2007). Tez sonuglarimiza gére bu
genlerin ifadelerinde CAT enzimi her {i¢ insektisit uygulama grubunda kontrole kiyasla
azalma gosterirken GS, SOD ve SOD2 enzimlerinin gen ifadelerinde ise anlamli bir
degisim gozlenmemistir (Sekil 4.27., Sekil 4.28 ve Sekil 4.29). Konuyla ilgili yapilan
bir ¢alismada Drosophila melanogaster erginlerine 7 farkli insektisit karisimmnin farkl
konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucunda 1 ve 5. giin uygulamalarmin antioksidan
sistemlerindeki degisimlerine bakilmis ve GS, SOD2 ve CAT enzimlerinin gen
ifadelerinde 1. giin uygulamalarina kiyasla 5. giin uygulamalarindaki gen ifadelerinde
artis olustugu bildirilmistir (Doganlar & Doganlar, 2015). Edirne ilindeki tarimsal
alanlarda calisanlarin pestisit maruziyetleri ile ilgili yapilan bir ¢alismada tarim
is¢ilerinden belirli donemlerde alinan kan 6rnekleri kontrol grubu ile kiyaslanarak SOD,
CAT ve GS enzimlerinin gen ifadelerinde pestisit uygulama donemlerinde artis
meydana geldigi bildirilmistir (Doganlar vd., 2018). Tez sonuglarimiz ise CAT gen
ifadesi, bu caligmalara benzer olmayan bir sekilde direngli olmayan boceklerde istatistik
olarak anlamli seviyede diisiik bulunmustur. Bu durumun bir 6nceki boliimde anlatildig:
gibi, direngli boceklerde etkin bir GSTE1 ve SUR pompa mekanizmalarmin etkisiyle,
hiicreye giren ilaclarin disariya atilmasindan, hiicrede mevcut kalan ilaclarin yiiksek
diizeyde bir oksidatif stres ve Ozellikle H»O; olusumuna yol a¢mamasindan

kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.

HSP’ler okaryotik hiicrelerde stres proteinleri ve molekiiler saperonlar olarak
bilinirler. Fizyolojik kosullarda proteinlerin dogru katlanmasindan sorumlu proteinlerdir
(Oztiirk vd., 2009). HSP’ler 6nemli stres biyomarkerlar olarak bilinir, basta cevresel
kontaminantlar olmak iizere bir ¢cok biyotik ve abiyotik stres faktdriiniin, proteinlerde
olusturduklar1 zararli etkilere karsi en Onemli savunma yanit1 mekanizmalarindan

birisidir 1s1 sokunun yani sira pek ¢ok uyaran tarafindan uyarilir (Csermely & Yahara,
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2003). HSP’ler biyotik ve abiyotik stres kosullarinin siiresine ve siddetine bagli olarak
farkli tepkiler gosterirler. Yapilan ¢alismada HSP26 ve HSP60 genleri pestisitlerin
yiiksek konsantrasyonlarinda etkili olurken, HSP70 ve HSP83 genleri diisiik dozlarda ve
1. giin pestisit maruziyetinden sonra artig gostermistir. 5. giin pestisit uygulamalarindan
sonra ise tim HSP’lerde artis meydana geldigi bildirilmistir (Doganlar & Doganlar,
2015). Drosophila melanogaster ergin bireylerine 28 nesil boyunca benzen
uygulanmast sonucunda HSP60 ve HSP70 genlerinin adaptasyon siirecinde
organizmaya yarar saglayabilecek farkli diren¢ kosullarinda rol oynadig1 bildirilirken
HSP26 ve HSP27’de direng ile ilgili bir verinin olugsmadigi bildirilmistir (Sharma vd.,
2018). Edirne ilindeki tarim g¢alisanlarindan alinan kan 6rnekleriyle elde edilen gen
ifadesi sonuglarinda HSP genlerinde kontrol grubuna kiyasla pestisit uygulama
sezonlarinda artis meydana geldigi gosterilmistir (Doganlar vd., 2018). Bizim
calismamizda Deltamethrin uygulamasi yapilan grupta HSP27, HSP60 ve HSP70’de
anlamli artiglar olusurken (Sekil 4.30), Thiamethoxam’da HSP27 ve HSP60’da (Sekil
4.31) ve Deltamethrin+Thiamethoxam grubunda ise sadece HSP60’da (Sekil 4.32)
anlaml1 artislar goriilmiistiir. Ozellikle ilag direncli bireylerde gériilen bu artislarin,
Deltamethrin, Thiamethoxam kaynakli oksidatif stres, DNA hasar1 ve bu hasara bagh
olarak olusan hatali katlanmis proteinlerin gii¢lii bir sekilde tamir edilmesi ve bu sekilde
direngli boceklerin hayatta kalmasinin saglanmasi sonucu olustugu diistiniilmektedir. Bu
durum aym zamanda HSP tepkisinin Drosophila melanogaster erginlerinde
Deltamethrin, Thiamethoxam kaynakli ¢oklu ila¢ direncinde 6nemli bir rol oynadigini

gosterdigi diisiiniilmektedir.

Deltamethrin, Thiamethoxamm ve Deltamethrin+Thiamethoxam insektisit
uygulama gruplarmm Drosophila melanogaster ergin donem morfolojileri tizerindeki
etkilerine dair bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Drosophila melanogaster insektisitlerin
hedef organizmasi olmamasma ragmen hedef olmayan tiirler iizerinde etkilerini
gozlemlemek i¢in yararli bir gozlem olacak ve bu gozlem diger tiirler i¢in de
kullanilabilecektir. ~ Insektisit —gruplarinin  uygulanmasi sonucunda Drosophila
melanogaster bireylerinde ¢ok sayida ve gesitte fenotipik anormallik olusmustur.
Insektisitlerin sineklerin mRNA’larinda meydana getirdigi degisimler incelenmis ve
sinekler tizerinde genotoksik etki yarattigi gosterilmistir. Calismalarimizda &zellikle

duyarl bireylerde ¢ok sayida ve ¢ok farkli fenotipik anormallikler gézlenmistir. Ortaya
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¢ikan anormallikler daha ¢ok torakstan tiirevlenen kanat anormallikleri ile birlikte toraks
anormallikleri, bacak ve abdomen anormallikleri olarak gosterilebilir. Duyarli ve
direncli bireyler stereo mikroskop ile goriintiilenerek fenotipleri ile ilgili veriler
toplanmustir. Insektisitlerin uygulanmasi sonucunda direngli (Sekil 4.33, Sekil 4.35 ve
Sekil 4.37) ve duyarli (Sekil 4.34, Sekil 4.36 ve Sekil 4.38) bireylerin morfolojik
gbzlemleri yapilmis ve duyarl bireylerde insektisit gruplarinin uygulanmasi sonucunda
en ¢ok kanat anormalligi ardindan toraks, bacak ve abdomen anormallikleri
gozlenmistir. Bu anormalliklerin, insektisitlerin gelisimsel genler {izerine mutajenik
veya genotoksik etkileri sonucu ortaya ¢ikmis olabilecegi diistiniilmiistiir. Bu goriisii
destekler sekilde Drosophila melanogaster’in agiz pargalarini igeren antennapedia
kompleksinde yer alan proboscipedia geninde meydana gelen bir mutasyonun fenotipte
hem baskin hem de ¢ekinik fonksiyon kaybma neden oldugu belirtilmistir (Cribbs,
Pattatucci, Pultz, & Kaufman, 1992). Cypermethrinin Drosophila melanogaster
erginlerine uygulanmasi sonucunda fenotipik anormallikler olugsmustur. Olduk¢a sik
goriilen kanat ve bacak anormallikleri homeotik genlerde olusan bir mutasyon sonucu
meydana gelmis olabilir. Uygulanan insektisitler veya onlarin metabolitleri homeotik
genlerle ya da bu genlerin regiilasyonundan sorumlu tutuldugu kovalent bag, gelisimsel
bozukluklar sonucu fenotipik anormalliklere neden olmus olabilecegi belirtilmistir
(Karatas vd., 2009). 5. nesil direngli bireylere kiyasla duyarli bireylerde daha fazla
fenotipik ~ anormallik  olusmast da  Deltamethrin, Thiamethoxam  ve

Deltamethrin+Thiamethoxama kars1 direng gelismis olabilecegini kanitlamaktadir.

Viicut biiyiikliigli organizmalarin en 6nemli karakterlerinden biridir, ancak viicut
bliyiikliigiinii veya viicut biiytikligiindeki degisimi diizenleyen fizyolojik mekanizmalar
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Toksikoloji c¢aligmalarimda kullanilan model
organizmalar farkli boyutlardadir ve doz, bocek viicut agirligmin orani olarak ifade
edilir. Mide zehiri etkili insektisitlerin dozlar1 bocegin 1 gram agirligina karsilik 1
miligram olarak belirlenir. Bu uygulama organizmanin fizyolojik tepkisinin viicut
agirligt ile dogru orantili oldugunu gostermektedir. Diataraxia oleracea (Lepidoptera:
Noctuidae) larvalarina LDsp dozlarinda parathion, TEPP ve kursun arsenat uygulanmasi
sonucunda bu insektisitlere kars1 gelisen direncin viicut agirligi ile dogru orantili oldugu
belirtilmistir (Way, 1954). Agirhik insektisit duyarliliginin 6nemli bir gostergesidir.

Biiyiik sinekler insektisit uygulamasidan sonra hayatta kalabilirler. A. gambiae ve A.
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stephensi larvalar1 farkli sicaklik, beslenme ve populasyon yogunlugu gibi kosullarda
yetistirildikten sonra ortaya g¢ikan ergin bireyler Permethrine maruz birakilarak farkli
kosullar altinda tireyen sineklerin 6liim oranlarinda ve viicut agwrhiginda Onemli
degisiklikler oldugu ve beslenmenin en Onemli faktor oldugu gosterilerek viicut
agirhiginin ve gevresel kosullarin insektisit direncinin gelismesinde Onemli oldugu
vurgulanmistir (Owusu, Chitnis, & Miiller, 2017). Drosophila melanogaster ergin
bireylerine 28 nesil boyunca benzen uygulamasi yapilmasi sonucunda 28. nesil direncli
bireylerin kontrol grubuna kiyasla viicut agirliginda artis meydana gelmistir. Disi
sineklerde viicut agirligi ve sagkalimin artis1 erkek bireylere oranla daha fazla oldugu
belirtilmistir (Sharma vd., 2018). Bizim elde ettigimiz sonuglara gére 5. nesil
Deltamethrin (Sekil 4.39) ve 5. nesil Thimethoxam (Sekil 4.40) direngli erkek bireylerin
viicut agirhigi azalirken disi bireylerin agirliginda bir degisim olusmamis ve 5. nesil
Deltamethrin+ Thimethoxam (Sekil 4.41) direngli bireylerinde ise erkek ve disilerde
kontrol grubuna kiyasla agirlik azalisi gerceklesmistir. Bu durumun ilag direngli

bireylerde yapisal bir dayaniklilik mekanizmasi sonucu olustugu diistiniilmektedir.
Bu Tez ¢aligmasinin sonucuna gore;

1-) Deltamethrin ve Thiamethoxamin tekli ve kombine uygulamalarinin Drosophila
melanogaster ergin bireylerinde ¢oklu ila¢g direncinin multijenerasyonel etkisi
aragtirtlmistir. Bu kapsamda uygulanan dozlarin bireylerin canlilig1 tizerindeki etKisi
Probit analiz ile belirlenmistir. Duyarli bireylerde 6 farkli konsantrasyon direncli
bireylerde ise 5 farkli konsantrasyon uygulanarak 24 saat sonunda belirlenen LDsg
dozlari, direngli bireylerde duyarli bireylere kiyasla Deltamethrin i¢in 1.92 kat artis,
Thiamethoxam icin 9.2 kat artis ve Deltamethrin+Thiamethoxam i¢in 2.4 kat artis

gostererek giiclii bir insektisit cevabi olustugu saptanmistir.

2-) Drosophila melanogaster ergin bireylerine LDsy dozlarinda uygulanan
Deltamethrin, Thiamethoxam ve DeltamethrintThiamethoxam’in; qRT-PCR gen
ekspresyonu sonuclar1 degerlendirildiginde, her ii¢ insektisit uygulama grubunda
direngli bireylerde ¢oklu ilag direncine aracilik eden GST enzimlerinden GSTEL gen
ifadesini arttirmasiyla Deltamethrin ve Thiamethoxam daha az zehirli yapida hidrofilik
polar maddelere doniistiiriilerek bocek viicudundan uzaklastiran, S-transferaz pompa

mekanizmasinin  direngte aktif rol oynadigi belirlenmistir. ABC-C’lerden SUR
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proteininin de gen ifadesinin tim uygulama gruplarinda artmis olmasi insektisitlerin
ATP bagimli potasyum kanallarindan zararsiz ara maddelere doniistiiriilerek detoksifiye
mekanizmasinin aktif oldugu belirlenmistir. GSTE1 ve SUR gen ekspresyonlarinin
artmasi multijenerasyonel insektisit uygulamalarinin sonucunda model organizma olan
Drosophila melanogaster’de ¢oklu ilag direnci gelistigi ile ilgili giigli bir kanit
sunmustur. Deltamethrin uygulanmasi sonucu olusgan DNA hasarlari apoptoz yolagi ile
BCL geninin son kismimda yer alan BAX geninin aktivitesini arttirarak mitokondriyal
membran potansiyelinin ve gecirgenliginin bozulmasina yol agmis ve bu durum CAS3
geninin ekspresyonuna neden olarak hiicre 6liimiine neden olmustur. Boylece hasarli
hiicreler inflamasyona sebep olmadan elemine edilmislerdir. Bu durumun direngli
boceklerde hayatin devamliligi ¢in Onemli bir mekanizma oldugu ve direng
calismalarinda ele almmasmin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Onemli stres
biyomarkerlar1 olan HSP’lerden HSP27, HSP60 ve HSP70 genlerinin direng

calismalarinda kullanilabilecek 6nemli biyomarkerlar oldugu diistiniilmiistiir.

3-) Morfolojik analizler sonucunda, duyarli Drosophila melanogaster disi ve erkek
bireylerinde kanat anormalligi, toraks anormalligi, bacak ve abdomen anormallikleri
gbdzlenmistir. Bu verinin 1s1¢inda hedef olan ve olmayan tiirlerin insektisit uygulamalar1
sonucunda fenotipik anormallikler gosterebilecegi belirlenmistir. Direng gelisiminde
onemli bir gdsterge olan viicut agirhigi degisimleri tiim insektisit uygulama gruplarinda
direngli nesillerde azalmis oldugu ve bunun yapisal bir dayaniklilik mekanizmasi

sonucu olusmus olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Sonu¢ olarak, tez ile elde ettigimiz bulgularm, model organizma olan
Drosophila melanogaster sineklerinde pestisitlere karsi olusan ¢oklu ila¢ direnci
mekanizmalarina ve bu mekanizmanin altinda yatan molekiiler sinyal yolaklarnin daha
net anlasilmasi i¢in temel teskil edecegi ve 6nemli zararl bocek tiirlerinde ¢oklu ilag
direnci konusunda yapilacak ileri aragtirmalar ve etkili ve yeni pestisit gelistirme

stratejilerininin ortaya konulmasi i¢in temel diizeyde bilgi sunacagi diisiiniilmektedir.
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ONERILER

Yaptigimiz ¢alismanin test sonuglar1 Drosophila melanogaster model organizma
popiilasyonlarimizda sentetik piretroidlerden Deltamethrin ve neonikotinoidlerden
Thiamethoxam insektisitlerine karsi GST enzimlerinden GSTEl1 ve ABC
proteinlerinden SUR genlerinin direngli bireylerin gen ekspresyonlarinda artis
olusturarak c¢oklu ilag direnci gelistigini gostermekle birlikte daha ileri ¢alismalarin
yapilmas1 gerektigini ortaya koymaktadir. Ornegin hedef olan =zararh bdcek
popiilasyonlarinda insektisit direnci gelismesine neden olan bu detoksifikasyon
mekanizmalarmin aktivasyonunu engelleyecek veya baskilayacak inhibitorler
kullanilarak direngli popiilasyonlarda insektisitlerin hedef bolgeye baglanmadan hiicre
disma atilmasi engellenerek kullanilacak insektisitlere karsi duyarlilik olusturma
calismalarmm yapilmasi gerekmektedir. Coklu ila¢ direncine neden olan bu
mekanizmalarin daha iyi anlasilabilmesi i¢in ¢alistiZimiz genlerden baska insektisitler
ve bagka genlerle de bu ¢alismalarin yapilarak baska hangi genler vasitasiyla insektisit

detoksifikasyonunun gelistigi arastirilmalidir.

Bitki koruma, halk sagligi1 ve hayvan sagligi alanlarinda kullanilan insektisitlerin
olumsuz etkilerine kars1 onlemler alinmasi gerekmektedir. Bunun i¢in; insan sagligma
disiik etkili, hedef dis1 organizmalara diisiik zehirli, yeralt1 sular1 ve topragi kirletme
potansiyeli en diisiik olan ve hedef zararli organizmalarda direng gelistirme riski en
diisiik olan pestisitlerin se¢imine 6zen gdsterilmelidir. Entegre iiriin yonetimi ve entegre
zararl yonetimi sistemleri kullanilarak, hedef zararliyla miicadelede oncelikle kiiltiirel,
fiziksel, mekanik, biyolojik, biyoteknolojik ve pestisit uygulamalarinin, hedef zararh
bdcegin kontrol edilebilecegi uygun, ekonomik, insan ve ¢evre sagliga en az zararin

olustugu yontemlerin sistemli olarak uygulanmasidir.

Insektisitlere direng gelisimi konusunda dikkat edilecek en énemli nokta ayni
veya benzer etki mekanizmalarina sahip insektisit siniflarindan bilesiklerin birlikte veya
ard arda kullamlmamasidir. Insektisit uygulamasi yapilacak hedef zararlinin zararl
oldugu donem (larva veya ergin) ve iireme mevsimleri gozoniinde bulundurularak
spesifik ve farkli kimyasal yapiya sahip olan insektisitler doniigiimlii olarak
kullanilmalidir. Deltamethrin ve Thiamethoxam insektisitlerinin tekli ve kombine olarak

kullanimlar1 konusunda yaptigimiz c¢alismada bu insektisit smiflarinin antagonistik
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etkiye sahip olmasma ragmen 5 nesil boyunca ard arda kullanimlarinda c¢oklu ilag
direnci gelistirebildikleri goriilmiistiir. Bu nedenle insektisit kullanimdan 6nce entegre
iriin yonetimi ve entegre miicadele yOnetimi sistemlerinin koordineli olarak

uygulanmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.
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Kimyasal Sarf Ve Diger Malzemeler

Ek

MALZEME ADI MARKA KOD SIRKET iSMI
NUMARASI /OULKE

Agar agar ZAG 9002-18-0 Bereket Kimya
Tip Teknik,
TURKIYE

Ortho-Phosphoric acid TEKKIM TK.1403600250 Tekkim Kimya,

1 TURKIYE

Propionic acid MERCK 8006052500 Merck KGaA
Darmstadt,
ALMANYA

Ethanol EMSURE 1009832511 Merck KGaA
Darmstadt,
ALMANYA

Deltamethrin (K-Othrine | K-Othrine 52918635 Bayer,

SC 50) ALMANYA

Thiamethoxam (AGITA AGITA 153719234 Novartis Animal

10 WG) Health, Elanco US

2-Merkaptoethanol SIGMA M3148 Sigma-Aldrich,
ALMANYA

RNA izolasyon Kiti PureLink 1920882 Invitrogen,

(RNA Mini Kit) Carlsbad, CA,
USA

High Capacity cDNA Applied 283900 Life Technologies,

Reverse Transcription Biosystems USA

Kit

Power SYBR Green Applied 1802568 Life Technologies,

PCR Master Mix Biosystems USA
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384 Kuyucuklu PCR Applied 4309849 Life Technologies,

plak Biosystems USA

PCR Strip Tiipleri (0,2 Thermo 441100 Thermo scientific,

ml) Scientific UK

2 ml' lik Tiip Eppendorf F169625P Eppendorf,
ALMANYA

1,5 ml' lik Tiip Eppendorf D158642P Eppendorf,
ALMANYA

15 ml' lik falkon Tiip ISOLAB CTPPA1017 Isolab, Wertheim
ALMANYA

50 ml' lik falkon Tiip FIRATMED 8870000019 Firatmed,
TURKIYE
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