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OzZET

DOGU VE GUNEYDOGU ANADOLU’DA BULUNAN
STAPHYLINIDAE FAMILYASINA AiT OCYPUS CiNSi UYELERININ
MOLEKULER SISTEMATIK ANALIZi

Sabiha TUMAY
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Ana Bilim Dali

(Yuksek Lisans Tezi / Tez Danigmani: Yard.Dog¢.Dr. Sakin Vural VARLI)

Balikesir, 2011

Staphylinidae familyasi, bdcekler hatta hayvanlar alemi igindeki en
bayuk familyadir, fakat familya Uyeleri arasindaki filogenetik iligkiler hala
yeterli bir sekilde aydinlatimamigtir. Bu c¢alismada, Dogu ve Glneydogu
Anadolu bdlgesinde bulunan Staphylinidae familyasinin Ocypus cinsine ait
yedi taksonun molekuler sistematik analizi yapiimistir. Yedi Ocypus tiru igin
nukleotit dizileri mitokondriyal sitokrom oksidaz (CO) geninin iki bolgesinden
(COLIN, 18S cekirdek ribozomal DNA’'sindan ve 28S c¢ekirdek ribozomal
DNA’sindan elde edildi. Bunun icin yedi boécek turinden genomik DNA
saflastirildi.  izole edilen genomik DNA &rneklerinden bahsedilen iic gen
bdlgesi PCR ile gogaltildi. Cogaltilan DNA bdlgelerinin dizi analizleri yapildi
ve CLUSTALW programi ile filogenetik aga¢ olusturulup tirler arasindaki

filogenetik iligki yorumlandi.

ANAHTAR SOZCUKLER: Staphylinidae, Ocypus, COI, COIl, 18S
rDNA, 28S rDNA, Fiologenetik analiz, CLUSTALW



ABSTRACT

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

Sabiha TUMAY
Balikesir University, Department of Biology

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

Balikesir - 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, Il (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, COIl, COIl, 18S rDNA, 28S
rDNA, Phylogenetic Analysis, CLUSTALW
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1. GIRIS

1.1 Bocekler

Bdcekler hayvanlar alemi iginde en genis tir kompozisyonuna sahip
gruptur. Bu genis grubun taksonomik ¢alismalarinda yaygin olarak morfolojik
karakterler kullaniimaktadir. Ancak morfolojik karakterlere gore siniflandirma
her zaman yeterli olamadigi i¢cin son zamanlarda taksonomik ¢alismalarda
molekuler sistematik teknikler kullaniimaya baslanmistir. DNA markirlari
kullanilarak yapilan bu siniflandirma ile béceklerde akrabalik iligkilerinin

belirlenebilmesi icin gerekli bilgiler ortaya konulabilmektedir.

Bocekler, Dunya’da dnemli bir yagsam seklini temsil ederler. Simdiye
kadar 900000 kadar tur kesfedilmistir ki bu da tim hayvan tarlerinin %75’ini
kapsar [1]. Bu canhlar, c¢ollerden Antartika’ya kadar neredeyse tim
ekosistemlerde bulunabilirler. Bu sekilde genis ¢apl dagilim godstermesi
onlarin farkh vicut yapilarina sahip olmalari, buyudklUkleri, beslenme ve
davraniglarindaki adaptasyon yetenekleri ve iyi bir ekolojik adaptasyona

sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir [2].

Bu hayvanlar bitkilerde tozlasmayi saglarlar, zararli boceklere karsi
dogal disman olarak goérev yaparlar ve insanlar igin ipek, bal ve bal mumu
gibi faydali Granler Uretirler. Ancak bunlarin yani sira da tarimsal Grinlere,
ormanlara, dogal kaynaklara zarar verirler, Olumcul hastaliklarin
yayllmasinda vektor olarak gorev yaparlar. Boylesine genis c¢apli dagilim
gOstermelerinin  nedenleri; yasam formlarini hangi genlerin ve genetik
mekanizmalarin kontrol ettigi, insanlari dogrudan ya da dolayl olarak nasil
etkiledikleri bugune kadar Uzerinde calisilan konular olmustur. Bdceklerin

cevreyle olan karmasik iligkileri onlarin davraniglarinda ve morfolojilerinde
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degismelere neden olmustur [3]. Bundan dolayi da bu canlilarin degisimini

ve dagilimini anlamak igin bocek sistematigi galismalari onemlidir [4].

GUnumuzde bdceklerin  siniflandirilmasi  daha ¢ok morfolojik
karakterler kullanilarak yapilmasi ile beraber [1, 5, 6] son yillarda
siniflandiriimada molekuler tekniklerin kullanimi bocek taksonomisine yeni bir
boyut kazandirmistir [2, 7, 8]. Molekller sistematik alanda; molekuler
biyolojik araglar arasinda olan DNA hibridizasyon, PCR, PCR-RFLP, RAPD
gibi tekniklerin hizli bir gekilde gelismesiyle birlikte bu teknikler kullanilarak
ortaya cikartilan molekuler bilgiler, taksonlar arasindaki iliskiyi ortaya

cikarmada kullaniimaktadir [9].

Bu calismada Coleoptera takiminin Polyphaga alttakimina dahil olan
Staphylinidae familyasinin Dogu ve Guneydogu Anadolu Bdlgesinde bulunan
Ocypus cinsine ait yedi tir Uzerine molekuler sistematik teknikler kullanilarak,
turler arasindaki filogenetik iligskiler belirlenmis ve bu cinsin revizyonuna katki

saglanmaya c¢alisiimigtir.

Yaptigimiz literatir calismasi sonucunda Ocypus cinsiyle ilgili olarak
dinya’da ve ulkemizde herhangi bir molekiler sistematik calismaya
rastlanmamistir. Bu baglamda bu calismanin bu grup ve bu gruba yakin
cinslerle ilgili yapilacak olan morfolojik ve filogenetik calismalara katkisi

olacagl umudunu tagimaktayiz.

1.2 Ocypus Cinsin Bocek Sistematigindeki Yeri

Alem : Animalia
Alt Alem : Eumetazoa
Filum : Arthropoda
Alt Filum : Hexapoda
Sinif : Insecta



Takim : Coleoptera

Alt Takim Polyphaga

Ic Takim Staphyliniformia
Ust Familya : Staphylinoidea
Familya : Staphylinidae
Alt Familya : Staphylininae
Oymak ; Staphylinini

Alt Oymak : Staphylinina
Cins : Ocypus

Coleoptera; yaklasik 350000 turle, boceklerin %40’ indan fazlasini
iceren, hayvanlar alemi icindeki en buyuk takimdir. Bu buyuk takimin
Tarkiye’de bulunan tarlerinin sayisi tam olarak bilinememekle birlikte yaklagik
olarak 7000 kadar oldugu tahmin edilmektedir.  Coleoptera takiminin
Archostemata, Myxophaga, Adephaga ve Polyphaga olmak tzere 4 alt takimi
vardir [10, 11].

Bu takiminin Polyphaga alttakimina dahil olan Staphylinidae familyasi
bdcekler, hatta hayvanlar alemi icerisindeki en genis familyadir [12]. Bu
familya, Dunya’da 31 altfamilya ya dahil olan 3847 cins ve yaklagik 47744
tanimlanmis tur igerir [13, 14]. Turkiye'de ise 22 alt familyada 250 cins ve
1600 tdr ve alttir bulunur [15]. Bunlardan Turkiye’de Ocypus cinsine ait 28
tur bulundugu tahmin edilmektedir. Ocypus cinsinin, Matidus, Ocypus ve
Pseudocypus olmak Uzere 3 alt cinsi vardir. Bizim calismamizda
kullandigimiz Ocypus cinsine ait 7 tlirden 2’si (Ocypus curtipennis ve Ocypus
olens) Ocypus alt cinsine ve 4’0 (Ocypus mus, Ocypus excisus, Ocypus
sericeicollis, Ocypus orientis) Pseudocypus alt cinslerine dahildir.
Staphylinid’lerin, olduk¢a genis vyayilislarinin bir sonucu ¢ok cesitli
habitatlarda dagiis gostermeleridir. Staphylinidlerin  ¢ogu karasal
habitatlarda bulunur ancak 7 altfamilyaya dahil olan 102 cins igerisindeki 442

turtn deniz kiyisinda yasadigi bilinmektedir [16, 17].



1.3 Staphylinidae Familyasinin Morfolojisi

Staphylinidae erginleri 1mm’den 40mm’ye kadar degisin uzunlukta
olabilirler ancak genellikle 7mm’nin altinda olduklari bilinmektedir [18]. Tipik
olarak ince, ve uzunlardir ve elitralari ¢ok kisadir [19]. Guglu karin kaslari
vardir ve vucutlari ¢cok esnektir; boylelikle de dar yariklara kolaylikla
girebilmektedirler. Antenleri genellikle moniliform veya filiform tiptedir ve bazi
durumlarda antenler zayif bir topuz olusturabilir. Bas prognat tiptedir. Gézlerin
sekli degiskendir. Prothoraksin sekilleri degisik olup, lateral kenarlari keskin
veya yuvarlak olabilir [18]. Elitra tipik olarak kare seklindedir ve elitranin
genisligi neredeyse boyu kadardir [19]. Dinlenme halinde arka kanatlar
elitranin altinda katlanmis olarak bulunmaktadir [19]. Cogu iyi ugucudur [20].
Ucma durumu disinda elitra tamamen kapali durumda olmasina ragmen 6-7
abdomen segmenti agikta kalmaktadir ve bu sebeple Staphylinidae
familyasina ait bireylerin vicudu sanki 4 kisma ayriliyormus gibi
gorinmektedir. Bas, thoraks ve elitra ilk tG¢ kismi olusturur ve bu kisimlarin
bayuklukleri yaklagik olarak birbirine esittir. Dordincu kisim agikta kalan
abdomendir ve buyuklugu yaklasik olarak onceki U¢ kismin toplami kadardir
[21]. Abdomen genellikle esnektir ve kivrilabilir. Bu familya Gyeleri genellikle
toprak, yaprak dokuntuleri, les, ¢op, mantar gibi nemli habitatlarda bulunurlar
[18]. Bazilari karinca termit yuvalarinda bulunabilir [20]. Genellikle sokma
kabiliyetleri yoktur ancak olmasa da sanki varmis gibi abdomenleri yukariya

kivrik sekilde kosarlar [21].

Staphylinidae larvalarinin vicutlari genellikle ince, uzun, soluk renklidir
ve koyu renkli basa sahiptirler. Larvalarinin bazilari alg ve mantarlar
uzerinden beslenirler fakat genellikle larvalari diger eklembacaklilar ve toprak
omurgasizlari Uzerinde predatordur. Bazilari da Diptera pupa ve larvalari
Uzerinde predatordir [22]. Genellikle erginlerle ayni habitatlarda bulunurlar
[18].



1.4 Bocek Taksonomisinde Kullanlan Molekiiler Markirlar
(Belirtegler)

Molekuler biyolojik teknikler yirminci yuzyilin sonlarina dogru ortaya
ctkmigtir.  Ozellikle Polymerase Chain Reaction (PCR) kullanilarak DNA
cogaltimasindaki yenilik [23] ve otomatik DNA dizileme metodlarinin
kullanilmasinin, nukleotit bodlgelerinden olugsan molekuler belirteglere

basvurulmasina buyuk etkisi olmustur [24].

Molekuler belirtegler; taksonlar arasindaki varyasyonlari ortaya
cikarmak icin gelistiriimis olup populasyon genetiginden filogenetik
yapilandirma ve taksonomiye kadar pek c¢ok biyolojik problemlerin

sonuglandiriimasinda etkili olmustur [24].

Molekduler filogeni, tlrler arasindaki nukleotit boélge farkhliklarinin
belirlenmesi Uzerine temellenmistir.  Su anda, DNA bdlgelerinin filogeni
calismalarina en buylk katkiyl sagladigina dair higbir stiphe yoktur. Ancak

hangi bolgelerin hangi genlerle karsilastirilabilecegi bir sorun olabilmektedir.

Organizmalar arasinda kategorik seviyelerdeki problemlerin ¢6zimu
icin kullanilacak uygun molekuler belirtecleri ya da gen bdlgelerini segmek
oldukga zor bir surectir. Filogenetik analizlerin belki de en énemli basamagi
sistematik problemler icin uygun gen bdlgesinin secilmesidir. Molekuler
belirtecleri ya da gen bolgelerini segerken dikkatli davranmak gereklidir.
Cunkd uygun olmayan molekiler belirteclerin secgilmesiyle filogenetik
iliskilerde dogru sonuglara ulagilamaz. Yuksek sekilde korunmus gen
bolgeleri yuksek kategorik seviyelerdeki aragtirmalar i¢cin uygundur. Diger
taraftan dusik kategorik seviyelerdeki filogenetik arastirmalar icin ise oldukca

fazla degisken gen bodlgeleri kullaniimaktadir [25].

Bdceklerdeki sistematik ¢aligsmalar daha ¢ok klasik olarak morfolojik
karakterlere dayali tanimlamaya gore yapimaktadir [26, 27].

Organizmalarin teshislerinde morfolojik ve anatomik ozelliklere gore teshis,



sistematik kategorilerin belirlenmesinde yeterli olmayabilecegi gibi bu sekilde
yapilan teshisle yanhs tanimlamada yapilabilir. CuUnkl organizmalar farkl
habitatlarda yasayinca morfolojik olarak birbirlerinden farkhlik goéstermeleri
sik kargilagilabilen bir durumdur. Bu gibi durumlarda ayni tare ait
organizmalar farkli morfolojik ve anatomik ozellikler gosterebilirler. Bu
nedenlerle, son yillarda siniflandirma calismalarinda daha c¢ok molekuler

tekniklere agirlik veriimektedir.

Bocek taksonomisinde kullanilan molekuler belirtecler, protein
belirtecleri ve DNA belirtegleri olarak ikiye ayrilabilir. Protein belirtegleri i¢in
allozim elektroforezi kullanilirken DNA calismalari icin RFLP, RAPD, AFLP,
SSR ve DNA dizi analizi gibi teknikler kullanilmaktadir.

1.4.1 Protein Belirtegleri

Protein  belirtegleri, DNA teknolojisinin  kullanimindan  6nce
elektroforetik enzim analizleri, farkli alellerin ortaya c¢ikartiimasi, tir ici ve
turler arasindaki genetik cesitliligin saptanmasi ¢alismalarinda yaygin bir
sekilde kullanilmigtir [28]. Tarler arasinda ya da bir taran farkl
populasyonlari arasindaki genetik uzaklik, elde edilen alel frekanslarinin

analiziyle hesaplanabilir [29].

Allozim ve izozimler 1960 ortalarindan itibaren sistematik ve
populasyon genetiginde kullaniimaya baslanan protein belirtegleridir [30].
Allozimler, ayni lokus Uzerinde farkh aleller tarafindan kodlanan farkli formda
enzimlerdir; izozimler ise farkh lokuslar Gzerinde yer alan genler tarafindan

kodlanan fakat ayni fonksiyonu géren enzimlerdir.

Bu proteinlerin; sekil, buyukluk, elektrik yUkleri birbirinden farkli oldugu
icin jelde farkli sekilde go¢ ederler ve farkli sekilde gorinurler. Allozimlerin
poliakrilamid jelde yurutulmesi sonucunda elde edilen bantlar belli bir genin
farkli allellerini ayirt etmede kullanihr.  Ayni sekilde izozimlerin jelde
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yurutilmesiyle elde edilen bantlarin incelenmesiyle de farkli populasyonlar

arasindaki genetik varyasyon gozlemlenebilir [31].

1.4.2 DNA Belirtecleri

DNA temelli marker sistemlerinin gelismesiyle DNA belirteglerinin,
protein belirteclerine goére polimorfizmleri ortaya ¢ikarmada daha iyi sonug
verdigi goralmustar [32]. DNA Dbodlgesinin intronlarinda yer alan
mutasyonlarin DNA seviyesinde protein seviyesinden daha fazla degisiklik
gOstermesi nedeniyle DNA belirtecleriyle, protein belirteclerinden daha fazla
polimorfizm elde edildigi saptanmistir [2].  Ayrica DNA numuneleri,
proteinlere gore daha stabildir ve proteinlerden farkh olarak organizmalarin
batin dokularinda aynidir. Bu ylzden DNA belirtecleri tur igindeki ya da
turler arasindaki genetik uzakligi belirlemek igin kullanilan ¢ok yaygin bir

belirte¢ haline gelmigtir.

Modern molekuler biyoloji, 6zellikle de DNA belirte¢ sistemlerindeki
ilerleme bodceklerde, molekuiler ekoloji ¢alismalarina ait zengin teknik bilgi
olusturmustur [33]. Son 15 yildir DNA belirtecleri bdceklerde; filogeni,
populasyon dinamigi, gen ve genom haritalama calismalarina blyuk katki
saglamistir [28, 34-37].

Entomolojide DNA markir sistemlerinin uygulanmaya baslanmasindan
itibaren, daha glc¢li ve daha ucuz genotipik metodlar igin yeni teknolojiler
gelistiriimektedir ve bodylelikle entomologlar, daha verimli bdcek genleri
calismalari igin, geligtirilen markir sistemleri ve yeni teknikleri

uygulamaktadirlar [2].

DNA belirtecleri, bdceklerde genetik akrabaliklarin belirlenmesi,
populasyon dinamigi ve gen haritalama ¢aligmalarinda, ¢aligsmalarin hizinin

artmasini saglamaktadir. Ozellikle eger elimizde az bécek materyali varsa ya



da numuneler eski ve kuru ise bu gibi durumlar DNA belirteclerinin

kullaniimasi i¢in uygun durumlardir [2, 28, 38].

Siniflandirmanin  her bir kategorik seviyesine uygun genel bir
molekuler belirte¢ belirlemek zor olmaktadir. Cesitli filogenetik problemleri
aydinlatmak i¢in pek ¢gok molekuler belirte¢ ve genlerle ¢alisiimasina ragmen
turler arasindaki genetik varyasyonlarin belirlenmesinde mitokondriyal DNA
(mtDNA) ve nukleer ribozomal DNA (rDNA) boélgeleri kullanilarak yapilan

calismalar en iyi sonuglari vermektedir (Sekil 3) [25].

Bocek turlerindeki genetik varyasyonlari arastirmak igin daha ¢ok
MtDNA ve nukleer rDNA belirtegleri tercih edilmektedir. Bu belirtegler, yakin
zamanda birbirinden ayrilan tirlerin fenotipik degisimi ve gelisiminin genetik

temelleri ve tarihi hakkinda énemli bilgiler saglamaktadirlar.

1.5 DNA Analizinde Kullanilan Hedef Genler

1-Mitokondriyal DNA
2-Ribozomal DNA
3-Satellit DNA
4-intronlar

5-Nukleer protein kodlayan genlerdir

1.5.1 Mitokondriyal DNA (mtDNA)

Mitokondriyal DNA (mtDNA), bodceklerde genetik varyasyon
calismalari igin tercih edilen bir belirtegti. Son zamanlarda tir bazinda
filogenetik iligskilerin belirlenmesinde yaygin olarak kullaniimaktadir [2].
Mitokondriyal gen bolgeleri filogenetik ve populasyon genetidi ¢calismalarinda
akraba bocek turlerinin tarih icindeki degisimini belirlemek igin

kullaniimaktadir. Bu belirtegler, yakin zamanda birbirinden ayrilan turlerin
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tarih icinde fenotipik degisimi ve farkhlasmasinin genetik temellerinin iyi bir

sekilde anlagiimasini saglamistir.

Mitokondriyal DNA, O&karyotlarda dairesel DNA molekilinden
olusmaktadir [39]. Mitokondriyal DNA’nin buyuklugu genellikle 14kb-17kb
arasindadir, fakat 40kb buyukliginde olanlarda bilinmektedir [40].
Buyuklugundeki bu cesitlilige ragmen genin igerigindeki varyasyon orani
oldukga azdir. Arastirmalar, boyutu blylk olanlarda, bu bUyuklGgin
mitokondriyal gendeki kodlanmayan bdlgenin buyuk olmasindan ya da
gendeki tekrarli kisimlarin uzun olmasindan kaynaklandigini gostermektedir
[41, 42].

Hayvanlarda mitokondriyal DNA genellikle 36 ya da 37 gen
icermektedir. Bunlardan $ekil 1’de goruldugu gibi 2 geni ribosomal RNA
(16S rRNA ve 12S rRNA), 22 geni tRNA ve 12 ya da 13 geni ise
mitokondriyal membranin alt Uniteleri olusturmaktadir. Bu alt Uniteler;
Sitokrom oksidaz I-Ill (COI-COIll), 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].

Okaryotlarda mitokondriyal DNA’daki mutasyon oranlari degiskendir.
Mitokondrideki bazi bolgeler hizla degisirken, bazi bdlgeler oldukga fazla
korunmustur. iste bu farkli degisme hizina sahip bélgeler farkli taksonomik
kategorilerin ¢alisilmasina imkan vermektedir [44]. Filogenetik ¢calismalarda
Ozellikle birkag mitokondriyal DNA gen bdlgesi (12S rDNA, 16rDNA, Cytb,
ND1 ve COl) daha c¢ok tercih edilmektedir. Genel olarak 12S rDNA ve 16S
rDNA bolgeleri en korunmus mitokondriyal gen bdlgeleri arasindadir. COlI
ise, u¢ sitokrom oksidaz kodlayan gen arasinda ve ayni zamanda ND1 ve 7
NADH dehidrogenaz kodlayan genler arasinda en korunmus olanidir.
Simdiye kadar Mitokondriyal DNA’nin en ¢ok calisilan gen bdlgeleri arasinda
12S ve 16S rDNA’lar1, Cytb, ND1 ve COI bulunmaktadir [25].



Conserved

Sekil 1 Bocek mitokondriyal DNA’sinin sematik gosterimi [45].

Mitokondriyal DNA’nin kontrol bolgesi degisken olmakla birlikte bu
kontrol bdlgeleri bireyler arasindaki varyasyonlari olusturur. Bu bdlgenin
buyuklugu ve igerdigi tekrarlarin sayisi da degiskendir. Bu yuzden bu bolge
turler, alttirler ya da populasyonlar arasindaki filogenetik calismalarda
kullanilmaktadir [46, 47]. Mitokondriyal DNA hayvan taksonlarinda
filogenetik iligkilerin arastirimasindaki kullanimi gin gegtikce artmaktadir
[45].

Boceklerde; mitokondriyal belirte¢ kullanmanin bir avantaji, DNA’nin
bu bolgelerde ki korunmus mitokondriyal genlerden dizayn edilen primerler
kullanilarak kolayca ¢ogaltilabilmesidir [48-52].  Boceklerde COI gen
bdlgesinin gogaltiimasi igin gesitli evrensel primerler dizayn edilmistir [50, 53].
Yakin zamanlarda 14 bdcek takimi tarafindan temsil edilen 33 bdcek
tirinden mitokondriyal DNA bdlgesini bir kisminin ¢ogaltiimasi igin
kullanilabilecek 12 korunmus primer dizaynedilmistir. Taksonlarin filogeni ve
populasyon calismalarinda primerlerin kullanimi ¢ok faydali olmaktadir [45].
Taksonlar i¢in evrensel primerler ya da 6zel primerler gelistiriimektedir.
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Boceklerde mitokondriyal DNA calismalarinda en fazla sekansi
cikarilmig genler sitokrom oksidaz | (COl) ve sitokrom oksidaz Il (COIl), 12S
ve 16S genleridir [8, 54, 55]. Mitokondriyal DNA belirteclerinin ¢alismalarda
daha cok tercih edilmesinin ¢esitli nedenleri vardir. Bu nedenlerden bazilari

olarak sunlar gosterilebilmektedir [2];

1-Her bir hicredeki mitokondriyal DNA sayisi ¢ok fazladir ve dolayisiyla da
elde edilmesi ¢ok kolay olmaktadir.

2-Uygun olmayan kosullarda saklanmis orneklerle dahi mitokondriyal
DNA’nin ¢ogaltiimasi kolay olmaktadir

3-Mitokondriyal DNA genleri anne tarafindan aktarilan genlerdir

4-Mitokondriyal DNA hizl gelisme gdstermektedir.

1.5.2 Niikleer Ribozomal DNA (rDNA)

Taksonomik c¢alismalarda kullanilan bir diger molekller belirteg
ribozomal DNA (rDNA)’dir. Ribozomlar, ribozomal RNA ve proteinlerden
olusmaktadir. Okaryotik niikleer rDNA art arda dizilen yaklasik 5000 kadar
kopya sayisi icermektedir. Her bir tekrar Unitesi Sekil 2'de goéruldigu gibi
28S rRNA buyuk alt birimi (large subunit ribozomal DNA, LSU rDNA),18S
rDNA kuguk alt birimi (small subunit ribozomoal DNA, SSU rDNA) ve 5.8S
rDNA bolgelerinden olugmaktadir [56]. Bunlara ilave olarak her tekrarda
5.8S rDNA’dan ayrilan ITS1 ve ITS2 (internal transcribed spacer) bolgeleri
bulunur. Ribozomal DNA’'nin baylk alt UGnitesini (28S rDNA) ve kuguk alt
unitesini (18S rDNA) birbirinden ayiran 2 ETS (external transcribed spacer)
ve NTS (non-transcribed spacer) bdlgeleri bulunmaktadir. ETS ve NTS ara
bdlgelerinin ikisine birden IGS (intergenic spacer) denilmektedir [25]. Nukleer
rDNA ¢ok sayida tekrarlayan gen bolgesine sahip olmasina ragmen; onlar
ayni diziye sahip olma egilimindeler, ancak |GS bdlgesi farklilk

gOstermektedir.
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Nukleer rDNA'nin farkli bolgeleri arasindaki nukleotit dizileri, oldukga
yakin turlerin ya da populasyonlarin arasindaki filogenetik iligskiyi ortaya
cikarmak icin kullaniimaktadir [25]. rDNA dizisinin her bir Gyesinin filogenetik
kullanilabilirligi test edilmistir. 1GS bdlgesi, buyukligu ve yuksek varyasyon
icermesinden dolay! filogenetik belirte¢ olarak daha az tercih edilmektedir.
Kisa, korunmus ve birkag bilgilendirici karakter tasiyan 5.8 rDNA ise
kullaniimamaktadir [57-59]. 18S rDNA geni, ITS1 ve ITS2 genlerinin
sistematik calismalardaki en faydali ribozomal genler oldugu ispatlanmistir
[60]. Farkh bocek takimlarinda ribozomal RNA ile yapilan g¢alismalar
incelendiginde en ¢ok 18S rRNA, 28S rRNA, ITS1 ve ITS2 bdlgelerinin
kullanildigi belirlenmistir [56].

Ribozomal DNA tekrar tnitesi

IGS ITS1 ITS2

285 185 fmmmm{ 555 [l 255 | eem

ETS NTS ETS ETS

Sekil 2 Ribozomal DNA’larin tekrar bolimlerinin sematik gosterimi
[45].

1.5.2.1 Ribozomal RNA’nin Kiigiik Alt Birimi (18S rDNA)

18S rDNA, buyukliginden ve genellikle yavas degisme oranina sahip
olmasindan dolayr molekuler filogeni alaninda butun taksonlarda en c¢ok
tercih edilen molekuler belirteclerden birisidir [61, 62]. Bu gen bdlgesi,
birbirinden uzak taksonlarin arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmak icin gerekli
karakterleri saglayabilmektedir [63]. Alem, sube, takim, sinif gibi filogenetik
kategorilerin arasindaki iligskiyi ortaya ¢ikarmada kullanilan, oldukga fazla
korunmus DNA bdlgelerinden birisidir [64-68]. Ayni zamanda bu gen

bélgesinin kisa zincir uzunluguna sahip olmasi (yaklasik 1.8 k.b) ve ¢oklu
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kopyalarinin ~ bulunmasi, primerler kullanilarak PCR ile kolayca

cogaltilabilmesini saglamaktadir [24].

1.5.2.2 Ribozomal RNA’nin Buyuk Alt Birimi (28S rDNA)

Ribozomal RNA genleri iginde en uzun zincir uzunluguna sahip gen
bdlgesi 28 rDNA'dir (3000-5000 bp) [69]. 28 rDNA’nin organizmalar
arasindaki filogenetik iligkileri arastirilirken takim ve familya gibi daha dusik
kategorik seviyelerdeki incelemeler igin faydali oldugu bilinmektedir [68, 70,
71].

Nukleer 18S ve 28S rDNA bolgeleri kendi iclerinde bdlimlerden
olugsmaktadirlar. Bu bdlimlerden bazilari oldukg¢a fazla korunmus iken
bazilari degiskendir. Hizli degisim gosteren kisimlar “ expansion “ segment
ya da “variable“segment olarak adlandirilirken korunmus olan kisimlara
“core“segment denilmektedir [71-75]. Expansion segment 10-700 bg
uzunlugunda olmakla birlikte core segmente goére 10 kat fazla degisime
ugramaktadir. Expansion segment, birbirine yakin taksonlar arasindaki
filogenetik iliskiyi ortaya cikarmada basarili bir sekilde kullanilabilmektedir
[24].

Nukleer rDNA’nin diger bodlgelerinden IGS ve ITS; cins, tur ve
populasyon gibi daha dusuk kategorik seviyelerdeki problemleri ¢ozmek icin
kullaniimaktadir [47, 76, 77]. 1GS bélgesinin buyukligu 4-5 kb uzunlugunda
iken ITS bolgesi yaklasik 1 kb uzunlugundadir. Ancak ITS bazi gruplarda
farkh uzunlukta olabilmektedir. Ornegin; insanlarda yaklasik 2 kb,
strepsipteran boceklerde 1.8 kb uzunlugundadir [25]. IGS bdlgesinin buyuk
olmasindan dolayi filogenetik arastirmalarda, ITS bolgesi tercih edilmektedir.
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1.5.3 Satellit DNA

Mikrosatellitler, tarlerin genetik analizinde kullanilan DNA’nin kisa
tekrarli dizileridir [78]. Satellit DNA’lar genellikle ¢ok hizli degisim gosterirler
ve hatta satellit DNA yapisinin sibling turlerde bile farkhlik gosterdigi
bilinmektedir.  Bundan dolayr satellit DNA’larin molekller analizlerde

molekuler belirte¢ olarak kullanimi uygun bulunmamigtir [79].

1.5.4 intronlar

Sistematik calismalarda tek kopyali nukleer genlerdeki intronlarin
kullaniimasi uygun bulunmustur. Buna kargin turler arasindaki varyasyonlar

intronlarin taksonomik ¢alismalardaki kullanimini sinirlandirmistir [56].

1.5.5 Niikleer Protein Kodlayan Genler

Protein kodlayan lokuslarin bazilari bécek molekller sistematik
calismalarinda kullaniimaktadir [56, 80]. Bu genlere drnek olarak a-amylase
(amy), Alcohol dehydrogenase (adh), Arylphorin (hexamerin family)
Elongation factor-1l-alpha (EF-1a), Glycerol-6-phosphate dehydrogenase
(g6pdh), Period (per), Triosephosphate isomeraze (Tipi), Wingless (wg),
Xanthine dehydrogenase (xdh) genleri gosterilebilir [56]. Ancak bu genlerin
bazi dezavantajlarinin olmasindan dolayi yaygin olarak kullaniimamaktadirlar
[56]. Bu dezavantajlar;
1-Disuk kopya sayisina sahip olmalarindan dolayr PCR yoluyla
¢ogaltilmalari zordur.
2-Pseudogenler sorun olusturabilmektedir
3-Bu genlerin buyuk bir kismi buyuk intronlar igerirler. Bu nedenle birden
fazla ekzon bdlgesini ¢odaltmak RT-PCR (reverstranskriptaz PCR) teknigini

kullanmayigerektirir.
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Kingdom Phylum Class Order Family Genus Species Population

Nuclear rDNA
SSU (16-18S)
LSU (23-285)
5.85
IGS
TS

MtDNA

rDNA

125

Protein

Coding genes
ND1 S
ND2 —————— e e
Col R —— UL SR
col R e
Cyth S

Conlrol region

Gene arrangement  --------

Sekil 3 Molekiler belirte¢ veya gen bdlgelerinin kategorik seviyelerde

gOsterimi [45].

1.5.6 Genetik Cesitliligin Belirlenmesinde Kullanilan Temel
Molekiiler Teknikler

Bugln molekdler markir teknolojisi, modern molekuler araglarin
dogrulugu ve gucuyle ¢ok iyi bir noktaya ulasti. Genotipik metodlarin yiksek
verimliligi ile yuzlerce hatta binlerce bireyin (300000 genotipe kadar)
genomlarindaki yuksek mutasyon taramalarini bir giin kadar kisa bir surede
yapilmasini mimkudn kilmaktadir. Genotiplerin tam olarak anlasilabilmesi igin
markirlarin paralelinde yenilik¢i deneme metodlari ve uygulamalari tasarlandi
[81-83]. Bu genotipik teknikler tek alel seviyesindeki varyasyonlari dahi ayirt
etmek igin guvenilir gsekilde kullanilabilmektedirler [2].
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1.5.6.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism):
Kesilmig Par¢a Uzunluk Polimorfizmi

RFLP, DNA belirtecleri icerisinde ilk kesfedilendir [84]. RFLP analizi,
onceden radyoaktif problar kullanilarak yapilmakta iken gunumuzde ise
PCR’a dayali olarak yapilmaktadir [85]. Bu teknik, ilgili DNA molekulinin
PCR ile ¢ogaltiimasindan sonra, restriksiyon endonulkleazlar ile kesilmesi ve
kesilen DNA’nin agaroz ya da poliakrilamid jel elektroforezinde ayriimasi
sag@lanarak farkl buyukliklerdeki fragmanlarin incelenmesine dayanmaktadir
[86]. Bazi genlerin bazi bdlgeleri Uzerinde nukleotit dizilerinde farkhliklar
gorulebilir. Bu farkhliklar tek bir nikleotit dizisindeki degisiklik olabilecedi gibi
birden fazla nikleotit ciftinin delesyonu ya da insersiyonu seklinde de
olabilmektedir. Bu sekilde nukleotit dizisindeki bir farkhlik restriksiyon
enziminin tanima bdlgesini etkileyerek kesim noktasini ortadan kaldirabilir ya
da yeni bir kesim noktasi meydana getirebilir [87]. Restriksiyon enzimlerinin
kesimleri ile olusan farkli uzunluktaki parcalar tlrler arasindaki ve tar igindeki

farlihklari kolayca ortaya gikarilabilmektedir.

Bu teknigin sonuglari guvenilirdir ancak pahali bir teknik oldugu gibi

fazla zaman harcanir ve ylksek kalite de DNA’ya ihtiya¢ duyulmaktadir [88].

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

RAPD-PCR teknigi ilk kez 1990°da iki farkli bilim adami grubu
(Williams ve arkadaslari ve Welsh ve McClelland) tarafindan gelistirilip
kullaniimaya baslanmigstir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nu (PCR) temel alan
ve rastgele secilmis primerlerin kullanildigi bir teknik olarak ortaya ¢ikmigtir
[89]. Bu teknik; rastgele secilmis tek bir 9-10 bg¢ uzunlugundaki
oligonukleotidin dusuk baglanma sicakhginda, ilgili turin genomik DNA’si
uzerinde komplementeri olan birbirine yakin iki bolgeye baglanarak arada

kalan DNA bdlgesinin PCR ile gogaltiimasi prensibine gore galismaktadir.
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Teknigin devaminda elde edilen DNA drunu standart jel elektroforezinde
yuratulir ve cogaltilan DNA'lar bantlar halinde goézlemlenerek inceleme
yapilir [89, 90]. Sonugta bazi dizilerin ¢odaltildigi bazilarinin ise
cogaltimadigi gézlemlenir. DNA fragmentlerinin varligina ya da yokluguna
bakilarak polimorfizmler belirlenir. Genom boyunca rastgele olarak
polimorfizmlerin tespit edilmesinde oldukga etkili bir tekniktir [91]. Diger PCR

uygulamalarinin aksine iki degil tek bir primer kullanilmaktadir [90].

RAPD primeri genom boyunca komplementeri olan bdolgelerle
eslesmektedir. Eger primer baglanma bdlgelerinde insersiyonlar ya da
delesyonlar varsa primerin baglanma yeri degisebilmektedir. Bdylelikle de
cogaltilan DNA pargalarinin uzunluklari farkh olmakta ve elektroforezde de
ilgili  lokusta bandin  bulunup bulunmamasina gore polimorfizm
belirlenebilmektedir [92].

RAPD tekniginin en blyuk avantaji arastirilan taksonun genomik DNA
dizisi ile ilgili herhangi bir 6n bilgi gerektirmemesidir [89, 90, 92, 93].
Amplifikasyon gerceklestirilirken ayni primer seti tUm organizmalar igin
kullanilabilmektedir ve 6zgln primerler komplementeri olan bdlgelere

rastgele baglanarak ¢ogaltma yapabilmektedirler [89, 90, 93, 94].

RAPD tekniginin en 6nemli dezavantaji ise; belirteglerinin dominant
olmasi nedeniyle heterozigotlari tanimlamanin zorlugudur. Calisma birbirine
badli olarak pek c¢ok hassas komponentle vyuratildigia igin calisma
sonucunda elde edilen verilerin tekrarlanabilirliginin zayif olmasi da baska bir
dezavantajidir [95-97].

RAPD teknigi ortaya ciktiginda; bu belirteclerle calisiimanin kolay
olmasi ve prosedur basamaklarinin kolay uygulanabilmesi gibi nedenlerle ve
SSR’In da bécek molekuler galismalarindaki eksikliklerinden dolayi, bu teknik
bdocek calismalarinda 6nem kazanmistir. Fakat RAPD belirteglerinin
cogaltilabilirliginin zayif olmasi nedeniyle de bdcek ekolojik ¢aligmalarindaki

kullanimi sinirlandiriimistir [98].
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1.5.6.3 AFLP (Amplified fragment length polimorphism):
Cogaltilmis parg¢a uzunluk polimorfizmi

AFLP teknigi, Zabeau ve Vos tarafindan 1993 yilinda gelistirilen bir
tekniktir. Bu teknikte genomik DNA’nin restriksiyon enzimleriyle kesilmesiyle
olusan DNA fragmentlerinin segici amplifikasyonu temeline dayanmaktadir
[99]. Bu teknik U¢ basamaktan olusmaktadir; ilk basamakta, DNA’nin
restriksiyon enzimleriyle kesilmesiyle olusan daha kiguk DNA fragmentlerin
kesim uglarina oligonukleotit adaptdrlerinin  baglanmasi, daha sonraki
basamakta; restriksiyon frangmentlerine oligonukleotit adaptorlerinin
baglanmasiyla meydana gelen dizilere secici primerlerin baglanmasiyla
dizilerin segici amplifikasyonu ve son olarakta elde edilen PCR drtnlerinin
poliakrilamid jelde ydrutilmesi ve goruntulenerek degerlendiriimesi

basamaklarindan olugmaktadir [99].

AFLP teknigi, RAPD ve RFLP teknikleri ile kargilastirildiginda daha iyi
bir belirte¢ sistemidir. Bu teknikte RAPD’in kolayhgi ile RFLP’nin
guvenirliligini birlesmistir. Bu teknigin en énemli avantaji secgici RCR’la her
primer cifti ile her érnekte ortalama 50-100 belirte¢ Uretebilmesidir [2]. AFLP
belirtecleri gen haritalari ve genlerin baglanti haritalarini belirlemek igin
uygundur [100-102]. Bu teknigin diger bir avantaji ise; cDNA igin
bagvurulabilmesi ve bu sonuglarin bdceklerde ifade edilen genlerin farkh

acilardan ortaya ¢ikartiimasinda kullanilabilmesidir [102].

AFLP tekniginin dezavantajlari arasinda; teknigin dizisinin mikrosatellit
gibi tekrarlar icerebilmesi [103], yuksek molekul agirliginda ve saf DNA’ya
intiyag  duyulmasi ve genellikle dominant karakterler vermesi
gosterilebilmektedir [104].
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1.5.6.4 SSR (Simple sequence repeats): Basit dizi tekrarlari

Okaryotik genom boyunca rastgele olarak dagiimig bulunan SSR ya
da mikrosatellitler, ardigik olarak tekrarlanan 2-6 nikleotit gruplarindan
olusan kisa DNA segmentleridir [105]. Bu gruplar (AT)n, (GT)n, (ATT)n
seklinde gosterilmekte olup ‘n’ ardisik tekrar sayisini ifade etmektedir. Bu
tekrarlar igerdikleri nukleotit sayisina gore isimlendiriimektedirler. 11-60 bp
uzunlugunda tekrarlardan olusanlar minisatellit olarak adlandirilirken, DNA
segmentlerinin uzunlugu 100-250 bp kadar uzunlukta olanlar ise mikrosatellit
olarak adlandiriimaktadir [106, 107].

Mikrosatellit belirtegler, genomik DNA kitiphanelerinden kiguk
frangmentlerin PCR ile c¢ogaltiimasi ve genomik DNA’nin kismen
parcalanmasiyla [108] ve tekrarlanan dizilerin zenginlestiriimesiyle [109, 110]

uretilebilmektedirler.

Bu teknikte DNA’nin farkh uglarindaki iki mikrosatellit tekrar bdlgesi
arasinda bulunan DNA segmenti ¢ogaltilmaktadir. Farkl buydkliklerde SSR
bdlgelerinin ¢gogaltilabilmesi igin farkli mikrosatellit tekrarlarindan olusan 16-
25 bc¢ uzunlugundaki primerler kullanilarak ilgili DNA bolgesi cogaltilir,

cogaltilan PCR urtnleri jelde yuruttlerek sonuglar degerlendirilir [2].

Mikrosatellit  belirtegler, populasyonlarda  genetik iligkilerin
arastinlmasinda, ayrintili genetik haritalarinin olusturuimasinda ve QTL

haritalamada basarili bir sekilde kullanilabilmektedir [107].

SSR’In en 6nemli dezavantaji ise yeni belirte¢ gelistirmenin oldukca

zor olmasidir.

Mikrosatellitler, genomda oldukg¢a fazla bulunmalari ve fazla cgesitlilik
gOstermelerinden dolayr bocek calismalarinda popular belirte¢ olarak
kullaniimaktadir.  Bu teknigin bocek c¢aligmalarinda artan popduleritesine

ragmen mikrosatellitler hentz entomolojide kullanilan baslica belirte¢ sistemi
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olamamigtir.  Son zamanlarda yapilan calismalar mikrosatellitlerin dogru
sekilde uzatma yapamadigini gostermektedir. Bu durum da bu belirteg

sisteminin kullanimini sinirlandirmigtir [111].

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

EST’ler, bocek genetik ¢calismalarinda son zamanlarda kullanilamaya
baslanmistir.  ¢cDNA katUphanelerinin ve otomatik dizileme tekniklerinin
hazirlanmasi igin kullanilan ticari kitler ile genis caph EST’ler Gretiimesi daha
hizli ve daha etkili olmaktadir. EST’ler boceklerde transkriptom analizi [112-
114] ve bdcek genom haritalarinin hazirlanmasinda kullaniimaktadir [115-
117].

1.5.6.6 PCR (Polymerase Chain Reaction): Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

PCR, 1985 yilinda Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki
tarafindan gelistiriimigtir. Bu teknik hedef DNA bdlgesinin enzimatik olarak in
vitro sartlar altinda ¢ogaltilmasini saglayan molekdler bir tekniktir. PCR ile
belirli bir bolgeyi cogaltabilmek icin hedef DNA’nin nukleotit dizisi ile ilgili bazi
bilgiler gerekmektedir [118]. Bu teknikte 10-25 pb uzunlugunda oligonukleotit

olarak adlandirilan primerler kullaniimaktadir.

PCR reaksiyonu; DNA’nin iki zincirinin yuksek sicaklikta birbirinden
ayrilmasini  (denatlirasyon), sonra sentetik primerlerin hedef DNA’ya
baglanmasini (hibridizasyon), zincirin uzamasini (polimerizasyon) ve bu

asamalarin belirli sayida tekrarlanmasini kapsamaktadir [119].
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Bu teknigin en dnemli avantaji ¢cok kucuk miktarda DNA ya da RNA'nin
belirli bir bolgesi kisa sure igerisinde milyarlarca defa c¢ogaltilabilmektedir.

Ayni zamanda teknik ¢ok hassas, spesifik ve guvenilirdir [120].

Organizmalarin tur ici ve turler arasi siniflandirmalarinda PCR teknigi
kullanildigi  [121] gibi bocek taksonomik c¢alismalarinda da kullanilan
tekniklerden birisi PCR teknigidir [122].

1.5.6.7 DNA Temelli Analizlerde Kullanilacak Bocek
Numunelerinin Muhafaza Edilmesi

Molekuler c¢alismalar icin kullanilacak bdceklerin uygun olmayan
sartlarda tutulmasi DNA miktarinda ve kalitesinde azalmaya neden olacaktir.
Bu sekildeki boceklerle yapilacak olan PCR ve diger ¢alismalar istenildigi gibi
sonu¢ vermeyebilir. Bodcekler igin uygun olan saklama kosullari, boceklerin
oncelikle sivi azot icerisinde oldurulip deneylerde kullanilacagi zamana
kadar -80'de saklanmasidir. Bu sekilde bdceklerin sivi azotla muamele
edilmesiyle molekuler sistematik c¢alismalarda kullanilacak olan nukleik
asitlerin zarar gérmeden muhafazasi saglanmis olacaktir. Ancak arazi
kosullarinda bdcekleri optimal sartlarda oOldurip saklamak her zaman
muUmkuin olmamaktadir. Bu nedenle de bdcek DNA’sinin en az zarar
gorecek sekilde saklanmasi icin alternatif saklama kosullari gelistirilmistir.
Bunlardan ilki éldurilen boécegin %95-%100’lUk alkol igerisinde saklanmasidir
[122]. Ancak %95 etanolin altindaki durumlarda saklanmasi gogunlukla
Onerilmez ¢unkl bdcegin vucudundaki su etanolu seyrelteceginden DNA’nIn
parcalanmasina neden olur. Bunun diginda aseton, 2 propanol, dietil eter,
etil asetat icerisinde boceklerin 6 aya kadar muhafaza edilebilecegi
bildirilmigtir.  Kuru numunelerle caligilacak ise 06zellikle DNA’nin fazla
miktarda bulundugu ve hedef DNA’nin kisa bolgelerinin c¢ogaltilacagi
durumlarda kullanilabilmektedir. Tek kopyali genlerin uzun DNA bdlgelerini
kuru orneklerden ¢ogaltmak oldukga zor olabilmektedir [123].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Calismada Kullanilan Bocekler

Dogu ve Guneydogu Anadolu bdlgesinden Dr. Sinan ANLAS
tarafindan toplanan Ocypus turleri bu calismada kullaniimak Uzere temin

edilmigtir.

2.2 DNA izolasyonu

%96’hk alkol icinde temin edilen 6rneklerin bacak ekstremitelerinden
DNA izolasyonu yapildi. DNA izolasyonu igin QIAGEN Dneasy Blood &
Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanildi ve bu kitin protokoll izlendi.
Bacak ekstremiteleri havanda sivi azot i¢cinde ezildi. Ezilen drnekler santriflj
tuplerine alindi, tiplere alindiktan sonra 180 yL ATL tampon eklendi. Bunun
Uzerine 20 pL proteinaz K eklendi ve vorteks yapildi. Ornekler 56°C’de 24
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 4 pL RNaz eklenerek
vorteksle karistirildi ve 2 dk oda sicakliginda inkibasyona birakildi. 15 sn
vorteks yapildiktan sonra 200 yL AL tamponu eklendi ve ardindan tekrar
vorrteks yapildi. 200 pyL etanol ekleyerek tekrar vorteks yapildi. Bu karigim
kitle birlikte temin edilen 2 mL’lik santriflij tiplerinin icindeki DNeasy Mini spin
column igine yerlestirildi ve ardindan 8000 rpm’de 1 dk santrifij yapildi.
DNeasy Mini spin column’un alttaki tip kismi atilarak yine kit ile beraber
temin edilen 2 mL’lik santrifj tipine koyuldu ve igerisine 500 yL AW1
tamponu eklenerek 1 dk 8000 rpm’de santrifiij yapildi. DNeasy Mini spin
column tekrar 2 mL’lik yeni bir santrifij tUpune yerlestirilerek 500 yL AW2
tamponu koyuldu ve 14000 rpm’de 3 dk santrifij yapildi. Tup atilarak
DNeasy Mini spin column 2 mL’lik yeni bir santrifij tipune yerlestirilerek 100
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ML AE tamponu kolon igerisine birakildi 1 dk oda sicakliginda inkibasyondan

sonra 8000 rpm’de 1 dk santrifuj yapildi.

2.3 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Uygulamasi

2.3.1 PCR’da Kullanilan Kimyasallar

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

Litvanya) temin edilmigtir. PCR’da kullanilan bilesenler Tablo 1’de verilmigtir.

Tablo 1 PCRda kullanilan kimyasal maddelerin miktarlari ve
konsantrasyonlari.

Kimyasalin Adi Miktan Konsantrasyon
NH,SO, 25puL 10X
DMSO 1L

MgCl, 1.5 uL 25 mM
Primer R 25uL 5 pmol/mL
Primer L 25uL 5 pmol/mL
dNTP 0.5puL 10 mM
DNA 5 uL

Taq DNA Polimeraz 0.5 uL 5 Unite
dH,O 9 uL

Toplam 25 uL
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2.3.2 PCR’da kullanilan Primerler ve Ozellikleri

Bu calismada molekuler belirte¢ olarak kullanilan 5 gen bolgesini
kapsayan 3 adet primer cifti kullanilmigtir. COl1 — Leu — CO2 bdlgesini
¢ogaltan primer ¢iftinin dizileri, Simon ve arkadaslarinin ¢alismalarindan [45],
18S gen bodlgesini c¢ogaltan primer cifti Whiting ve arkadaslarinin
calismalarindan [124], 28S gen bdlgesini c¢ogaltan primer cifti Kim ve
arkadaslarinin yapmis olduklari ¢galismalarindan alinmistir [125]. Tablo 2’de
bu primer ciftlerinin dizileri verilmistir. Tablo 3’de bu primerlerin 6zellikleri

gOsterilmisgtir.

Tablo 2 PCR ’da kullanilan primerler ve nukleotit dizileri.

Primerin Adi Nikleotit Dizisi (5°- 3’)

C1-2441 fa CCT ACA GGA ATT AAAATT 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 TGATCC 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 kullanilan primerler ve 6zellikleri.

5’Primer 3’ Primer Hedef Parga Hedef
Gen Buyiikliugi 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

PCRIar igin TECHNE (TECHNE, Staffordshire, UK) cihazi kullanildi.

PCR’lar i¢in kullanilan reaksiyon kosullari Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4 PCR Reaksiyonlari

Sicaklik Siire Devir Sayisi
Ayrilma 94°C 30 sn 1
Ayrilma 94°C 60 sn
Baglanma 47°C - 50°C - 55°C 30 sn 30
Uzama 72°C 2 dk
Uzama 72°C 10 dk 1
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2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

DNA izolasyon ve PCR sonuglari %0.8’lik Agaroz Jel'de yuratildu ve
sonuglar Jel Goruntulime Cihazinda (Vilber Lourmat, Cedex, Fransa)
goruntilendi. Ornekler 6 X Loading Dye (Fermentas, Vilnius, Litvanya)
ile kanistirilarak yukleme yapildi. Elektroforez 0.5 X TBE tamponu kullanildi.
Agaroz jel elektroforezinde ayrilan bantlari gértntilemek igin
EtBr (Etidyumbromid) boyamasi yardimiyla Jel Gorlntlileme cihazinda

goruntulendi.

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 goruntilemesi ¢ikan sonuclari DNA dizilemesi icin RefGen’e (Gen

Arastirmalari ve Biyoteknoloji, Ankara) gonderildi.

2.6 Biyoinformatik Analiz ve Filogenetik Aga¢ Olusturma

Gelen DNA dizileme sonuglari FinchTV v1.4 (Geospiza, Seattle, WA)
ve BioEdit (Hall, 1999) gibi programlarda kontrol edildikten sonra filogenetik
agac olusturmak icin CLUSTAL W (http://www.clustal.org/) web tabanli araci

kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1 DNA izolasyon Sonucu

Calismanin materyalini olugturan Ocypus’a ait 7 turin DNA izolasyon
sonuglarini goéruntilemek igin %0.8’lik agaroz jel elektroforezi kullanildi (Sekil
4).

5 kb

Sekil 4 Genomik DNA izolasyon sonucunu gosteren jel goruntusu (B:
Belirteg, Numaralar: Ocypus’a ait 7 tlriin DNA’sIna ait jel géruntileri).

3.2 Kullanilan Primerlere Goére PCR Sonuglari

Ocypus cinsine ait 7 turtn 3 farkli primer ¢ifti kullanilarak (5 farkli gen
bdlgesi) c¢ogaltilan PCR sonuglarinin  %0.8’lik agaroz jel elektroforezi

goruntuleri Sekil 5, Sekil 6 ve Sekil 7'de verilmistir.
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1.5kb

Sekil 5 Ocypus ait 7 tlrden elde edilen DNA’larin CO1 - Leu - CO2
bdlgelerini gcogaltan primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunu goésteren jel
goéruntisu (B: Belirteg, Numaralar: Ocypus’a ait 7 tirin DNA’sina ait jel
goruntuleri).

Sekil 6 Ocypus ait 7 tirden elde edilen DNA’larin 18S ribozomal DNA
bélgesini gogaltan primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunu gdsteren jel
goruntlisu (B: Belirteg, Numaralar: Ocypus’a ait 7 tirin DNA’sina ait jel
goruntuleri).
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1 kb
0.7 kb

Sekil 7 Ocypus ait 7 tirden elde edilen DNA'larin 28S ribozomal DNA
bdlgesini ¢ogaltan primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunu gdsteren jel
goéruntisu (B: Belirteg, Numaralar: Ocypus’a ait 7 tirin DNA’sina ait jel
goruntuleri).

3.3 Filogenetik Analiz Sonuglari

CO1 - Leu — CO2, 18S rDNA, 28S rDNA gen bdlgeleri icin tasarlanan
3 primer ¢iftinin ¢ogalttigi  dizilerden web tabanli CLUSTAL W

(http://www.genome.jp/tools/clustalw/) programi kullanilarak olusturulan

filogenetik adaclar Sekil 8, Sekil 9 ve Sekil 10’da gdsterilmistir.
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— O.curtipennais

O.olens

—i. O8]

- — (. orieniis

— (.excisus

— 0. mus

— (J.sericeiocollls

Sekil 8 Ocypus’un 7 turinin mitokondriyal DNA’larindaki CO1-Leu-CO2 bélgesi kullanilarak
olusturulan dendogram.

0.sp

0. mus

— (. orieniis

- 0.excisus

— (.0lens

0.curlipennis

0.sericerocollis

Sekil 9 Ocypus’'un 7 tirinin 28S ribozomal DNA boélgesi kullanilarak olusturulan
dendogram.
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0.excisus

O.sp

O.sericeicollrs

. — (. omientis

O.olens

O.curtipennis

O.mus

Sekil 10 Ocypus’un 7 tirinin 18S ribozomal DNA bolgesi kullanilarak olusturulan
dendogram.
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4. SONUG ve TARTISMA

Son vyillarda molekuler belirtegler kullanilarak boécekler arasindaki
genetik iligkiler, gen ya da genom haritalanmasi gibi konularda yapilan
calismalarin hiz kazanmasiyla ve entomolojide kullanilan molekuler
belirteclerin geligtirimesiyle daha kesin ve daha etkin sonuglar alinmaktadir.
ileri de daha kolay uygulanabilir daha ucuz tekniklerin gelistiriimesiyle
taksonomi  alaninda bu tekniklerin  kullaniminin  yayginlasacagi

dusunulmektedir.

Calismamizda CO1 - Leu - CO2, 18S, 28S gen bdlgeleri kullanilarak
yapilan analizler sonucu elde edilen veriler ile Dogu ve Guneydodu Anadolu
bdlgesinde bulunan Ocypus cinsine ait 7 tirun filogenetik analizi ClustalW

programiyla yapildi.

Tarlerin akrabalik derecelerini belirleyebilmek icin 5 gen bolgesine ait
3 primer gifti kullanildi.  Kullanilan primerlere gore 3 filogenetik agac¢
olusturuldu. Bunlardan CO1 — Leu - CO2 gen bodlgelerini kapsayan primer
cifti kullanilarak olusturulan agaca gore Ocypus curtipennis ile Ocypus olens,
Ocypus orientis ile Ocypus excisus ve Ocypus mus ile Ocypus sericeicollis’in
yakin tirler oldugu anlasildigi gibi Ocypus sp. tlrindn ise Ocypus curtipennis

ve Ocypus olens ile yakin akraba oldugu goruimektedir.

Nukleer ribozomal DNA’'nin 28S gen bolgesi kullanilarak olugturulan
filogenetik agagta Ocypus orientis ile Ocypus excisus tirlerinin yakin oldugu

ve Ocypus olens’in de bu turlerle yakin akraba oldugu goruldd.

Nukleer ribozomal DNA’nin 18S gen bdlgesi kullanilarak olusturulan

filogenetik agagta Ocypus olens ile Ocypus curtipennis turlerinin kardes tur
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olduklari goérildd. Ocypus orientis tlrinin de Ocypus olens ve Ocypus

curtipennis ile yakin akraba oldugu anlasiimistir.

Bu ¢ filogenetik agaca genel g¢ergceveden bakildiginda CO1 —Leu —
CO2 ve 18S rDNA bdlgelerine goére O.olens ve O.curtipennis’in yakin akraba
oldugu her iki belirtegte gézukmektedir. Filogeni ¢alismalarinda kullanilan
belirte¢ bolgelerinden olan CO1 ve CO2 familya ve daha alt kategorilerin
belirlenmesinde kullaniimasi ve bu bdlgeler baz alindiginda buna en yakin
agacin 18S rDNA’ya gore yapilan siniflandirmadaki oldugu gézikmektedir.
Tdm bunlarin sonucunda CO1 ve CO2 bdlgeleri ve 18S rDNA’nn Ocypus’un
filogenisi acisindan 28S rDNA’ya gore daha tutarli oldugu gézikmektedir.

ilerleyen calismalarda bu bélgeler kullanilarak bagka bocek tiirlerinin
filogenetik galismalari yapilmasi hedeflenmekte ve bu c¢alismalarda yine bu
gen bolgelerin  kullanilarak  ¢esitli  bocek  turlerinin  taksonomik

karakterizasyonunun yapilmasi amacglanmaktadir.

33



5. KAYNAKLAR

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

Ikawa, T., Onodera, S., Okabe, H., Hoshizaki, S. and Cheng, L.,
"Occurrence and Density of Halobates Micans (Hemiptera: Gerridae)
in the Eastern South Indian Ocean"”, Entomological Science, 10/2,
(2007) 213-215.

Behura, S.K., "Molecular Marker Systems in Insects: Current Trends
and Future Avenues", Molecular Ecology, 15/11, (2006) 3087-3113.

Dempster, J.P., McLean, l., "Insect Populations in Theory and in
Practice: 19th Symposium of the Royal Entomological Society 10-11
September 1997 at the University of Newcastle". Kluwer Academic
(1998).

Speight, M.R., Hunter, M.D. and Watt, A.D., "Ecology of Insects:
Concepts and Applications". Blackwell Science (1999).

Solodovnikov, A. and Schomann, A., "Revised Systematics and
Biogeography of ‘Quediina’ of Sub-Saharan Africa: New Phylogenetic
Insights into the Rove Beetle Tribe Staphylinini (Coleoptera:
Staphylinidae)", Systematic Entomology, 34/3, (2009) 443-466.

Weide, D., Thayer, M.K., Newton, A.F. and Betz, O., "Comparative
Morphology of the Head of Selected Sporophagous and Non-
Sporophagous Aleocharinae (Coleoptera: Staphylinidae): Musculature
and Hypopharynx-Prementum Complex”, Journal of Morphology,
271/8, (2010) 910-931.

Chatzimanolis, S., Cohen, I.M., Schomann, A. and Solodovnikov, A.,
"Molecular Phylogeny of the Mega-Diverse Rove Beetle Tribe
Staphylinini (Insecta, Coleoptera, Staphylinidae)", Zoologica Scripta,
39/5, (2010) 436-449.

Elven, H., Bachmann, L. and Gusarov, V.l., "Phylogeny of the Tribe
Athetini (Coleoptera: Staphylinidae) Inferred from Mitochondrial and
Nuclear Sequence Data", Molecular Phylogenetics and Evolution,
57/1, (2010) 84-100.

Sato, J.J., Wolsan, M., Minami, S., Hosoda, T., Sinaga, M.H., Hiyama,
K., Yamaguchi, Y. and Suzuki, H., "Deciphering and Dating the Red
Panda's Ancestry and Early Adaptive Radiation of Musteloidea",
Molecular Phylogenetics and Evolution, 53/3, (2009) 907-922.

34



[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

Beutel, R.G., Leschen R., "Handbuch Der Zoologie/Handbook of
Zoology, Vol. IV (Arthropoda: Insecta), Part 38 Coleoptera, Beetles.
Volume 1: Morphology and Systematics ", Systematic Entomology,
33/1, (2008) 217-218.

Lodos, N., "Turkiye Entomolojisi Iv (Kisim 1)", izmir. Ege Universitesi
Yayinlari No:493 (1995).

Smith, E.H. and America, E., "The Entomological Society of America:
The First Hundred Years, 1889-1989". Entomological Society of
America (1989).

Herman, L.H., "Catalog of the Staphylinidae (Insecta: Coleoptera)
1758 to the End of the Second Millennium: Staphylinine Group : Pt. 2,
Staphylininae:  Diochini,  Maorothiini,  Othiini,  Platyprosopini,
Staphylinini  (Amblyopinina, Anisolinina, Hyptiomina, Philonthina)".
American Museum of Natural History (2001).

Beutel, R.G., "Coleoptera, Beetles: Handbuch Der Zoologie / Begr.
Von Willy Kikenthal. Fortgef. Von M. Beier Bd. 4. Arthropoda.
Morphology and Systematics, (Archostemata, Adephaga, Myxophaga,
Polyphga Partim)". de Gruyter (2005).

Anlas, S., "Distributional Checklist of the Staphylinidae (Coleoptera) of
Turkey, with New and Additional Records", Linzer Biologie Beitrage,
41, (2009) 215-342.

Ahn, K.J. and Ashe, J.S., "Phylogeny of the Intertidal Aleocharine
Tribe Liparocephalini (Coleoptera: Staphylinidae)", Systematic
Entomology, 21/2, (1996) 99-114.

Ahn, K.J. and Ashe, J.S., "Phylogeny of the Myllaenini and Related
Taxa (Coleoptera: Staphylinidae: Aleocharinae)", Cladistics, 20/2,
(2004) 123-138.

Booth, R.G., Cox, M.L. and Madge, R.B, "lie Guides to Insects of
Importanceto Man" (1990).

Borror, D.J., Triplehorn, A.C. and Johnson, N.F., "An Introduction to
the Study of Insects", Philadelphia. Saunnders (1989).

Demirsoy, A., "Omurgasizlar-Entomoloji (Yasamin Temel Kurallari)
Cilt li/Kisim 1i", Ankara. Meteksan Yayinlari. (8.Basim), (2003) p. 941.

Byrd, J.H., Castner, J.L., "Forensic Entomology: The Ultility of

Arthropodsin Legal Investigations.”, Boca Raton, Florida. CRC Press
(2001).

35



[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

Booth, R.G., Cox, M.L. and Madge, R.B., "lie Guides to Insects of
Importance to Man: Coleoptera”. CABI (1990).

Mullis, K., Faloona, F., Scharf, S., Saiki, R., Horn, G. and Erlich, H.,
"Specific Enzymatic Amplification of DNA in Vitro: The Polymerase
Chain Reaction”, Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative
Biology, 51, (1986) 263-273.

Dabert, M.A., "DNA Markers in the Phylogenetics of the Acari",
Poznan, Poland (2006).

Hwang, U.W. and Kim, W., "General Properties and Phylogenetic
Utilities of Nuclear Ribosomal DNA and Mitochondrial DNA Commonly
Used in Molecular Systematics", Korean J Parasitol, 37/4, (1999) 215-
228.

Herman, L.H., "Nomenclatural Changes in the Staphylinidae (Insecta:
Coleoptera)", Bulletin of the American Museum of Natural History: 1-
82 (2001).

Frank, J.H., "A New Species of Proteinus Latreille (Coleoptera:
Staphylinidae) from Florida", The Florida Entomologist, 62/4, (1979)
329-340.

Loxdale, H.D. and Lushai, G., "Molecular Markers in Entomology",
Bulletin of Entomological Research, 88/6, (1998) 577-600.

Loxdale, H.D., Weber C.P. et al., "Bulletin of Entomological
Research”. p. 121 (1985).

Hubby, J.L. and Lewontin, R.C., "A Molecular Approach to the Study
of Genic Heterozygosity in Natural Populations I. The Number of
Alleles at Different Loci in Drosophila Pseudoobscura”, Genetics, 54/2,
(1966) 577-94.

Gbémez, A., "Allozyme Electrophoresis: Its Application to Rotifers”,
Hydrobiologia, (1998) 385-393.

Richardson, B.J., Brian, P., Adams, M., "Allozyme Electrophoresis: A
Handbook for Animal Systematics and Population Studies”, London.
Academic Press. (1986) p. 420.

Hoy, M.A., Insect Molecular Genetics, in Insect Molecular Genetics.
Academic Press. (2003) p. 350-399.

Avise, J.C.A., " Molecular Markers, Natural History, and Evolution,"
Sunderland, Massachusetts. Sinauer Associates. (2004) p. 684.

36



[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

Severson, D.W., Brian, S., Knudson, D.L., "Genetic and Physical
Mapping in Mosquitoes: Molecular Approaches”, Annual Review of
Entomology, 46, (2001) 183-219.

Heckel, D., "Genomics in Pure and Applied Entomology”, Annual
Review of Entomology, 48, (2003) 235-260.

Arbogast, B.S., "Phylogeography: The History and Formation of
Species", American Zoologist, 41/1, (2001) 134-135.

Hoy, M.A., "Insect Molecular Genetics: An Introduction to Principles
and Applications”, San Diego, CA. Academic Press (2003).

Warrior, R., Gerard, J., "The Mitochondrial DNA Hydra Attenuata and
Hydra Littoralis Consists of Two Linear Molecules”, 38, (1985) 439-
445

Wolstenholme, D., "Animal Mitochondrial DNA: Structure and
Evolution.", 141, (1992) 173-216.

Moritz, C. and Brown, W.M., "Tandem Duplications in Animal
Mitochondrial DNAs: Variation in Incidence and Gene Content among
Lizards", Proceedings of the National Academy of Sciences, 84/20,
(1987) 7183-7187.

Staton, J.L., Daniel, L., Moritz, Clair, C., Brown, W.M., "Staton, J.L.,
Daehler, L.l.,, Moritz, C.C., Brown, W.M., (1994) Sequences with
Thepotential Stem-and-Loop Structures Are Associated with Coding-
Region Duplications in Animal Mitochondrial DNA. Genetics ", 137,
(1994) 233-241.

Hwang, U., The Complete Nucleotide Sequence of Mitochondrial DNA
of a Centipede Lithobius Forficatus and Its Application to Arthropod
Phylogeny. , Published PhD Thesis, National University Seoul,
Korea. (1998).

Simon, C., Frati, F., Beckenbach, A., Crespi, B., Liu, H. and Flok, P.,
"Evolution, Weighting, and Phylogenetic Utility of Mitochondrial Gene
Sequences and a Compilation of Conserved Polymerase Chain
Reaction Primers", Annals of the Entomological Society of America,
87, (1994) 651-701.

Roehrdanz, R.L., Degrugillier, M.E., "Long Sections of Mitochondrial
DNA Amplified from Fourteen Orders of Insects Using Conserved
Polymerase Chain Reaction Primers.”, Annals Entomol Soc America,
91, (1998) 771-777.

37



[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

Zhang, D.X. and Hewitt, G.M., "Insect Mitochondrial Control Region: A
Review of ITS Structure, Evolution and Usefulness in Evolutionary
Studies", Biochemical Systematics and Ecology, 25/2, (1997) 99-120.

Navajas, M., Lagnel, J., Gutierrez, J. and Boursot, P., "Species-Wide
Homogeneity of Nuclear Ribosomal ITS2 Sequences in the Spider
Mite Tetranychus Urticae Contrasts with Extensive Mitochondrial Coi
Polymorphism"”, Heredity, 80/6 (1998) 742-752.

Roehrdanz, R.L., "An Improved Primer for PCR Amplification of
Mitochondrial DNA in a Variety of Insect Species”, Insect Molecular
Biology, 2/2 (1993) 89-91.

Kambhampati, S. and Smith, P.T., "PCR Primers for the Amplification
of Four Insect Mitochondrial Gene Fragments”, Insect Molecular
Biology, 4/4 (1995) 233-236.

Lunt, D.H., Zung, D., Szymura, J.M., "The Insect Cytochrome
Oxidase | Gene: Evolutionary Patterns and Conserved Primers for
Phylogenetic Studies"”, Insect Molecular Biology, 5, (1996) 153-165.

Zhang, D.X., Gemit, HW., "Assessment of the Universality and Utility
of a Set of Conserved Mitochondrial COIl Primers in Insects"”, Insect
Molecular Biology, 6, (1997) 143-150.

Lanave, C., De Robertis, M. et al., "Update of Ammtdb: A Database of
Multi-Aligned Metazoa Mitochondrial DNA Sequences”, Nucleic Acids
Research,, 30, (2002) 174-175.

Zhang, D.X., Hewitt, G.M., " Assessment of the Universality and Utility
of a Set of Conserved Mitochondrial Col Primers in Insects. ", 6,
(1996) 143-150.

Clark, T.L., Meinke, L.J. and Foster, J.E., "Molecular Phylogeny of
Diabrotica Beetles (Coleoptera: Chrysomelidae) Inferred from Analysis
of Combined Mitochondrial and Nuclear DNA Sequences”, Insect
Molecular Biology, 10/4, (2001) 303-314.

Barker, J.E., Holaschke, M., Fulton, A., Evans, K.A. and Powell, G.,
"Effects of Kaolin Particle Film on Myzus Persicae (Hemiptera:
Aphididae) Behaviour and Performance”, Bulletin of Entomological
Research, 97/5, (2007) 455-460.

Caterino, M.S., Cho, S. and Sperling, H., "The Current State of Insect
Molecular Systematics: A Thriving Tower of Babel", Annual Review of
Entomology, 45, (2000) 1-54.

Rokas, A., Nylander, J., Ronquist, F. and Stone, G.N., "A Maximum-
Likelihood Analysis of Eight Phylogenetic Markers in Gallwasps

38



[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

(Hymenoptera: Cynipidae): Implications for Insect Phylogenetic
Studies”, Molecular Phylogenetics and Evolution, 22/2, (2002) 206-
219.

LI, W.H., "Molecular Evolution”, Sinauer, Sunderland, MA (1997).

Hillis, D.M., "Ribosomal DNA : Molecular Evolution and Phylogenetic
Inference”, The Quarterly Review of Biology, 66, (1991) 411-453.

Doolittle, W.F., "Phylogenetic Classification and the Universal Tree",
Science (New York, N.Y.), 284/5423, (1999) 2124-9.

Olsen, G. and Woese, C., "Ribosomal RNA: A Key to Phylogeny", The
FASEB Journal, 7/1, (1993) 113-123.

Van de Peer, Y., Baldaufrid, S.L., Doolittle, W.F.,"An Updated and
Comprehensive Rrna Phylogeny of (Crown) Eukaryotes Based on
Rate-Calibrated Evolutionary Distances”, Journal of Molecular
Evolution, 51/6, (2000) 565-576.

Ouvrard, D., Campbell, B.C., Bourgoin, T. and Chan, K.L., "18S rRNA
Secondary Structure and Phylogenetic Position of Peloridiidae
(Insecta, Hemiptera)", Molecular Phylogenetics and Evolution, 16/3,
(2000) 403-417.

Field, K., Olsen, G., Lane, D., Giovannoni, S., Ghiselin, M., Raff, E.,
Pace, N. and Raff, R., "Molecular Phylogeny of the Animal Kingdom",
Science, 239/4841, (1988) 748-753.

Friedrich, M. and Tautz, D., "Ribosomal DNA Phylogeny of the Major
Extant Arthropod Classes and the Evolution of Myriapods"”, Nature,
376/6536, (1995) 165-167.

Abele, L., Kim, W. and Felgenhauer, B., "Molecular Evidence for
Inclusion of the Phylum Pentastomida in the Crustacea”, Molecular
Biology and Evolution, 6/6, (1989) 685.

Aguinaldo, A.M.A., Turbeville, J.M., Linford, L.S., Rivera, M.C., Garey,
J.R., Raff, R.A., and Lake, J.A., "Evidence for a Clade of Nematodes,
Arthropods and Other Moulting Animals”, Nature, 387/6632, (1997)
489-493.

Whiting, M.F., "Phylogenetic Position of the Strepsiptera: Review of
Molecular and Morphological Evidence", International Journal of Insect
Morphology and Embryology, 27/1, (1998) 53-60

Hancock, J.M., Tautz, D. and Dover, G.A., "Evolution of the
Secondary Structures and Compensatory Mutations of the Ribosomal

39



[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

RNAs of Drosophila Melanogaster”, Molecular Biology and Evolution,
5/4, (1988) 393-414.

Friedrich, M. and Tautz, D., "Evolution and Phylogeny of the Diptera:
A Molecular Phylogenetic Analysis Using 28s rDNA Sequences”,
Systematic Biology, 46/4, (1997) 674-698.

Hwang, U.W., Kim, W., Tautz, D. and Friedrich, M., "Molecular
Phylogenetics at the Felsenstein Zone: Approaching the Strepsiptera
Problem Using 5.8s and 28s rDNA Sequences”, Molecular
Phylogenetics and Evolution, 9/3, (1998) 470-480.

Vogler, A.P., Welsh, A. and Hancock, J.M., "Phylogenetic Analysis of
Slippage-Like Sequence Variation in the V4 Rrna Expansion Segment
in Tiger Beetles (Cicindelidae)", Molecular Biology and Evolution,
14/1, (1997) 6-19.

Hwang, U.W., Ree, H.l. and Kim, W., "Evolution of Hypervariable
Regions, V4 and V7, of Insect 18s Rrna and Their Phylogenetic
Implications", Zoological Science, 17/1, (2000) 111-121.

Choe, J.P., Hwang, U.W., Kim, W., "Analysis of the Primary Sequence
and Secondary Structure of the Unusually Long Ssu Rrna of the Soil
Bug, Armadillidium Vulgare ", Journal of Molecular Evolution, 49/6,
(1999) 798-805.

Choe, J.P., Kim. W., "Putative Secondary Structures of Unusually
Long Strepsipteran Ssu Rrnas and Its Phylogenetic Implications”,
Molecular Evolution, 9, (1999) 191-199.

Morgan, J. and Blair, D., "Relative Merits of Nuclear Ribosomal
Internal Transcribed Spacers and Mitochondrial Col and Nd1 Genes
for Distinguishing among Echinostoma Species (Trematoda)”,
Parasitology, 116/3, (1998) 289-297.

Perera, O.P., Cockburn, A.F., Mitchell, S.E., Conn, J. and Seawright,
J.A., "Species-Specific Repeat Units in the Intergenic Spacer of the
Ribosomal Rna Cistron of Anopheles Aquasalis Curry”, The American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 59/5, (1998) 673-8.

Queller, D.C., Strassmann, J.E. and Hughes, C.R., "Microsatellites
and Kinship", Trends in Ecology & Evolution, 8/8, (1993) 285-288.

Bachmann, L., Schibel, J.M., Raab, M. and Sperlich, D., "Satellite

DNA as a Taxonomic Marker", Biochemical Systematics and Ecology,
21/1, (1993) 3-11.

40



[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

Friedlander, T.P., Regier, J.C. and Mitter, C., "Nuclear Gene
Sequences for Higher Level Phylogenetic Analysis: 14 Promising
Candidates", Systematic Biology, 41/4, (1992) 483-490.

Lyamichev, V., Mast, A.L., Hall, J.G., Prudent, J.R., Kaiser, M.W.,
Takova, T., Kwiatkowski, R.W., Sander, T.J., de Arruda, M., Arco,
D.A., Neri, B.P. and Brow, M., "Polymorphism Identification and
Quantitative Detection of Genomic DNA by Invasive Cleavage of
Oligonucleotide Probes", Nat Biotech, 17/3, (1999) 292-296.

Kwok, P.Y., "Methods for Genotyping Single Nucleotide
Polymorphisms”, Annual Review of Genomics and Human Genetics,
2/1, (2001) 235-258.

Tsuchihashi, Z. and Dracopoli, N.C., "Progress in High Throughput
Snp Genotyping Methods", Pharmacogenomics J, 2/2, (2002) 103-
110.

Saiki, R., Gelfand, D., Stoffel, S., Scharf, S., Higuchi, R., Horn, G.,
Mullis, K. and Erlich, H., "Primer-Directed Enzymatic Amplification of
DNA with a Thermostable DNA Polymerase", Science, 239/4839,
(1988) 487-491.

Ozkose, E., Davies, D.R., Ekinci, M.S., Theodorou, M.K. and Giriffith,
G.W, "Molecular Ecology of Anaerobic Fungi”, Reproduction Nutrition
Development, 42: (2002) 83.

Ozkose, E., Davies, D.R., Ekinci, M.S., Theodorou, M.K. and Giriffith,
G.W. , "Molecular Ecology of Anaerobic Fungi.” Reproduction Nutrition
Developmen®, 42, (2002) 83.

Jones, N., Ougham, H. and Thomas, H., "Markers and Mapping: We
Are All Geneticists Now", New Phytologist, 137/1, (1997) 165-177.

Meredith, C.P., "Grapevine Genetics: Probing the Past and Facing
the Future", international Conference Prospects for Viticulture and
Enology, (2000).

Williams, J., Kubelik, A.R., Livak, K.J., Rafalski, J.A. and Tingey, S.V.,
"DNA Polymorphisms Amplified by Arbitrary Primers Are Useful as
Genetic Markers", Nucleic Acids Research, 18/22, (1990) 6531-6535.

Welsh, J. and McClelland, M., "Fingerprinting Genomes Using Pcr
with Arbitrary Primers”, Nucleic Acids Research, 18/24, (1990) 7213-
7218.

Antoni Rafalski, J. and Tingey, S.V., "Genetic Diagnostics in Plant

Breeding: Rapds, Microsatellites and Machines”, Trends in Genetics,
9/8, (1993) 275-280.

41



[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

Basibuyuk, H.H., Bardakci, F., Belshaw, R., Quice, D.L.J.,
Phylogenetic Systematics, "a Practical Guide to Theory and Practice".
Onder Matbaa, sivas, 2000,

Hillis, D., Moritz, C. and Mable, B.K., "Molecular Systematics". Sinauer
Associates (1996).

Welsh, J., Petersen, C. and McClelland, M., "Polymorphisms
Generated by Arbitrarily Primed Pcr in the Mouse: Application to Strain
Identification and Genetic Mapping”, Nucleic Acids Research, 19/2,
(1991) 303-306.

Taylor, G.R., "Laboratory Methods for the Detection of Mutations and
Polymorphisms in DNA", Boca Raton. CRC Press (1997).

Tingey, S.V. and del Tufo, J.P., "Genetic Analysis with Random
Amplified Polymorphic DNA Markers", Plant Physiology, 101/2, (1993)
349-352.

Bardakgl, F., "Genetic Analyses with Random Amplified Polymorphic
DNA (Rapd) Markers", Turk J Bio, 25, (2001) 185-196.

Black, W.C., "Pcr with Arbitrary Primers: Approach with Care", Insect
Molecular Biology, 2/1, (1993) 1-6.

Vos, P., Hogers, R., Bleeker, M., Reijans, M., Lee, T.V.D., Hornes, M.,
Friters, A., Pot, J., Paleman, J., Kuiper, M. and Zabeau, M., "Aflp: A
New Technique for DNA Fingerprinting”, Nucleic Acids Research,
23/21, (1995) 4407-4414.

Heckel, D.G., Gahan, L.J., Liu, Y.B. and Tabashnik, B.E., "Genetic
Mapping of Resistance to Bacillus Thuringiensis Toxins in
Diamondback Moth Using Biphasic Linkage Analysis", Proceedings of
the National Academy of Sciences, 96/15, (1999) 8373-8377.

Behura, S.K., Valicente, F.H., Rider, S.D., Shun-Chen, M., Jackson, S.
and Stuart, J.J., "A Physically Anchored Genetic Map and Linkage to
Avirulence Reveals Recombination Suppression over the Proximal
Region of Hessian Fly Chromosome A2", Genetics, 167/1 (2004) 343-
355.

Reineke, A., Schmidt, O. and Zebitz, C.P.W., "Differential Gene
Expression in Two Strains of the Endoparasitic Wasp Venturia
Canescens Identified by Cdna-Amplified Fragment Length
Polymorphism Analysis”, Molecular Ecology, 12/12, (2003) 3485-
3492.

42



[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

Wong, A., Smith, M.L., "Characterization of Aflp Markers in
Damselflies: Prevalence of Codominant Markers and Implications for
Population Genetic Applications”, Genome, 44, (2001) 677-684.

Walton, M., "Molecular Markers: Which Ones to Use? Seed World"
(1993).

Bishop, M.D., Kappes, S.M., Keele, J.W., Stone, R.T., Sunden, S.,
Hawkins, G.A., Toldo, S.S., Fries, R., Grosz, M.D., Yoo, J. and
Beattie, C.W., "A Genetic Linkage Map for Cattle", Genetics, 136/2,
(1994) 619-639.

Kabaloglu, A., Turkiye'de Bulunan Hypogymnia (Nyl.) Nyl. Turlerinde
rDNA ITS Bodlgesi Dizi Analizi ile Cesitliligin  Tanimlanmasi
[Identification of Variation in Hypogymnia (Nyl.) Nyl. Species by Rdna
Its Region Sequence Analysis], Published Ph. D. Thesis, Ankara.
(2007).

Kiraz, S., Ozkdése, E., Akyol, I, "Genetik Polimorfizmin
Belirlenmesinde Kullanilan Molekuler Teknikler": (2007).

Lunt, D.H., Zhang, D.X., Szymura, J.M. and Hewltt, O.M., "The Insect
Cytochrome Oxidase | Gene: Evolutionary Patterns and Conserved
Primers for Phylogenetic Studies”, Insect Molecular Biology, 5/3,
(1996) 153-165.

Kandpal, R.P., Kandpal, G. and Weissman, S.M., "Construction of
Libraries Enriched for Sequence Repeats and Jumping Clones, and
Hybridization Selection for Region-Specific Markers", Proceedings of
the National Academy of Sciences, 91/1, 88-92 (1994).

Ostrander, E.A., Jong, P.M., Rine, J. and Duyk, G., "Construction of
Small-Insert Genomic DNA Libraries Highly Enriched for Microsatellite
Repeat Sequences”, Proceedings of the WNational Academy of
Sciences, 89/8, (1992) 3419-3423.

Schlétterer, C., "Geneological Inference of Closely Related Species
Based on Microsatellites”, Genetical Research, 78/3, (2001) 209-212.

Whitfield, C.W., Band, M.R., Bonaldo, M.F., Kumar, C.G., Liu, L.,
Pardinas, J.R., Robertson, H.M., Soares, M.B. and Robinson, G.E.,
"Annotated Expressed Sequence Tags and Cdna Microarrays for
Studies of Brain and Behavior in the Honey Bee", Genome Research,
12/4, (2002) 555-566.

Pedra, J., Brandt, A., Westerman, R., Lobo, N., Li, H.M., Romero-

Severson, J., Murdock, L.L. and Pittendrigh, B.R., "Transcriptome
Analysis of the Cowpea Weevil Bruchid: ldentification of Putative

43



[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

Proteinases and A-Amylases Associated with Food Breakdown®,
Insect Molecular Biology, 12/4, (2003) 405-412.

Nakabachi, A., Shigenobu, S., Sakazume, N., Shiraki, T., Hayashizaki,
Y., Carninci, P., Ishikawa, H., Kudo, T. and Fukatsu, T.,
"Transcriptome Analysis of the Aphid Bacteriocyte, the Symbiotic Host
Cell That Harbors an Endocellular Mutualistic Bacterium, Buchnera”,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, 102/15, (2005) 5477-5482.

Fulton, R.E., Salasek, M.L., DuTeau, N.M. and Black, W.C., "Sscp
Analysis of Cdna Markers Provides a Dense Linkage Map of the
Aedes Aegypti Genome", Genetics, 158/2, (2001) 715-726.

Severson, D.W., Meece, J.K., Lovin, D.D., Saha, G. and Morlais, |.,
"Linkage Map Organization of Expressed Sequence Tags and
Sequence Tagged Sites in the Mosquito, Aedes Aegypti", Insect
Molecular Biology, 11/4, (2002) 371-378

Graham, D.H., Holmes, J.L. and Black, W.C., "ldentification of
Quantitative Trait Loci Affecting Sex Determination in the Eastern
Treehole Mosquito (Ochlerotatus Triseriatus)”, Journal of Heredity,
95/1, (2004) 35-45.

Turkyllmaz, S., Esendal, M. O., "Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ve
Mikrobiyolojide Kullanim Alanlan", Kafkas Univ. Vet. Fak. Derg., 8/1,
(2002) 71-76.

Ozmen, M., Tavuk Trakelerinde Mycoplasma Gallisepticum’un Real-
Time Pcr Teknigi ile Saptanmasi Ve Istatistik Analizi, Published PhD
Thesis, Cukurova Universitesi Adana, (2011).

Yilmaz, S., Devran, Z., "Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Pzr) ve Bitki
Biyoteknolojisinde Yaygin Uygulamalan”, Narenciye ve Seracilik
Arastirma Enstitiisii,Antalya, (2003).

Milligan, B.G., Leebens-Mack, J. and Strand, A.E., "Conservation
Genetics: Beyond the Maintenance of Marker Diversity", Molecular
Ecology, 3/4, (1994) 423-435.

Austin, A.D. and Dillon, N., "Extraction and Pcr of DNA from Parasitoid
Wasps That Have Been Chemically Dried", Australian Journal of
Entomology, 36/3, (1997) 241-244.

Fukatsu, T., "Acetone Preservation: A Practical Technique for
Molecular Analysis", Molecular Ecology, 8/11, (1999) 1935-1945.

Whiting, M.F., Carpenter, J.C., Wheeler, Q.D. and Wheeler, W.C.,
"The Strepsiptera Problem: Phylogeny of the Holometabolous Insect

44



[125]

Orders Inferred from 18s and 28s Ribosomal DNA Sequences and
Morphology", Systematic Biology, 46/1, (1997) 1-68.

Kim, C., Imura, Y., Tominaga, O., Su, Z.H., Osawa, S., "Pattern of
Morphological Diversification in the Leptocarabus Ground Beetles
(Coleoptera: Carabidae) as Deduced from Mitochondrial Nd5 Gene
and Nuclear 28s Rdna Sequences”, Mol. Biol. Evol., 17, (2000) 137-
145.

45



