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ÖZET 

 

            DOĞU VE GÜNEYDOĞU ANADOLU’DA BULUNAN 
STAPHYLINIDAE FAMİLYASINA AİT OCYPUS CİNSİ ÜYELERİNİN 

MOLEKÜLER SİSTEMATİK ANALİZİ 

 

Sabiha TÜMAY 

Balıkesir Üniversitesi, Fen Bilimleri Enstitüsü, Biyoloji Ana Bilim Dalı 

 

(Yüksek Lisans Tezi / Tez Danışmanı: Yard.Doç.Dr. Sakin Vural VARLI) 

 

Balıkesir, 2011 

 

 Staphylinidae familyası, böcekler hatta hayvanlar alemi içindeki en 

büyük familyadır, fakat familya üyeleri arasındaki filogenetik ilişkiler hala 

yeterli bir şekilde aydınlatılmamıştır.  Bu çalışmada, Doğu ve Güneydoğu 

Anadolu bölgesinde bulunan Staphylinidae familyasının Ocypus cinsine ait 

yedi taksonun moleküler sistematik analizi yapılmıştır.  Yedi Ocypus türü için 

nükleotit dizileri mitokondriyal sitokrom oksidaz (CO) geninin iki bölgesinden 

(COI,II), 18S çekirdek ribozomal DNA’sından ve 28S çekirdek ribozomal 

DNA’sından elde edildi.  Bunun için yedi böcek türünden genomik DNA 

saflaştırıldı.  İzole edilen genomik DNA örneklerinden bahsedilen üç gen 

bölgesi PCR ile çoğaltıldı.  Çoğaltılan DNA bölgelerinin dizi analizleri yapıldı 

ve CLUSTALW programı ile filogenetik ağaç oluşturulup türler arasındaki 

filogenetik ilişki yorumlandı.  

 

 ANAHTAR SÖZCÜKLER: Staphylinidae, Ocypus, COI, COII, 18S 

rDNA, 28S rDNA, Fiologenetik analiz, CLUSTALW 

 

 

 



iii 
 

ABSTRACT 

 

MOLECULAR TAXONOMIC ANALYSİS OF OCYPUS MEMBERS 
STAPHYLINIDAE DISTRIBUTED IN EAST AND SOUTH EAST ANATOLIA 

 

Sabiha TÜMAY 

Balıkesir University, Department of Biology 

 

(M.S. Thesis / Advisor : Assistant Prof. Dr. Sakin Vural VARLI) 

 

Balıkesir - Turkey, 2011 

 

 The family Staphylinidae is one of the largest family of beetles and 

indeed of animals, but the phylogenetic relationship among the members of 

this family are stil poorly understood.  In this study; seven taxons of 

Staphylinidae family’s Ocypus genera which are distrubuted in East and 

South-East Anotolia of Turkey has been studied with respect to molecular 

systematics analysis.  Nucleiotide sequence were obtained from mitokondrial 

cytochrome oxidase subunits I, II (COI, II) and nuclear ribozomal DNA’s 18S 

and 28S genes.  Total genomic DNA of seven insect species have been 

extracted using a commercial kit.  Isolated DNA regions have been amplified 

using three primer pairs with PCR.  Amplified DNA samples were sequenced 

and the aligned sequences were used to construct a phylogenetic tree using 

CLUSTAW program. 

  

 KEYWORDS: Staphylinidae, Ocypus, COI, COII, 18S rDNA, 28S 

rDNA, Phylogenetic Analysis, CLUSTALW 

 

 

 

 



iv 
 

İÇİNDEKİLER 

 

                                                                                                                 Sayfa 

 

ÖZET                                                                                                               ii 

 

ANAHTAR SÖZCÜKLER                                                                               ii 

 

ABSTRACT                                                                                                    iii 

 

KEY WORDS                                                                                                  iii 

 

İÇİNDEKİLER                                                                                                 iv 

 

KISALTMALAR                                                                                             vi 

 

ŞEKİL LİSTESİ                                                                                             viii 

 

TABLO LİSTESİ                                                                                             ix 

 

ÖNSÖZ                                                                                                           x 

 

1.  GİRİŞ                                                                                                          1 

1.1 Böcekler                                                                                                     1 

1.2 Ocypus Cinsin Böcek Sistematiğindeki Yeri                                              2 

1.3 Staphylinidae Familyasının Morfolojisi                                                       4 

1.4 Böcek Taksonomisinde Kullanlan Moleküler Belirteçler                            5 

1.5 DNA Analizinde Kullanılan Hedef Genler                                                  8 

 



v 
 

2.  MATERYAL VE YÖNTEM                                                                        22 

2.1 Çalışmada Kullanılan Böcekler                                                                22 

2.2 DNA İzolasyonu                                                                                       22 

2.3 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Uygulaması                                    23 

2.4 Agaroz Jel Elektroforezi                                                                           26 

2.5 DNA Dizileme                                                                                          26 

2.6 Biyoinformatik Analiz ve Filogenetik Ağaç Oluşturma                             26 

 

3.  BULGULAR                                                                                              27 

3.1 DNA İzolasyon Sonucu                                                                            27 

3.2 Kullanılan Primerlere Göre PCR Sonuçları                                              27 

3.3 Filogenetik Analiz Sonuçları                                                                    29 

 

4.  SONUÇ ve TARTIŞMA                                                                            32 

 

5.  KAYNAKLAR                                                                                           34 

 

 

  



vi 
 

KISALTMALAR 

 

Kısaltmanın Adı               Tanımı 

 

RFLP     Restriction Fragment Lenght Polymorphism 

PCR     Polimerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir  

    Reaksiyonu) 

RAPD    Randomly Amplified Polymorphic DNA 

AFLP     Amplified Fragment Length Polymorphism 

DNA     Deoxyribonucleic Acid 

RNA    Ribonnucleic Acid 

SSR     Simple Sequence Repeat 

mtDNA   Mitokondriyal DNA 

rDNA    Nükleer Ribozomal DNA 

gDNA    Genomik DNA 

bp     Base Pair (Baz Çifti) 

kb    Kilo base (1000 baz çifti) 

rRNA    Ribozomal RNA 

tRNA    Transfer RNA (Taşıyıcı RNA) 

ATP    Adenosinetriphosphate 

NADH    Nikotinamid Adenin Dinükleotid 

CO I    Cytochrome Oxidase I 

CO II    Cytochrome Oxidase II 

CO III    Cytochrome Oxidase III 

Cytb    Cytochrome b 

ND1                           NADH dehydrogenase 1 

LSU rDNA   Large subunit ribozomal DNA            

SSU rDNA                Small subunit ribozomal DNA            

ETS                           External transcribed spacer 

NTS                          Nontranscribed spacer 

IGS  Intergenic spacer 

ITS    Internal Transcribed Spacer  



vii 
 

Amy    α-amylase 

Adh    Alcohol dehydrogenase 

EF-1α    Elongation factor-1-alpha 

g6pdh   Glycerol-6-phosphate dehydrogenase 

per    Period 

Tipi    Triosephosphate isomeraze 

Wg    Wingless 

Xdh    Xanthine dehydrogenase 

RT-PCR   Reverstranskriptaz PCR 

cDNA    Complementery Deoxyribonucleic Acid 

QTL                       Quantitative trait loci 

EST    Expressed Sequence Tag 

dH2O     Distile Su 

dNTP     Deoksiribonükleosid trifosfat 

EDTA    Etilendiamintetraasetikasit 

EtBr     Etidyumbromid 

Taq     Thermus aquaticus 

TBE     Trisborateetilendiamintetraasetikasit 

UV     Ultraviyole 

VNTR    Variable Number of Tandem Repeat 

 

 

 

 

 

 

 

 



viii 
 

ŞEKİL LİSTESİ 

 

Şekil Numarası                  Adı                               Sayfa 

Şekil 1  Böcek mitokondriyal DNA’sının şematik gösterimi  10 

Şekil 2  Ribozomal DNA’ların tekrar bölümlerinin şematik gösterimi 12 

Şekil 3  Moleküler belirteç veya gen bölgelerinin kategorik seviyelerde                      

gösterimi 15 

Şekil 4  DNA izolasyon sonucunu gösteren jel görüntüsü  27 

Şekil 5  Ocypus ait 7 türden elde edilen DNA’ların CO1 - Leu - CO2 

bölgelerini çoğaltan primerler kullanılarak yapılan PCR sonucunu 

gösteren jel görüntüsü  28 

Şekil 6  Ocypus ait 7 türden elde edilen DNA’ların 18S ribozomal             

DNA bölgesini çoğaltan primerler kullanılarak yapılan PCR           

sonucunu gösteren jel görüntüsü  28 

Şekil 7  Ocypus ait 7 türden elde edilen DNA’ların 28S ribozomal              

DNA bölgesini çoğaltan primerler kullanılarak yapılan PCR           

sonucunu gösteren  jel görüntüsü  29 

Şekil 8  Ocypus’un 7 türünün mitokondriyal DNA’larındaki                        

CO1-Leu-CO2 bölgesi kullanılarak oluşturulan dal          

uzunluklarının da gösterildiği dendogram 30 

Şekil 9  Ocypus’un 7 türünün 28S ribozomal DNA bölgesi               

kullanılarak oluşturulan dal uzunluklarının da                       

gösterildiği dendogram 30 

Şekil 10 Ocypus’un 7 türünün 18S ribozomal DNA bölgesi              

kullanılarak oluşturulan dal uzunluklarının da gösterildiği     

dendogram 31 

 

 

 

 

 

 

 

 



ix 
 

TABLO LİSTESİ 

 

Tablo Numarası                  Adı                               Sayfa 

 

Tablo 1   PCR’da kullanılan kimyasal maddelerin miktarları ve                                                                              

konsantrasyonları 23 

Tablo 2   PCR ’da kullanılan primerler ve nükleotit dizileri 24 

Tablo 3   PCR’da kullanılan primerler ve özellikleri 25 

Tablo 4   PCR Reaksiyonları 25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 
 

 ÖNSÖZ 

Yüksek lisans öğrenimime başladığım andan itibaren gerek 
çalışmalarımda gerekse özel yaşamımda ihtiyacım olduğu her anda bütün 
imkanlarını sunarak benden desteğini esirgemeyen değerli danışmanım 
Yard. Doç. Dr. Sakin Vural VARLI’ya, 

Resmiyette danışmanım olmasa da bana çalışmanın birçok 
aşamasında danışmanlık yapan ve her türlü bilgisini ve laboratuar imkanlarını 
esirgemeden paylaşan değerli hocam Yard. Doç. Dr. Ekrem DÜNDAR’a, 

Çalışmamın başından sonuna kadar her aşamasında sabırla yardımcı 
olan, bilgilerini hiç çekinmeden paylaşan ve öğrendiklerimde büyük katkısı 
olan sevgili arkadaşım Şakir AKGÜN’e, 

Böcek örneklerini toplayıp çalışmamız için bize veren Dr. Sinan 
ANLAŞ’a 

2011 / 34 No’lu araştırma projesi ile maddi destek sağlayan Balıkesir 
Üniversitesi Rektörlüğü Araştırma Projeleri Birimi’ne, 

Ders ve labaratuar aşamasında deneyimlerinden ve bilgilerinden 
yararlandığım değerli hocalarım Prof. Dr. Feray KÖÇKAR, Yard. Doç. Dr. 
Fatih COŞKUN’a,  

Laboratuar deneyimlerinden faydalandığım hocalarım Öznur SUAKAR 
ve Görkem DENİZ SÖNMEZ’e, 

İhtiyacım olduğunda yardımlarını esirgemeyen çalışma arkadaşlarım 
Aylin TÜVEN, Selin ASLAN, Can ATEŞ ve Gökhan DURSUN’a  

Ve bugünlere kadar gelirken her koşulda yanımda olan ve desteklerini  
her zaman hissettiren canım annem, babam ve kardeşime,  

Çok teşekkür ederim. İyi ki varsınız. 

 

Balıkesir, 2011      Sabiha TÜMAY



1 
 

 

  

 

 1.  GİRİŞ 

 

 1.1 Böcekler 

 

 Böcekler hayvanlar alemi içinde en geniş tür kompozisyonuna sahip 

gruptur.  Bu geniş grubun taksonomik çalışmalarında yaygın olarak morfolojik 

karakterler kullanılmaktadır.  Ancak morfolojik karakterlere göre sınıflandırma 

her zaman yeterli olamadığı için son zamanlarda taksonomik çalışmalarda 

moleküler sistematik teknikler kullanılmaya başlanmıştır.  DNA markırları 

kullanılarak yapılan bu sınıflandırma ile böceklerde akrabalık ilişkilerinin 

belirlenebilmesi için gerekli bilgiler ortaya konulabilmektedir. 

 

 Böcekler, Dünya’da önemli bir yaşam şeklini temsil ederler.  Şimdiye 

kadar 900000 kadar tür keşfedilmiştir ki bu da tüm hayvan türlerinin %75’ini 

kapsar [1].  Bu canlılar, çöllerden Antartika’ya kadar neredeyse tüm 

ekosistemlerde bulunabilirler.  Bu şekilde geniş çaplı dağılım göstermesi 

onların farklı vücut yapılarına sahip olmaları, büyüklükleri, beslenme ve 

davranışlarındaki adaptasyon yetenekleri ve iyi bir ekolojik adaptasyona 

sahip olmalarından kaynaklanmaktadır [2].    

    

 Bu hayvanlar bitkilerde tozlaşmayı sağlarlar, zararlı böceklere karşı 

doğal düşman olarak görev yaparlar ve insanlar için ipek, bal ve bal mumu 

gibi faydalı ürünler üretirler.  Ancak bunların yanı sıra da tarımsal ürünlere,  

ormanlara, doğal kaynaklara zarar verirler, ölümcül hastalıkların 

yayılmasında vektör olarak görev yaparlar.  Böylesine geniş çaplı dağılım 

göstermelerinin nedenleri; yaşam formlarını hangi genlerin ve genetik 

mekanizmaların kontrol ettiği, insanları doğrudan ya da dolaylı olarak nasıl 

etkiledikleri bugüne kadar üzerinde çalışılan konular olmuştur.  Böceklerin 

çevreyle olan karmaşık ilişkileri onların davranışlarında ve morfolojilerinde 



2 
 

değişmelere neden olmuştur [3].  Bundan dolayı da bu canlıların değişimini 

ve dağılımını anlamak için böcek sistematiği çalışmaları önemlidir [4]. 

 

 Günümüzde böceklerin sınıflandırılması daha çok morfolojik 

karakterler kullanılarak yapılması ile beraber [1, 5, 6] son yıllarda 

sınıflandırılmada moleküler tekniklerin kullanımı böcek taksonomisine yeni bir 

boyut kazandırmıştır [2, 7, 8].  Moleküler sistematik alanda; moleküler 

biyolojik araçlar arasında olan DNA hibridizasyon, PCR, PCR-RFLP, RAPD 

gibi tekniklerin hızlı bir şekilde gelişmesiyle birlikte bu teknikler kullanılarak 

ortaya çıkartılan moleküler bilgiler, taksonlar arasındaki ilişkiyi ortaya 

çıkarmada kullanılmaktadır [9]. 

 

 Bu çalışmada Coleoptera takımının Polyphaga alttakımına dahil olan 

Staphylinidae familyasının Doğu ve Güneydoğu Anadolu Bölgesinde bulunan 

Ocypus cinsine ait yedi tür üzerine moleküler sistematik teknikler kullanılarak, 

türler arasındaki filogenetik ilişkiler belirlenmiş ve bu cinsin revizyonuna katkı 

sağlanmaya çalışılmıştır. 

 

 Yaptığımız literatür çalışması sonucunda Ocypus cinsiyle ilgili olarak 

dünya’da ve ülkemizde herhangi bir moleküler sistematik çalışmaya 

rastlanmamıştır.  Bu bağlamda bu çalışmanın bu grup ve bu gruba yakın 

cinslerle ilgili yapılacak olan morfolojik ve filogenetik çalışmalara katkısı 

olacağı umudunu taşımaktayız.  

 

 

 1.2 Ocypus Cinsin Böcek Sistematiğindeki Yeri 

 

Alem  : Animalia 

Alt Alem        : Eumetazoa 

Filum            : Arthropoda 

Alt Filum       : Hexapoda 

Sınıf              : Insecta 
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Takım           : Coleoptera 

Alt Takım      : Polyphaga 

İç Takım       : Staphyliniformia 

Üst Familya  : Staphylinoidea 

Familya        : Staphylinidae 

Alt Familya   : Staphylininae 

Oymak         :          Staphylinini 

Alt Oymak    :          Staphylinina 

Cins             :          Ocypus 

 

 Coleoptera; yaklaşık 350000 türle, böceklerin %40’ ından fazlasını 

içeren, hayvanlar alemi içindeki en büyük takımdır.  Bu büyük takımın 

Türkiye’de bulunan türlerinin sayısı tam olarak bilinememekle birlikte yaklaşık 

olarak 7000 kadar olduğu tahmin edilmektedir.  Coleoptera takımının 

Archostemata, Myxophaga, Adephaga ve Polyphaga olmak üzere 4 alt takımı 

vardır [10, 11].  

 

  Bu takımının Polyphaga alttakımına dahil olan Staphylinidae familyası 

böcekler, hatta hayvanlar alemi içerisindeki en geniş familyadır [12].  Bu 

familya, Dünya’da 31 altfamilya ya dahil olan 3847 cins ve yaklaşık 47744 

tanımlanmış tür içerir [13, 14].  Türkiye’de ise 22 alt familyada 250 cins ve 

1600 tür ve alttür bulunur [15].  Bunlardan Türkiye’de Ocypus cinsine ait 28 

tür bulunduğu tahmin edilmektedir.  Ocypus cinsinin, Matidus, Ocypus ve 

Pseudocypus olmak üzere 3 alt cinsi vardır.  Bizim çalışmamızda 

kullandığımız Ocypus cinsine ait 7 türden 2’si (Ocypus curtipennis ve Ocypus 

olens) Ocypus alt cinsine ve 4’ü (Ocypus mus, Ocypus excisus, Ocypus 

sericeicollis, Ocypus orientis) Pseudocypus alt cinslerine dahildir.  

Staphylinid’lerin, oldukça geniş yayılışlarının bir sonucu çok çeşitli 

habitatlarda dağılış göstermeleridir.  Staphylinidlerin çoğu karasal 

habitatlarda bulunur ancak 7 altfamilyaya dahil olan 102 cins içerisindeki 442 

türün deniz kıyısında yaşadığı bilinmektedir [16, 17].  
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  1.3 Staphylinidae Familyasının Morfolojisi 

 

           Staphylinidae erginleri 1mm’den 40mm’ye kadar değişin uzunlukta 

olabilirler ancak genellikle 7mm’nin altında oldukları bilinmektedir [18].  Tipik 

olarak ince, ve uzunlardır ve elitraları çok kısadır [19].  Güçlü karın kasları 

vardır ve vücutları çok esnektir; böylelikle de dar yarıklara kolaylıkla 

girebilmektedirler.  Antenleri genellikle moniliform veya filiform tiptedir ve bazı 

durumlarda antenler zayıf bir topuz oluşturabilir.  Baş prognat tiptedir. Gözlerin 

şekli değişkendir.  Prothoraksın şekilleri değişik olup, lateral kenarları keskin 

veya yuvarlak olabilir [18].  Elitra tipik olarak kare şeklindedir ve elitranın 

genişliği neredeyse boyu kadardır [19].  Dinlenme halinde arka kanatlar 

elitranın altında katlanmış olarak bulunmaktadır [19].  Çoğu iyi uçucudur [20].  

Uçma durumu dışında elitra tamamen kapalı durumda olmasına rağmen 6-7 

abdomen segmenti açıkta kalmaktadır ve bu sebeple Staphylinidae 

familyasına ait bireylerin vücudu sanki 4 kısma ayrılıyormuş gibi 

görünmektedir.  Baş, thoraks ve elitra ilk üç kısmı oluşturur ve bu kısımların 

büyüklükleri yaklaşık olarak birbirine eşittir.  Dördüncü kısım açıkta kalan 

abdomendir ve büyüklüğü yaklaşık olarak önceki üç kısmın toplamı kadardır 

[21].  Abdomen genellikle esnektir ve kıvrılabilir.  Bu familya üyeleri genellikle 

toprak, yaprak döküntüleri, leş, çöp, mantar gibi nemli habitatlarda bulunurlar 

[18].  Bazıları karınca termit yuvalarında bulunabilir [20].  Genellikle sokma 

kabiliyetleri yoktur ancak olmasa da sanki varmış gibi abdomenleri yukarıya 

kıvrık şekilde koşarlar [21].   

 

Staphylinidae larvalarının vücutları genellikle ince, uzun, soluk renklidir 

ve koyu renkli başa sahiptirler.  Larvalarının bazıları alg ve mantarlar 

üzerinden beslenirler fakat genellikle larvaları diğer eklembacaklılar ve toprak 

omurgasızları üzerinde predatördür.  Bazıları da Diptera pupa ve larvaları  

üzerinde predatördür [22].  Genellikle erginlerle aynı habitatlarda bulunurlar 

[18]. 
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 1.4 Böcek Taksonomisinde Kullanlan Moleküler Markırlar 
(Belirteçler) 

 

Moleküler biyolojik teknikler yirminci yüzyılın sonlarına doğru ortaya 

çıkmıştır.  Özellikle Polymerase Chain Reaction (PCR) kullanılarak DNA 

çoğaltılmasındaki yenilik [23] ve otomatik DNA dizileme metodlarının 

kullanılmasının, nükleotit bölgelerinden oluşan moleküler belirteçlere 

başvurulmasına büyük etkisi olmuştur [24].  

 

Moleküler belirteçler; taksonlar arasındaki varyasyonları ortaya 

çıkarmak için geliştirilmiş olup populasyon genetiğinden filogenetik 

yapılandırma ve taksonomiye kadar pek çok biyolojik problemlerin 

sonuçlandırılmasında etkili olmuştur [24]. 

 

Moleküler filogeni, türler arasındaki nükleotit bölge farklılıklarının 

belirlenmesi üzerine temellenmiştir.  Şu anda, DNA bölgelerinin filogeni 

çalışmalarına en büyük katkıyı sağladığına dair hiçbir şüphe yoktur.  Ancak 

hangi bölgelerin hangi genlerle karşılaştırılabileceği bir sorun olabilmektedir.   

 

Organizmalar arasında kategorik seviyelerdeki problemlerin çözümü 

için kullanılacak uygun moleküler belirteçleri ya da gen bölgelerini seçmek 

oldukça zor bir süreçtir.  Filogenetik analizlerin belki de en önemli basamağı 

sistematik problemler için uygun gen bölgesinin seçilmesidir.  Moleküler 

belirteçleri ya da gen bölgelerini seçerken dikkatli davranmak gereklidir.  

Çünkü uygun olmayan moleküler belirteçlerin seçilmesiyle filogenetik 

ilişkilerde doğru sonuçlara ulaşılamaz.  Yüksek şekilde korunmuş gen 

bölgeleri yüksek kategorik seviyelerdeki araştırmalar için uygundur.  Diğer 

taraftan düşük kategorik seviyelerdeki filogenetik araştırmalar için ise oldukça 

fazla  değişken gen bölgeleri kullanılmaktadır [25]. 

 

Böceklerdeki sistematik çalışmalar daha çok klasik olarak morfolojik 

karakterlere dayalı tanımlamaya göre yapılmaktadır [26, 27].   

Organizmaların teşhislerinde morfolojik ve anatomik özelliklere göre teşhis, 
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sistematik kategorilerin belirlenmesinde yeterli olmayabileceği gibi bu şekilde 

yapılan teşhisle yanlış tanımlamada yapılabilir.  Çünkü organizmalar farklı 

habitatlarda yaşayınca morfolojik olarak birbirlerinden farklılık göstermeleri  

sık karşılaşılabilen bir durumdur.  Bu gibi durumlarda aynı türe ait 

organizmalar farklı morfolojik ve anatomik özellikler gösterebilirler.  Bu 

nedenlerle, son yıllarda sınıflandırma çalışmalarında daha çok moleküler 

tekniklere ağırlık verilmektedir. 

 

Böcek taksonomisinde kullanılan moleküler belirteçler, protein 

belirteçleri ve DNA belirteçleri olarak ikiye ayrılabilir.  Protein belirteçleri için 

allozim elektroforezi kullanılırken DNA çalışmaları için RFLP, RAPD, AFLP, 

SSR ve DNA dizi analizi gibi teknikler kullanılmaktadır. 

 

 

 1.4.1 Protein Belirteçleri 

 

Protein belirteçleri, DNA teknolojisinin kullanımından önce  

elektroforetik enzim analizleri, farklı alellerin ortaya çıkartılması, tür içi ve 

türler arasındaki genetik çeşitliliğin saptanması çalışmalarında yaygın bir 

şekilde kullanılmıştır [28].  Türler arasında ya da bir türün farklı 

populasyonları arasındaki genetik uzaklık, elde edilen alel frekanslarının 

analiziyle hesaplanabilir [29].  

 

 Allozim ve İzozimler 1960 ortalarından itibaren sistematik ve 

populasyon genetiğinde kullanılmaya başlanan protein belirteçleridir [30].  

Allozimler, aynı lokus üzerinde farklı aleller tarafından kodlanan farklı formda 

enzimlerdir; izozimler ise farklı lokuslar üzerinde yer alan genler tarafından 

kodlanan fakat aynı fonksiyonu gören enzimlerdir.   

 

Bu proteinlerin; şekil, büyüklük, elektrik yükleri birbirinden farklı olduğu 

için jelde farklı şekilde göç ederler ve farklı şekilde görünürler.  Allozimlerin 

poliakrilamid jelde yürütülmesi sonucunda elde edilen bantlar belli bir genin 

farklı allellerini ayırt etmede kullanılır.  Aynı şekilde izozimlerin jelde 
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yürütülmesiyle elde edilen bantların incelenmesiyle de farklı populasyonlar 

arasındaki genetik varyasyon gözlemlenebilir [31].  

 

 

 1.4.2 DNA Belirteçleri 

 

DNA temelli marker sistemlerinin gelişmesiyle DNA belirteçlerinin, 

protein belirteçlerine göre polimorfizmleri ortaya çıkarmada daha iyi sonuç 

verdiği görülmüştür [32].  DNA bölgesinin intronlarında yer alan 

mutasyonların DNA seviyesinde protein seviyesinden daha fazla değişiklik 

göstermesi nedeniyle DNA belirteçleriyle, protein belirteçlerinden daha fazla 

polimorfizm elde edildiği saptanmıştır [2].  Ayrıca DNA numuneleri, 

proteinlere göre daha stabildir ve proteinlerden farklı olarak organizmaların 

bütün dokularında aynıdır.  Bu yüzden DNA belirteçleri tür içindeki ya da 

türler arasındaki genetik uzaklığı belirlemek için kullanılan çok yaygın bir 

belirteç haline gelmiştir.  

  

Modern moleküler biyoloji, özellikle de DNA belirteç sistemlerindeki 

ilerleme böceklerde, moleküler ekoloji çalışmalarına ait zengin teknik bilgi 

oluşturmuştur [33].  Son 15 yıldır DNA belirteçleri böceklerde; filogeni, 

populasyon dinamiği, gen ve genom haritalama çalışmalarına büyük katkı 

sağlamıştır [28, 34-37]. 

 

 Entomolojide DNA markır sistemlerinin uygulanmaya başlanmasından 

itibaren, daha güçlü ve daha ucuz genotipik metodlar için yeni teknolojiler 

geliştirilmektedir ve böylelikle entomologlar, daha verimli böcek genleri 

çalışmaları için, geliştirilen markır sistemleri ve yeni teknikleri 

uygulamaktadırlar [2].  

 

 DNA belirteçleri, böceklerde genetik akrabalıkların belirlenmesi, 

populasyon dinamiği ve gen haritalama çalışmalarında, çalışmaların hızının 

artmasını sağlamaktadır.  Özellikle eğer elimizde az böcek materyali varsa ya 
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da numuneler eski ve kuru ise bu gibi durumlar DNA belirteçlerinin 

kullanılması için uygun durumlardır [2, 28, 38]. 

 

 Sınıflandırmanın her bir kategorik seviyesine uygun genel bir 

moleküler belirteç belirlemek zor olmaktadır.  Çeşitli filogenetik problemleri 

aydınlatmak için pek çok moleküler belirteç ve genlerle çalışılmasına rağmen 

türler arasındaki genetik varyasyonların belirlenmesinde mitokondriyal DNA 

(mtDNA) ve nükleer ribozomal DNA (rDNA) bölgeleri kullanılarak yapılan 

çalışmalar en iyi sonuçları vermektedir (Şekil 3) [25]. 

 

 Böcek türlerindeki genetik varyasyonları araştırmak için daha çok  

mtDNA ve nükleer rDNA belirteçleri tercih edilmektedir.  Bu belirteçler, yakın 

zamanda birbirinden ayrılan türlerin fenotipik değişimi ve gelişiminin genetik 

temelleri ve tarihi hakkında önemli bilgiler sağlamaktadırlar. 

  

 

 1.5 DNA Analizinde Kullanılan Hedef Genler 

 

1-Mitokondriyal DNA 

2-Ribozomal DNA 

3-Satellit DNA 

4-İntronlar 

5-Nükleer protein kodlayan genlerdir 

 

 

 1.5.1 Mitokondriyal DNA (mtDNA) 

 

Mitokondriyal DNA (mtDNA), böceklerde genetik varyasyon 

çalışmaları için tercih edilen bir belirteçtir.  Son zamanlarda tür bazında 

filogenetik ilişkilerin belirlenmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır [2].  

Mitokondriyal gen bölgeleri filogenetik ve populasyon genetiği çalışmalarında 

akraba böcek türlerinin tarih içindeki değişimini belirlemek için 

kullanılmaktadır.  Bu belirteçler, yakın zamanda birbirinden ayrılan türlerin 
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tarih içinde fenotipik değişimi ve farklılaşmasının genetik temellerinin iyi bir 

şekilde anlaşılmasını sağlamıştır.  

 

Mitokondriyal DNA, ökaryotlarda dairesel DNA molekülünden 

oluşmaktadır [39].  Mitokondriyal DNA’nın büyüklüğü genellikle 14kb-17kb 

arasındadır, fakat 40kb büyüklüğünde olanlarda bilinmektedir [40].  

Büyüklüğündeki bu çeşitliliğe rağmen genin içeriğindeki varyasyon oranı 

oldukça azdır.  Araştırmalar, boyutu büyük olanlarda, bu büyüklüğün 

mitokondriyal gendeki kodlanmayan bölgenin büyük olmasından ya da 

gendeki tekrarlı kısımların uzun olmasından kaynaklandığını göstermektedir  

[41, 42]. 

 

Hayvanlarda mitokondriyal DNA genellikle 36 ya da 37 gen 

içermektedir.  Bunlardan Şekil 1’de görüldüğü gibi 2 geni ribosomal RNA 

(16S rRNA ve 12S rRNA), 22 geni tRNA ve 12 ya da 13 geni ise 

mitokondriyal membranın alt üniteleri oluşturmaktadır.  Bu alt üniteler;  

Sitokrom  oksidaz I-III (COI-COIII), ATP sentetaz 6 ve ATP sentetaz 8 (A6 ve 

A8), NADH dehidrogenaz 1-6 ve NADH dehidrogenaz 4L (ND1-6, ND4L) ve 

sitokrom b apoenzimdir (Cytb) [43].  

 

 Ökaryotlarda mitokondriyal DNA’daki mutasyon oranları değişkendir.  

Mitokondrideki bazı bölgeler hızla değişirken, bazı bölgeler oldukça fazla 

korunmuştur.  İşte bu farklı değişme hızına sahip bölgeler farklı taksonomik 

kategorilerin çalışılmasına imkan vermektedir [44].  Filogenetik çalışmalarda 

özellikle birkaç mitokondriyal DNA gen bölgesi (12S rDNA, 16rDNA, Cytb, 

ND1 ve COI) daha çok tercih edilmektedir.  Genel olarak 12S rDNA ve 16S 

rDNA bölgeleri en korunmuş mitokondriyal gen bölgeleri arasındadır.  COI 

ise, üç sitokrom oksidaz kodlayan gen arasında ve aynı zamanda ND1 ve 7 

NADH dehidrogenaz kodlayan genler arasında en korunmuş olanıdır.  

Şimdiye kadar Mitokondriyal DNA’nın en çok çalışılan gen bölgeleri arasında 

12S ve 16S rDNA’ları, Cytb, ND1 ve COI bulunmaktadır [25].  

 

 



10 
 

 

 Şekil 1 Böcek mitokondriyal DNA’sının şematik gösterimi [45]. 

 

 

Mitokondriyal DNA’nın kontrol bölgesi değişken olmakla birlikte  bu 

kontrol bölgeleri bireyler arasındaki varyasyonları oluşturur.  Bu bölgenin 

büyüklüğü ve içerdiği tekrarların sayısı da değişkendir.  Bu yüzden bu bölge 

türler, alttürler ya da populasyonlar arasındaki filogenetik çalışmalarda 

kullanılmaktadır [46, 47].  Mitokondriyal DNA hayvan taksonlarında 

filogenetik ilişkilerin araştırılmasındaki kullanımı gün geçtikçe artmaktadır 

[45]. 

 

   Böceklerde; mitokondriyal belirteç kullanmanın bir avantajı, DNA’nın 

bu bölgelerde ki korunmuş mitokondriyal genlerden dizayn edilen primerler  

kullanılarak kolayca çoğaltılabilmesidir [48-52].  Böceklerde COI gen 

bölgesinin çoğaltılması için çeşitli evrensel primerler dizayn edilmiştir [50, 53].  

Yakın zamanlarda 14 böcek takımı tarafından temsil edilen 33 böcek 

türünden mitokondriyal DNA bölgesini bir kısmının çoğaltılması için 

kullanılabilecek 12 korunmuş primer dizaynedilmiştir.  Taksonların filogeni ve 

populasyon çalışmalarında primerlerin kullanımı çok faydalı olmaktadır [45].  

Taksonlar için evrensel primerler ya da özel primerler geliştirilmektedir.  
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Böceklerde mitokondriyal DNA çalışmalarında en fazla sekansı 

çıkarılmış genler sitokrom oksidaz I (COI) ve sitokrom oksidaz II (COII), 12S 

ve 16S genleridir [8, 54, 55].  Mitokondriyal DNA belirteçlerinin çalışmalarda 

daha çok tercih edilmesinin çeşitli nedenleri vardır.  Bu nedenlerden bazıları 

olarak şunlar gösterilebilmektedir [2]; 

 

1-Her bir hücredeki mitokondriyal DNA sayısı çok fazladır ve dolayısıyla da 

elde edilmesi çok kolay olmaktadır. 

2-Uygun olmayan koşullarda saklanmış örneklerle dahi mitokondriyal 

DNA’nın çoğaltılması kolay olmaktadır 

3-Mitokondriyal DNA genleri anne tarafından aktarılan genlerdir 

4-Mitokondriyal DNA hızlı gelişme göstermektedir. 

 

 

 1.5.2 Nükleer Ribozomal DNA (rDNA) 

 

Taksonomik çalışmalarda kullanılan bir diğer moleküler belirteç  

ribozomal DNA (rDNA)’dır.  Ribozomlar, ribozomal RNA ve proteinlerden 

oluşmaktadır.  Ökaryotik nükleer rDNA art arda dizilen yaklaşık 5000 kadar 

kopya sayısı içermektedir.  Her bir tekrar ünitesi Şekil 2’de görüldüğü gibi 

28S rRNA büyük alt birimi (large subunit ribozomal DNA, LSU rDNA),18S 

rDNA küçük alt birimi (small subunit ribozomoal DNA, SSU rDNA) ve 5.8S 

rDNA bölgelerinden oluşmaktadır [56].  Bunlara ilave olarak her tekrarda 

5.8S rDNA’dan ayrılan ITS1 ve ITS2 (internal transcribed spacer) bölgeleri 

bulunur.  Ribozomal DNA’nın büyük alt ünitesini (28S rDNA) ve küçük alt 

ünitesini (18S rDNA) birbirinden ayıran 2 ETS (external transcribed spacer) 

ve NTS (non-transcribed spacer) bölgeleri bulunmaktadır.  ETS ve NTS ara 

bölgelerinin ikisine birden IGS (intergenic spacer) denilmektedir [25].  Nükleer 

rDNA çok sayıda tekrarlayan gen bölgesine sahip olmasına rağmen; onlar 

aynı diziye sahip olma eğilimindeler, ancak IGS bölgesi farklılık 

göstermektedir.      
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 Nükleer rDNA’nın farklı bölgeleri arasındaki nükleotit dizileri, oldukça 

yakın türlerin ya da populasyonların arasındaki filogenetik ilişkiyi ortaya 

çıkarmak için kullanılmaktadır [25].  rDNA dizisinin her bir üyesinin filogenetik 

kullanılabilirliği test edilmiştir.  IGS bölgesi, büyüklüğü ve yüksek varyasyon 

içermesinden dolayı filogenetik belirteç olarak daha az tercih edilmektedir.  

Kısa, korunmuş ve birkaç bilgilendirici karakter taşıyan 5.8 rDNA ise 

kullanılmamaktadır [57-59].  18S rDNA geni, ITS1 ve ITS2 genlerinin 

sistematik çalışmalardaki en faydalı ribozomal genler olduğu ispatlanmıştır 

[60].  Farklı böcek takımlarında ribozomal RNA ile yapılan çalışmalar 

incelendiğinde en çok 18S rRNA, 28S rRNA, ITS1 ve ITS2 bölgelerinin 

kullanıldığı belirlenmiştir [56]. 

 

 

 

Şekil 2 Ribozomal DNA’ların tekrar bölümlerinin şematik gösterimi 

[45]. 

 

 1.5.2.1 Ribozomal RNA’nın Küçük Alt Birimi (18S rDNA) 

 

18S rDNA, büyüklüğünden ve genellikle yavaş değişme oranına sahip 

olmasından dolayı moleküler filogeni alanında bütün taksonlarda en çok 

tercih edilen moleküler belirteçlerden birisidir [61, 62].  Bu gen bölgesi, 

birbirinden uzak taksonların arasındaki ilişkiyi ortaya çıkarmak için gerekli 

karakterleri sağlayabilmektedir [63].  Alem, şube, takım, sınıf gibi filogenetik 

kategorilerin arasındaki ilişkiyi ortaya çıkarmada kullanılan, oldukça fazla 

korunmuş DNA bölgelerinden birisidir [64-68].  Aynı zamanda bu gen 

bölgesinin kısa zincir uzunluğuna sahip olması (yaklaşık 1.8 k.b) ve çoklu 
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kopyalarının bulunması, primerler kullanılarak PCR ile kolayca 

çoğaltılabilmesini sağlamaktadır [24]. 

 

  

 1.5.2.2 Ribozomal RNA’nın Büyük Alt Birimi (28S rDNA) 

 

Ribozomal RNA genleri içinde en uzun zincir uzunluğuna sahip gen 

bölgesi 28 rDNA’dır (3000-5000 bp) [69].  28 rDNA’nın organizmalar 

arasındaki filogenetik ilişkileri araştırılırken takım ve familya gibi daha düşük 

kategorik seviyelerdeki incelemeler için faydalı olduğu bilinmektedir [68, 70, 

71].   

 

Nükleer 18S ve 28S rDNA bölgeleri kendi içlerinde bölümlerden 

oluşmaktadırlar.  Bu bölümlerden bazıları oldukça fazla korunmuş iken 

bazıları değişkendir.  Hızlı değişim gösteren kısımlar ‘‘ expansion ‘‘ segment  

ya da ‘‘variable‘‘segment olarak adlandırılırken korunmuş olan kısımlara  

‘‘core‘‘segment denilmektedir [71-75].  Expansion segment 10-700 bç 

uzunluğunda olmakla birlikte core segmente göre 10 kat fazla değişime 

uğramaktadır.  Expansion segment, birbirine yakın taksonlar arasındaki 

filogenetik ilişkiyi ortaya çıkarmada başarılı bir şekilde kullanılabilmektedir  

[24]. 

 

Nükleer rDNA’nın diğer bölgelerinden IGS ve ITS; cins, tür ve 

populasyon gibi daha düşük kategorik seviyelerdeki problemleri çözmek için 

kullanılmaktadır [47, 76, 77].  IGS bölgesinin büyüklüğü 4-5 kb uzunluğunda 

iken ITS bölgesi yaklaşık 1 kb uzunluğundadır.  Ancak ITS bazı gruplarda 

farklı uzunlukta olabilmektedir.  Örneğin; insanlarda yaklaşık 2 kb, 

strepsipteran böceklerde 1.8 kb uzunluğundadır [25].  IGS bölgesinin büyük 

olmasından dolayı filogenetik araştırmalarda, ITS bölgesi tercih edilmektedir. 
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 1.5.3 Satellit DNA 

 

Mikrosatellitler, türlerin genetik analizinde kullanılan DNA’nın kısa 

tekrarlı dizileridir [78].  Satellit DNA’lar genellikle çok hızlı değişim gösterirler 

ve hatta satellit DNA yapısının sibling türlerde bile farklılık gösterdiği 

bilinmektedir.  Bundan dolayı satellit DNA’ların moleküler analizlerde 

moleküler belirteç olarak kullanımı uygun bulunmamıştır [79]. 

 

 

 1.5.4 İntronlar 

 

Sistematik çalışmalarda tek kopyalı nükleer genlerdeki intronların 

kullanılması uygun bulunmuştur.  Buna karşın türler arasındaki varyasyonlar 

intronların taksonomik çalışmalardaki kullanımını sınırlandırmıştır [56]. 

 

 

 1.5.5 Nükleer Protein Kodlayan Genler   

 

Protein kodlayan lokusların bazıları böcek moleküler sistematik 

çalışmalarında kullanılmaktadır [56, 80].  Bu genlere örnek olarak α-amylase 

(amy), Alcohol dehydrogenase (adh), Arylphorin (hexamerin family) 

Elongation factor-1-alpha (EF-1α), Glycerol-6-phosphate dehydrogenase 

(g6pdh), Period (per), Triosephosphate isomeraze (Tipi), Wingless (wg), 

Xanthine dehydrogenase (xdh) genleri gösterilebilir [56].  Ancak bu genlerin 

bazı dezavantajlarının olmasından dolayı yaygın olarak kullanılmamaktadırlar 

[56].  Bu dezavantajlar; 

1-Düşük kopya sayısına sahip olmalarından dolayı PCR yoluyla 

çoğaltılmaları zordur. 

2-Pseudogenler sorun oluşturabilmektedir 

3-Bu genlerin büyük bir kısmı büyük intronlar içerirler. Bu nedenle birden 

fazla ekzon bölgesini çoğaltmak RT-PCR (reverstranskriptaz PCR) tekniğini  

kullanmayıgerektirir.
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Şekil 3 Moleküler belirteç veya gen bölgelerinin kategorik seviyelerde 

gösterimi [45].  

 

 

 1.5.6 Genetik Çeşitliliğin Belirlenmesinde Kullanılan Temel  
Moleküler Teknikler 

 

Bugün moleküler markır teknolojisi, modern moleküler araçların 

doğruluğu ve gücüyle çok iyi bir noktaya ulaştı.  Genotipik metodların yüksek 

verimliliği ile yüzlerce hatta binlerce bireyin (300000 genotipe kadar)  

genomlarındaki yüksek mutasyon taramalarını bir gün kadar kısa bir sürede 

yapılmasını mümkün kılmaktadır.  Genotiplerin tam olarak anlaşılabilmesi için  

markırların paralelinde yenilikçi deneme metodları ve uygulamaları tasarlandı 

[81-83].  Bu genotipik teknikler tek alel seviyesindeki varyasyonları dahi ayırt 

etmek için güvenilir şekilde kullanılabilmektedirler [2]. 
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1.5.6.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism): 
Kesilmiş Parça Uzunluk Polimorfizmi 

 

RFLP, DNA belirteçleri içerisinde ilk keşfedilendir [84].  RFLP analizi, 

önceden radyoaktif problar kullanılarak yapılmakta iken günümüzde ise 

PCR’a dayalı olarak yapılmaktadır [85].  Bu teknik, ilgili DNA molekülünün 

PCR ile çoğaltılmasından sonra, restriksiyon endonükleazlar ile kesilmesi ve 

kesilen DNA’nın agaroz ya da poliakrilamid jel elektroforezinde ayrılması 

sağlanarak farklı büyüklüklerdeki fragmanların incelenmesine dayanmaktadır 

[86].  Bazı genlerin bazı bölgeleri üzerinde nükleotit dizilerinde farklılıklar 

görülebilir.  Bu farklılıklar tek bir nükleotit dizisindeki değişiklik olabileceği gibi 

birden fazla nükleotit çiftinin delesyonu ya da insersiyonu şeklinde de 

olabilmektedir.  Bu şekilde nükleotit dizisindeki bir farklılık restriksiyon 

enziminin tanıma bölgesini etkileyerek kesim noktasını ortadan kaldırabilir ya 

da yeni bir kesim noktası meydana getirebilir [87].  Restriksiyon enzimlerinin 

kesimleri ile oluşan farklı uzunluktaki parçalar türler arasındaki ve tür içindeki 

farlılıkları kolayca ortaya çıkarılabilmektedir. 

 

Bu tekniğin sonuçları güvenilirdir ancak pahalı bir teknik olduğu gibi 

fazla zaman harcanır ve yüksek kalite de DNA’ya ihtiyaç duyulmaktadır [88]. 

 

 

 1.5.6.2 RAPD-PCR (Randomly amplified polymorphic 
DNA):Rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA  

 

RAPD-PCR tekniği ilk kez 1990’da iki farklı bilim adamı grubu 

(Williams ve arkadaşları ve Welsh ve McClelland) tarafından geliştirilip 

kullanılmaya başlanmıştır.  Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nu (PCR) temel alan 

ve rastgele seçilmiş primerlerin kullanıldığı bir teknik olarak ortaya çıkmıştır 

[89].  Bu teknik; rastgele seçilmiş tek bir 9-10 bç uzunluğundaki 

oligonükleotidin düşük bağlanma sıcaklığında, ilgili türün genomik DNA’sı 

üzerinde komplementeri olan birbirine yakın iki bölgeye bağlanarak arada 

kalan DNA bölgesinin PCR ile çoğaltılması prensibine göre çalışmaktadır.  
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Tekniğin devamında elde edilen DNA ürünü standart jel elektroforezinde 

yürütülür ve çoğaltılan DNA’lar bantlar halinde gözlemlenerek inceleme 

yapılır [89, 90].  Sonuçta bazı dizilerin çoğaltıldığı bazılarının ise 

çoğaltılmadığı gözlemlenir.  DNA fragmentlerinin varlığına ya da yokluğuna 

bakılarak polimorfizmler belirlenir.  Genom boyunca rastgele olarak  

polimorfizmlerin tespit edilmesinde oldukça etkili bir tekniktir [91].  Diğer PCR 

uygulamalarının aksine iki değil tek bir primer kullanılmaktadır [90].    

 

RAPD primeri genom boyunca komplementeri olan bölgelerle 

eşleşmektedir.  Eğer primer bağlanma bölgelerinde insersiyonlar ya da 

delesyonlar varsa primerin bağlanma yeri değişebilmektedir.  Böylelikle de 

çoğaltılan DNA parçalarının uzunlukları farklı olmakta ve elektroforezde de 

ilgili lokusta bandın bulunup bulunmamasına göre polimorfizm 

belirlenebilmektedir [92].        

 

RAPD tekniğinin en büyük avantajı araştırılan taksonun genomik DNA 

dizisi ile ilgili herhangi bir ön bilgi gerektirmemesidir [89, 90, 92, 93].  

Amplifikasyon gerçekleştirilirken aynı primer seti tüm organizmalar için 

kullanılabilmektedir ve özgün primerler komplementeri olan bölgelere 

rastgele bağlanarak çoğaltma yapabilmektedirler [89, 90, 93, 94].   

 

RAPD tekniğinin en önemli dezavantajı ise; belirteçlerinin dominant 

olması nedeniyle heterozigotları tanımlamanın zorluğudur.  Çalışma birbirine 

bağlı olarak pek çok hassas komponentle yürütüldüğü için çalışma 

sonucunda elde edilen verilerin tekrarlanabilirliğinin zayıf olması da başka bir 

dezavantajıdır [95-97]. 

 

RAPD tekniği ortaya çıktığında; bu belirteçlerle çalışılmanın kolay 

olması ve prosedür basamaklarının kolay uygulanabilmesi gibi nedenlerle ve 

SSR’ın da böcek moleküler çalışmalarındaki eksikliklerinden dolayı, bu teknik 

böcek çalışmalarında önem kazanmıştır.  Fakat RAPD belirteçlerinin 

çoğaltılabilirliğinin zayıf olması nedeniyle de böcek ekolojik çalışmalarındaki 

kullanımı sınırlandırılmıştır [98].     
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 1.5.6.3 AFLP (Amplified fragment length polimorphism): 
Çoğaltılmış parça uzunluk polimorfizmi 

 

AFLP tekniği, Zabeau ve Vos tarafından 1993 yılında geliştirilen bir 

tekniktir.  Bu teknikte genomik DNA’nın restriksiyon enzimleriyle kesilmesiyle 

oluşan DNA fragmentlerinin seçici amplifikasyonu temeline dayanmaktadır 

[99].  Bu teknik üç basamaktan oluşmaktadır; ilk basamakta, DNA’nın 

restriksiyon enzimleriyle kesilmesiyle oluşan daha küçük DNA fragmentlerin 

kesim uçlarına oligonükleotit adaptörlerinin bağlanması, daha sonraki 

basamakta; restriksiyon frangmentlerine oligonükleotit adaptörlerinin 

bağlanmasıyla meydana gelen dizilere seçici primerlerin bağlanmasıyla 

dizilerin seçici amplifikasyonu ve son olarakta elde edilen PCR ürünlerinin 

poliakrilamid jelde yürütülmesi ve görüntülenerek değerlendirilmesi 

basamaklarından oluşmaktadır [99].  

 

AFLP tekniği, RAPD ve RFLP teknikleri ile karşılaştırıldığında daha iyi 

bir belirteç sistemidir.  Bu teknikte RAPD’in kolaylığı ile RFLP’nin 

güvenirliliğini birleşmiştir.  Bu tekniğin en önemli avantajı seçici RCR’la her 

primer çifti ile her örnekte ortalama 50-100 belirteç üretebilmesidir [2].  AFLP 

belirteçleri gen haritaları ve genlerin bağlantı haritalarını belirlemek için 

uygundur [100-102].  Bu tekniğin diğer bir avantajı ise; cDNA için 

başvurulabilmesi ve bu sonuçların böceklerde ifade edilen genlerin farklı 

açılardan ortaya çıkartılmasında kullanılabilmesidir [102].     

 

AFLP tekniğinin dezavantajları arasında; tekniğin dizisinin mikrosatellit 

gibi tekrarlar içerebilmesi [103], yüksek molekül ağırlığında ve saf DNA’ya 

ihtiyaç duyulması ve genellikle dominant karakterler vermesi 

gösterilebilmektedir [104].    
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 1.5.6.4 SSR (Simple sequence repeats): Basit dizi tekrarları  

 

Ökaryotik genom boyunca rastgele olarak dağılmış bulunan SSR ya 

da mikrosatellitler, ardışık olarak tekrarlanan 2-6 nükleotit gruplarından 

oluşan kısa DNA segmentleridir [105].  Bu gruplar (AT)n, (GT)n, (ATT)n 

şeklinde gösterilmekte olup ‘n’ ardışık tekrar sayısını ifade etmektedir.  Bu 

tekrarlar içerdikleri nükleotit sayısına göre isimlendirilmektedirler.  11-60 bp 

uzunluğunda tekrarlardan oluşanlar minisatellit olarak adlandırılırken, DNA 

segmentlerinin uzunluğu 100-250 bp kadar uzunlukta olanlar ise mikrosatellit 

olarak adlandırılmaktadır [106, 107]. 

 

Mikrosatellit belirteçler, genomik DNA kütüphanelerinden küçük 

frangmentlerin PCR ile çoğaltılması ve genomik DNA’nın kısmen 

parçalanmasıyla [108] ve tekrarlanan dizilerin zenginleştirilmesiyle [109, 110] 

üretilebilmektedirler.   

 

Bu teknikte DNA’nın farklı uçlarındaki iki mikrosatellit tekrar bölgesi 

arasında bulunan DNA segmenti çoğaltılmaktadır.  Farklı büyüklüklerde SSR 

bölgelerinin çoğaltılabilmesi için farklı mikrosatellit tekrarlarından oluşan 16-

25 bç uzunluğundaki primerler kullanılarak ilgili DNA bölgesi çoğaltılır, 

çoğaltılan PCR ürünleri jelde yürütülerek sonuçlar değerlendirilir [2]. 

 

 Mikrosatellit belirteçler, populasyonlarda genetik ilişkilerin 

araştırılmasında, ayrıntılı genetik haritalarının oluşturulmasında ve QTL 

haritalamada başarılı bir şekilde kullanılabilmektedir [107].   

 

SSR’ın en önemli dezavantajı ise yeni belirteç geliştirmenin oldukça 

zor olmasıdır. 

 

Mikrosatellitler, genomda oldukça fazla bulunmaları ve fazla çeşitlilik 

göstermelerinden dolayı böcek çalışmalarında popular belirteç olarak 

kullanılmaktadır.  Bu tekniğin böcek çalışmalarında artan popüleritesine 

rağmen mikrosatellitler henüz entomolojide kullanılan başlıca belirteç sistemi 
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olamamıştır.  Son zamanlarda yapılan çalışmalar mikrosatellitlerin doğru 

şekilde uzatma yapamadığını göstermektedir.  Bu durum da bu belirteç 

sisteminin kullanımını sınırlandırmıştır [111]. 

 

 

 1.5.6.5 ESTs (Expressed sequence tags): İşaretli ifade edilen 
diziler 

 

EST’ler, böcek genetik çalışmalarında son zamanlarda kullanılamaya 

başlanmıştır.  cDNA kütüphanelerinin ve otomatik dizileme tekniklerinin 

hazırlanması için kullanılan ticari kitler ile geniş çaplı EST’ler üretilmesi daha 

hızlı ve daha etkili olmaktadır.  EST’ler böceklerde transkriptom analizi [112-

114] ve böcek genom haritalarının hazırlanmasında kullanılmaktadır [115-

117].   

 

 

 1.5.6.6 PCR (Polymerase Chain Reaction): Polimeraz Zincir 
Reaksiyonu 

 

PCR, 1985 yılında Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki 

tarafından geliştirilmiştir. Bu teknik hedef DNA bölgesinin enzimatik olarak in 

vitro şartlar altında çoğaltılmasını sağlayan moleküler bir tekniktir.  PCR ile 

belirli bir bölgeyi çoğaltabilmek için hedef DNA’nın nükleotit dizisi ile ilgili bazı 

bilgiler gerekmektedir [118].  Bu teknikte 10-25 pb uzunluğunda oligonükleotit 

olarak adlandırılan primerler kullanılmaktadır.     

 

PCR reaksiyonu; DNA’nın iki zincirinin yüksek sıcaklıkta birbirinden 

ayrılmasını (denatürasyon), sonra sentetik primerlerin hedef DNA’ya 

bağlanmasını (hibridizasyon), zincirin uzamasını (polimerizasyon) ve bu 

aşamaların belirli sayıda tekrarlanmasını kapsamaktadır [119]. 
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Bu tekniğin en önemli avantajı çok küçük miktarda DNA ya da RNA’nın 

belirli bir bölgesi kısa süre içerisinde milyarlarca defa çoğaltılabilmektedir.  

Aynı zamanda teknik çok hassas, spesifik ve güvenilirdir [120].   

 

Organizmaların tür içi ve türler arası sınıflandırmalarında PCR tekniği 

kullanıldığı [121] gibi böcek taksonomik çalışmalarında da kullanılan 

tekniklerden birisi PCR tekniğidir [122]. 

 

 

 1.5.6.7 DNA Temelli Analizlerde Kullanılacak Böcek 
Numunelerinin Muhafaza Edilmesi 

 

Moleküler çalışmalar için kullanılacak böceklerin uygun olmayan 

şartlarda tutulması DNA miktarında ve kalitesinde azalmaya neden olacaktır.  

Bu şekildeki böceklerle yapılacak olan PCR ve diğer çalışmalar istenildiği gibi 

sonuç vermeyebilir.  Böcekler için uygun olan saklama koşulları, böceklerin 

öncelikle sıvı azot içerisinde öldürülüp deneylerde kullanılacağı zamana 

kadar -80’de saklanmasıdır.  Bu şekilde böceklerin sıvı azotla muamele 

edilmesiyle moleküler sistematik çalışmalarda kullanılacak olan nükleik 

asitlerin zarar görmeden muhafazası sağlanmış olacaktır.  Ancak arazi 

koşullarında böcekleri optimal şartlarda öldürüp saklamak her zaman 

mümkün olmamaktadır.  Bu nedenle de böcek DNA’sının en az zarar 

görecek şekilde saklanması için alternatif saklama koşulları geliştirilmiştir.  

Bunlardan ilki öldürülen böceğin %95-%100’lük alkol içerisinde saklanmasıdır 

[122].  Ancak %95 etanolün altındaki durumlarda saklanması çoğunlukla  

önerilmez çünkü böceğin vücudundaki su etanolü seyrelteceğinden DNA’nın 

parçalanmasına neden olur.  Bunun dışında aseton, 2 propanol, dietil eter, 

etil asetat içerisinde böceklerin 6 aya kadar muhafaza edilebileceği 

bildirilmiştir.  Kuru numunelerle çalışılacak ise özellikle DNA’nın fazla 

miktarda bulunduğu ve hedef DNA’nın kısa bölgelerinin çoğaltılacağı 

durumlarda kullanılabilmektedir.  Tek kopyalı genlerin uzun DNA bölgelerini 

kuru örneklerden çoğaltmak oldukça zor olabilmektedir [123].   

 



22 
 

 

 

 

 2.  MATERYAL VE YÖNTEM 

 

  

 2.1 Çalışmada Kullanılan Böcekler 

 

 Doğu ve Güneydoğu Anadolu bölgesinden Dr. Sinan ANLAŞ 

tarafından toplanan Ocypus türleri bu çalışmada kullanılmak üzere temin 

edilmiştir. 

 

 

 2.2 DNA İzolasyonu 

 

 %96’lık alkol içinde temin edilen örneklerin bacak ekstremitelerinden 

DNA izolasyonu yapıldı.  DNA izolasyonu için QIAGEN Dneasy Blood & 

Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Almanya)  kullanıldı ve bu kitin protokolü izlendi.  

Bacak ekstremiteleri havanda sıvı azot içinde ezildi.  Ezilen örnekler santrifüj 

tüplerine alındı, tüplere alındıktan sonra 180 µL ATL tampon eklendi.  Bunun 

üzerine 20 µL proteinaz K eklendi ve vorteks yapıldı.  Örnekler 56°C’de 24 

saat inkübasyona bırakıldı.  İnkübasyon sonunda 4 µL RNaz eklenerek 

vorteksle karıştırıldı ve 2 dk oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı.  15 sn 

vorteks yapıldıktan sonra 200 µL AL tamponu eklendi ve ardından tekrar 

vorrteks yapıldı.  200 µL etanol ekleyerek tekrar vorteks yapıldı.  Bu karışım 

kitle birlikte temin edilen 2 mL’lik santrifüj tüplerinin içindeki DNeasy Mini spin 

column içine yerleştirildi ve ardından 8000 rpm’de 1 dk santrifüj yapıldı.  

DNeasy Mini spin column’un alttaki tüp kısmı atılarak yine kit ile beraber 

temin edilen 2 mL’lik santrifüj tüpüne koyuldu ve içerisine 500 µL AW1 

tamponu eklenerek 1 dk 8000 rpm’de santrifüj yapıldı.  DNeasy Mini spin 

column tekrar 2 mL’lik yeni bir santrifüj tüpüne yerleştirilerek 500 µL AW2 

tamponu koyuldu ve 14000 rpm’de 3 dk santrifüj yapıldı.  Tüp atılarak 

DNeasy Mini spin column 2 mL’lik yeni bir santrifüj tüpüne yerleştirilerek 100 
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µL AE tamponu kolon içerisine bırakıldı 1 dk oda sıcaklığında inkübasyondan 

sonra 8000 rpm’de 1 dk santrifüj yapıldı. 

 

 

 2.3 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Uygulaması   

  

 2.3.1 PCR’da Kullanılan Kimyasallar  

 

 PCR’da kullanılan kimyasallar Fermentas’tan (Fermentas, Vilnius, 

Litvanya) temin edilmiştir.  PCR’da kullanılan bileşenler Tablo 1’de verilmiştir.  

 

Tablo 1 PCR’da kullanılan kimyasal maddelerin miktarları ve 

konsantrasyonları. 

Kimyasalın  Adı        Miktarı Konsantrasyon 
 
 

    

NH4SO4         2.5 µL           10 X  

 

DMSO                                                                     
 

        1 µL 

 

 

              
 

MgCl2    

 

Primer R                                                              

        1.5 µL 

 

        2.5 µL                                                           

          25 mM 

 

          5 pmol/mL 

 

    

Primer L            2.5 µL           5 pmol/mL  

    

dNTP         0.5 µL           10 mM  

    

DNA         5 µL   

    

Taq DNA Polimeraz 

 

dH2O  

        0.5 µL 

 

        9 µL 

 

           5 Ünite 

 

Toplam 
 

        25 µL 
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 2.3.2 PCR’da kullanılan Primerler ve Özellikleri 

 

 Bu çalışmada moleküler belirteç olarak kullanılan 5 gen bölgesini 

kapsayan 3 adet primer çifti kullanılmıştır.  CO1 – Leu – CO2 bölgesini 

çoğaltan primer çiftinin dizileri, Simon ve arkadaşlarının çalışmalarından [45],  

18S gen bölgesini çoğaltan primer çifti Whiting ve arkadaşlarının 

çalışmalarından [124], 28S gen bölgesini çoğaltan primer çifti Kim ve 

arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmalarından alınmıştır [125].  Tablo 2’de 

bu primer çiftlerinin dizileri verilmiştir.  Tablo 3’de bu primerlerin özellikleri 

gösterilmiştir.             

 

Tablo 2 PCR ’da kullanılan primerler ve nükleotit dizileri. 

Primerin  Adı Nükleotit  Dizisi (5’- 3’) 

C1-2441 fa CCT ACA GGA ATT AAA ATT TTT AGT TGATAAGC 

C1-2807fb TAT TCT GAT TAT CCA GAT GCT TA 

C2-N-3661 CCA CAA ATT TCT GAA CAT TGA CCA 

18S rDNA-F AAC CTG GTT GAT CCT GCC AGT 

18S rDNA-R TGA TCC TTC CGC AGG TTC ACC TAC 

28S rDNA-F GAC TAC CCC CTG AAT TTA AGC AT 

28S rDNA-R GAC TCC TTG GTC CGT GTT TCA A 
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Tablo 3 PCR’da kullanılan primerler ve özellikleri. 

 5’Primer         3’ Primer                     Hedef                       Parça               Hedef 

                                                               Gen                    Büyüklüğü           DNA 
   

    

C1-2441 fa       C2-N-3661         CO1 + Leu2 + CO2            1220                mtDNA    

     

C1-2807 fb       C2-N-3661         CO1 + Leu2 + CO2             854                 mtDNA    

     

18S rDNA-F     18S rDNA-R              18S rDNA                    1917                gDNA    

    

28S rDNA-F     28S rDNA-R              28S rDNA                     786                 gDNA    

    

    

 

 

 

 2.3.3 PCR’lar 

 

PCRlar için TECHNE (TECHNE, Staffordshire, UK) cihazı kullanıldı.  

PCR’lar için kullanılan reaksiyon koşulları Tablo 4’te verilmiştir. 

 

 

 

 Tablo 4 PCR Reaksiyonları 

 Sıcaklık Süre Devir Sayısı 

Ayrılma 94°C 30 sn 1 

Ayrılma 94°C 60 sn 

30 Bağlanma 47°C - 50°C - 55°C 30 sn 

Uzama 72°C 2 dk 

Uzama 72°C 10 dk 1 
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 2.4 Agaroz Jel Elektroforezi 

  

 DNA izolasyon ve PCR sonuçları %0.8’lik Agaroz Jel’de yürütüldü ve 

sonuçlar Jel Görüntülüme Cihazında (Vilber Lourmat, Cedex, Fransa) 

görüntülendi.  Örnekler  6 X Loading Dye (Fermentas, Vilnius, Litvanya) 

ile karıştırılarak yükleme yapıldı.  Elektroforez 0.5 X TBE tamponu kullanıldı.  

Agaroz jel elektroforezinde ayrılan bantları görüntülemek için  

EtBr (Etidyumbromid) boyaması yardımıyla Jel Görüntüleme cihazında 

görüntülendi. 

 

 TBE (5 X): 54 g Tris-Base, 27.5 g Borik Asit, 20 mL 0.5 M EDTA (pH 

8)  

 

 

 2.5 DNA Dizileme 

 

Jel görüntülemesi çıkan sonuçları DNA dizilemesi için RefGen’e (Gen 

Araştırmaları ve Biyoteknoloji, Ankara) gönderildi. 

 

 

 2.6 Biyoinformatik Analiz ve Filogenetik Ağaç Oluşturma 

  

  Gelen DNA dizileme sonuçları FinchTV v1.4 (Geospiza, Seattle, WA) 

ve BioEdit (Hall, 1999) gibi programlarda kontrol edildikten sonra filogenetik 

ağaç oluşturmak için CLUSTAL W (http://www.clustal.org/) web tabanlı aracı 

kullanıldı. 

  

      

 

 

 

http://www.clustal.org/
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5 kb 

 

 

 

 3.  BULGULAR 

  

 3.1 DNA İzolasyon Sonucu 

 

 Çalışmanın materyalini oluşturan Ocypus’a ait 7 türün DNA izolasyon 

sonuçlarını görüntülemek için %0.8’lik agaroz jel elektroforezi kullanıldı (Şekil 

4).   

 

            B        1          2         3          4         5         6          7     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4 Genomik DNA izolasyon sonucunu gösteren jel görüntüsü (B: 
Belirteç, Numaralar: Ocypus’a ait 7 türün DNA’sına ait jel görüntüleri). 

 

 

     3.2 Kullanılan Primerlere Göre PCR Sonuçları 

            

 Ocypus cinsine ait 7 türün 3 farklı primer çifti kullanılarak (5 farklı gen 

bölgesi) çoğaltılan PCR sonuçlarının %0.8’lik agaroz jel elektroforezi 

görüntüleri Şekil 5, Şekil 6 ve Şekil 7'de verilmiştir.  
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1.5 kb 

2 kb 

1.5 kb 

 

          B         1           2          3          4         5          6          7 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5 Ocypus ait 7 türden elde edilen DNA’ların CO1 - Leu - CO2 
bölgelerini çoğaltan primerler kullanılarak yapılan PCR sonucunu gösteren jel 
görüntüsü (B: Belirteç, Numaralar: Ocypus’a ait 7 türün DNA’sına ait jel 
görüntüleri). 

 

 

 

 

           B         1           2          3          4         5          6          7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6 Ocypus ait 7 türden elde edilen DNA’ların 18S ribozomal DNA 
bölgesini çoğaltan primerler kullanılarak yapılan PCR sonucunu gösteren jel 
görüntüsü (B: Belirteç, Numaralar: Ocypus’a ait 7 türün DNA’sına ait jel 
görüntüleri). 
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1 kb 

0.7 kb 

 

             B         1          2          3          4         5          6          7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 7 Ocypus ait 7 türden elde edilen DNA’ların 28S ribozomal DNA 
bölgesini çoğaltan primerler kullanılarak yapılan PCR sonucunu gösteren jel 
görüntüsü (B: Belirteç, Numaralar: Ocypus’a ait 7 türün DNA’sına ait jel 
görüntüleri). 

 

 

 3.3 Filogenetik Analiz Sonuçları 

 

 CO1 – Leu – CO2, 18S rDNA, 28S rDNA gen bölgeleri için tasarlanan 

3 primer çiftinin çoğalttığı dizilerden web tabanlı CLUSTAL W 

(http://www.genome.jp/tools/clustalw/) programı kullanılarak oluşturulan 

filogenetik ağaçlar Şekil 8, Şekil 9 ve Şekil 10’da gösterilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.genome.jp/tools/clustalw/
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Şekil 8 Ocypus’un 7 türünün mitokondriyal DNA’larındaki CO1-Leu-CO2 bölgesi kullanılarak 

oluşturulan dendogram. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 9 Ocypus’un 7 türünün 28S ribozomal DNA bölgesi kullanılarak oluşturulan 

dendogram. 
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Şekil 10 Ocypus’un 7 türünün 18S ribozomal DNA bölgesi kullanılarak oluşturulan 

dendogram. 
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 4.  SONUÇ ve TARTIŞMA 

  

 Son yıllarda moleküler belirteçler kullanılarak böcekler arasındaki 

genetik ilişkiler, gen ya da genom haritalanması gibi konularda yapılan 

çalışmaların hız kazanmasıyla ve entomolojide kullanılan moleküler 

belirteçlerin geliştirilmesiyle daha kesin ve daha etkin sonuçlar alınmaktadır.  

İleri de daha kolay uygulanabilir daha ucuz tekniklerin geliştirilmesiyle 

taksonomi alanında bu tekniklerin kullanımının yaygınlaşacağı 

düşünülmektedir. 

 

 Çalışmamızda CO1 - Leu - CO2, 18S, 28S gen bölgeleri kullanılarak 

yapılan analizler sonucu elde edilen veriler ile Doğu ve Güneydoğu Anadolu 

bölgesinde bulunan Ocypus cinsine ait 7 türün filogenetik analizi ClustalW 

programıyla yapıldı.   

 

 Türlerin akrabalık derecelerini belirleyebilmek için 5 gen bölgesine ait 

3 primer çifti kullanıldı.  Kullanılan primerlere göre 3 filogenetik ağaç 

oluşturuldu.  Bunlardan CO1 – Leu - CO2 gen bölgelerini kapsayan primer 

çifti kullanılarak oluşturulan ağaca göre Ocypus curtipennis ile Ocypus olens, 

Ocypus orientis ile Ocypus excisus ve Ocypus mus ile Ocypus sericeicollis’in 

yakın türler olduğu anlaşıldığı gibi Ocypus sp. türünün ise Ocypus curtipennis 

ve Ocypus olens ile yakın akraba olduğu görülmektedir.  

 

 Nükleer ribozomal DNA’nın 28S gen bölgesi kullanılarak oluşturulan 

filogenetik ağaçta Ocypus orientis ile Ocypus excisus türlerinin yakın olduğu 

ve Ocypus olens’in de bu türlerle yakın akraba olduğu görüldü. 

 

  Nükleer ribozomal DNA’nın 18S gen bölgesi kullanılarak oluşturulan 

filogenetik ağaçta Ocypus olens ile Ocypus curtipennis türlerinin kardeş tür 
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oldukları görüldü.  Ocypus orientis türünün de Ocypus olens ve Ocypus 

curtipennis ile yakın akraba olduğu anlaşılmıştır.   

  

 Bu üç filogenetik ağaca genel çerçeveden bakıldığında CO1 –Leu – 

CO2 ve 18S rDNA bölgelerine göre O.olens ve O.curtipennis’in yakın akraba 

olduğu her iki belirteçte gözükmektedir.  Filogeni çalışmalarında kullanılan 

belirteç bölgelerinden olan CO1 ve CO2 familya ve daha alt kategorilerin 

belirlenmesinde kullanılması ve bu bölgeler baz alındığında buna en yakın 

ağacın 18S rDNA’ya göre yapılan sınıflandırmadaki olduğu gözükmektedir.  

Tüm bunların sonucunda CO1 ve CO2 bölgeleri ve 18S rDNA’nn Ocypus’un 

filogenisi açısından 28S rDNA’ya göre daha tutarlı olduğu gözükmektedir. 

 

 İlerleyen çalışmalarda bu bölgeler kullanılarak başka böcek türlerinin 

filogenetik çalışmaları yapılması hedeflenmekte ve bu çalışmalarda yine bu 

gen bölgelerin kullanılarak çeşitli böcek türlerinin taksonomik 

karakterizasyonunun yapılması amaçlanmaktadır.  
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