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OZET

BAZI LIMNEBIUS (COLEOPTERA: HYDRAENIDAE) TUR CESITLILiGIiNIN
MITOKONDRIYAL COX ALT UNITE 1 GENI HEDEFLENEREK ORTAYA
CIKARILMASI

Bu c¢alismada morfolojik Ozelliklerine bakilarak tanimlanan 9 su bdcegi tiiriiniin
(Limnebius) Cytokrom C Oksidaz Alt Unite 1 (COX) genini DNA dizilimleri molekiiler
calismalar sonucu elde edilmistir.

Incelenen drnekler, farkl: bitki drtiisiine sahip ve farkli yiiksekliklerde bulunan gél,
bataklik, su birikintileri, glet, vb. sucul habitatlardan 2000- 2013 yillar1 arasinda yapilan
arazi ¢alismalar1 ile toplanmustir. Ornekler tiir teshisi yapildiktan sonra -20 °C’de
sogutucuda petri kaplar1 igerisinde saklanmistir. Daha sonra COX 1 bolgesi evrensel
primer kullanilarak PCR yoluyla ¢ogaltilmistir. Cogaltilan DNA bdlgelerinin baz dizin
analizleri yapilmistir. Bu filogenetik analizler 3 farkli algoritma; maximum parsimony,
maximum likelihood, Neighbor-joining programiyla degerlendirilmistir. Degerlendirme
sonucu Hydraenidlere ait alt tiirlerin parsimonik agaci olusturulmustur.

Bu calismada morfolojik yontemlerle yapilan tiir teshisleri ile molekiiler tiir teshisi
karsilagtirilmis ve saglikli bir teshis yapilirken her iki yontemin kullanildiginda daha
saglikl1 bir sonuca gotiirecegi kanaatine varilmaistir.

2019, 36 sayfa

Anahtar kelimeler: Coleoptera, Hydraenidae, Limnebius Filogenetik Analiz, Hatay



ABSTRACT

BASED ON MITOCONDRIAL COX SUBUNIT 1 GENE OF SOME
LIMNEBIUS (COLEOPTERA: HYDRAENIDAE) IN HATAY PROVINCE

With this study, DNA sequences of Cytochrome C Oxydase Subunit I (COX I)
gene were worked out bye molecular proceedings for morphologically identified nine
Limnebius species (Coleoptera: Hydraenidae,).

These species were collected during field work carried out in 2000 and 2013 at
aquatic localities with various altitudes and vegatation. Samples collected were first
identified species to their morphological features prious to be placed on plates in the
freezer at the -20 °C. Afterwords, in order to determine their COX | section, DNA
isolation was rendered with appropriate methods.

PCR method was employed to increase the COX 1 section of the samples with the
help of universal primers. Then basic sequence analysies were made for the increased
with 3 different algorithms, namely maximum parsimony, maximum likelihood and
Neighbor-joining programmes. Based on this assesment the parsimonic tree was to reveal
the resemblance logic between species pertaining in Limnebius species.

In the light of the findings from this study, it was established that phylogenetic
analysies for these nine Limnebius species, which was not studied with moleculer data in
our country, provided universally valid and more reliable information when compared
with morphological data in identifying species.

2019, 36 Pages.

Key Words: Coleoptera, Hydraenidae, Limnebius Phylogenetic Analyses, Hatay



TESEKKUR

Yiiksek lisans tez konusunun belirlenmesinde, arastirilmasi ve yazimi sirasinda
sahip oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢aligmay1 yonlendiren ve her tirlii yardimi
esirgemeyen saygideger danisman hocam Dog. Dr. Ahmet KASAPOGLU’na
tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim sirasinda bana destek olan esim Nebil CEKMECE, oglum Bedir
EMIR ve kizim Melike Zeynep’e tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Smiflandirma ¢aligmalar1 Aristo ile baslamig, 18. yiizyilda da biiyiikk bir ivme
kazanmustir. Tiirler arasinda ¢ok az 6zellikten yararlanilarak birbirinden farkli ve belirgin
gruplara ayiran yapay smiflandirma ve tiirlerin dogal benzerlikleri ile bu benzerliklerin
stirekliliklerine gore gruplandirilan dogal siniflandirma olarak ikiye ayrilir.

Linnaeus’un gelistirdigi smiflandirma sistemi 200 yildir kullanilmaktadir.
(Karagay, 2013).

G. Buffon (1707-1788) yapay smiflandirmaya karsi ¢ikmustir. Buffon, yapay
smiflandirmalarin metafizik bir hata oldugunu savunuyordu. Buffon, bugiin farkl gériilen
tiirlerin, gegmiste ortak atalardan tiiremis olabilecegini savundu. Lamarck (1744-1829)
ise omurgalilar ve omurgasizlar ayrimini getirdi. Tirlerin degistigini gostermek i¢in
secerek yetistirilen drnekleri esas aldi. Lamarck’a gore, canlilar ¢evrede meydana gelen
degisimlerden etkilenir ve ¢evreye adapte olarak degisirler. (Topdemir, 2014).

Molekiiler tekniklerin gelismesi sonucu DNA dizi analizlerinin yapilabilmesiyle
daha net veriler ortaya ¢ikarmis ve morfolojik teshislerde yapilan hatalar azalmigtir. DNA
tipk1 bir barkod gibi marketlerde nasil her barkot belli bir liriinii temsil ediyorsa canlilar
icin de DNA ayn1 seyi yapiyordu. Onun ne oldugunu nasil 6zelliklere sahip oldugunu
ifade ediyor. Molekiiler sistematigin temelini olusturan bu yap1 karsilastirmali anatomi
ve diger morfolojik dzelliklere gore yapilan teshislerle ¢6ziilemeyen filogenetik iliskilerin
¢Ozlimiinde biiylik yardimi olmustur. Limnebius yaptigimiz calismada tiir ayriminda
erkek cinsiyet organi (aedeagus) kullanilmistir. Calisilan 9 tiirde toplanan 6rneklerden
erkekler ayrilmig daha sonra sekline bakilarak tiirlerin teshisi yapilmistir. Ancak bu kiigiik
farkliliklar tiir teshisi i¢in yeterli olmayabilir.

Canli DNA’s1 evrimsel siiregte birgok degisime ugramistir ve bu yiizden filogenetik
analizlerde daha oransal olarak daha yavas degisim gosteren ribozomal RN A baz alinarak
analiz yapilirken, tiir i¢i ayrimlarda hayvanlarda mitokondriyal DNA’dan
yararlanilmaktadir.

“Mt. Cit. C oksidaz (COI veya COX1) gen dizisi hayvansal organizmalar icin DNA
barkodu olarak kullanilmaktadir (Ertugrul ve Kog 2012).
Bu ¢alismada Hatay ve Dogu Anadolu bolgesinden toplanan Limnebius cinsine ait

9 tiirlin mitokondriyal COX 1 geni ile tiir tanimlanmas1 yapilmistir. Hedef DNA



molekiilleri PCR yardimiyla cogaltildiktan sonra Sanger yontemi ile dizilenmistir.
Diziler Neighbor-joining, maximum likelihood, maximum parsimony olarak adlandirilan
3 fakli algoritma ile filogenetik analizi yapilmistir.

Bu calismadaki amacimiz Limnebius g¢esitligini molekiiler diizeyde arastirip
bulunan tiirleri DNA sekanslar1 ve bu sekanslardan olusturulan soy agacinin Tiirkiye’nin
ekolojik ¢esitliliginin yan1 sira Diinya genelinde yapilan bir¢ok ekolojik ¢alismaya da
kaynak olusturmaktir. Bunun yani sira esas amacimiz yapilan morfolojik analizlerle
molekiiler analizler arasindaki hata ve dogruluk oranlarini bularak hangi yontemin daha
verimli ve dogru sonuglara gotiirdiiglinii bulmaktir. Elde edilen veriler, molekiiler analiz
yontemini daha iyi anlamamizi ve ¢ikabilecek hata ve riskleri kavramamiza yardimci

olacaktir.

1.1. Coleopterler’in Genel Ozellikleri

Bocekler, en fazla tiire sahip olduklarindan onlarm yasamin ve evrimin
anlasilmasinda ¢ok dnemlidirler. En eski fosilleri 400 milyon yilliktir ve Amerika’da
Karbonifer katmaninda ve Iskogya’nm Orta Devon katmanlarmda rastlanmistir.
Coleoptera, essiz tiir zenginligine sahiptir. 350.000’in iizerinde tanimi yapilmis tiire
sahiptir. Coleoptera, Myxophaga Archostemata, Polyphaga ve Adephaga olmak iizere
4alt takimdan olusmaktadir. Polyphaga ve Adephaga alttakimlar1 bu béceklerin %99 unu
kapsamaktadir (Gtilpergin, 2013).
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Sekil 1.1. Coleoptera filogeni diyagrami (Giilpergin, 2013).

Coleopterler, 6n kanatlarinin sertleserek elitra’ya doniismesiyle diger boceklerden
ayrilirlar. Elitra, abdomenin {ist yiizeyini Orter, zarst alt kanatlar1 korur. Coleoptera

takimlar1 Permiyen ve Erken Trias Donemde birbirlerinden ayrilmaktadir (Giilpergin,
2013).

1.2. Limnebius Morfolojisi

Boylar1 1 ila 2,5 mm arasindadir. Viicut sekilleri uzunca ovaldir. Genellikle koyu
kahverengi ve siyahtir. Tath sularin durgun yerlerinde ¢amur, kum ve taglar arasinda
yasarlar. Genellikle kii¢iikk omurgasizlarla ve dokiintiiyle beslenirler. Tiir ayriminda
genellikle erkek cinsiyet organi (aedeagus) kullanilir. Yaklasik 210-760 mikron
boyundaki aedeagus, stereomikroskop altinda igne yardimiyla ¢ikarilir, 11k

mikroskobunda sekli gizilerek tiir teshisinde kullanilir (Kasapoglu, 2002).



1.3. DNA Barkotlama

DNA barkotlama terimi, son yillarda adindan sik¢a bahsettirmeye baslayan bir
ifadedir. Bu yontem temelde canlinin tiir teshisi i¢in uygun donanima ve kisaliga sahip
niikleer materyalinin dizi analizi sonucu dogru ve hizli bir sekilde tanimlanmasini
saglamaya dayali bir yontemdir. “Hebert ve ark. (2003) tarafindan kullanilan bu kavram
daha sonra akademik camianin ilgisini ¢gekmistir (Ertugrul ve Kog, 2012).

Proje, Paul Hebert’in aligveris yaparken aklina gelir. Market c¢alisanlarinin,
ambalajlar iizerindeki barkotlar1 okutarak iriiniin ne oldugunu ve sayisin1 gérmesine
benzetir. Hebert, bu yontemin biyolojik sistemlerde de kullanilabilecegini diisiintir.
Bunun uygulanabilmesi icin tiirleri birbirinden aywrabilecek DNA dizilimine ihtiyag
vardi. Niikleotid dizilimi tiirden tiire fark eden bir gen olmaliydi. Eger DNA ’nin niikleotid
dizilimi barkod gibi kullanilabilirse biitiin tiirleri birbirinden aywrma imkani olurdu
(Karagay, 2013).

Ancak bu yontem tek bir gen bolgesi kullanilarak yapilmali ve tiim hayvanlarin tiir
teshisinde ige yaramaliydi. Gen haritasi ¢ikarilarak tiir teshis edilebilir ancak bu maliyeti
yiiksek bir yontem olurdu. Bu yiizden canlinin tiim genomu yerine bir par¢asinda ayni tiir
teshisi yapilip yapilamayacagina bakildi. “Bir genin DNA barkodu olarak
kullanilabilmesi i¢in su 6zelliklerinin olmasi1 gerekir:

1. Tiir seviyesinde belirgin bir genetik varyasyona,

2. PCR islemleri sirasinda sorun olusturmayacak kisa dizi uzunluguna sahip olmasi,

3. Canlilar i¢cin uygun ortak primerler ile ¢ogaltilabilen, korunmus u¢ bolgelerine
sahip olmasi (Keskin ve Atar, 2013).

“DNA barkod kullanim1 ilk yayimni ile (2003’te goriilen ilk yaymla birlikte) kisa
slirede bir¢ok aragtirmaci raporlarmda bu teknigin saglamligini bildirdi. Mt.sit C oksidaz
alt tinite I geninin kisa bir dizini (~600 bp) kullanimi ile, tiir seviyesine kadar kimlik
basar1 orani kuslar dahil olmak iizere bircok organizmada %98-100 arasinda
bildirilmektedir. Bu barkodun kullanimiyla birka¢ tiir daha once olarak geleneksel
taksonomik yollarla analiz edildiginden tek bir tiir olarak diistiniilmekteydi. Bu heyecan
verici gelismelerden sonra tiirlerin tespiti konveksiyonel taksonomi uzmanlar1 olmadan
bile tespite edilebilecegi soylentilerini koriikledi. Tiirlere hizli ve dogru kimlik

saglamanm haricinde, bu teknoloji farkli taksonlar arasindaki filogeneik baglantilar:



ortaya ¢ikarmay1 vaat ediyor (Aravind et al, 2007). “DNA barkodlama taksonomi, adli
bilimler, gida endiistrisi, hayvan besleme, genetik cesitlilik, biyoteknoloji ve tiir teshisi
gibi bir¢ok alanda kullanilabilen bir uygulamadir (Keskin ve Atar, 2013).

Acikgasi, bu DNA barkotlama ile mevcut taksonomik araglari tamamlayacak ve
0zel gruplar i¢in saglam bir kimlik plani gelistirilmesi amaci taksonomi igin avantaj
olacaktir. Boyle bir siire¢, zaten tanimlanmig taksonomik grubun inceliklerine yararl
acilimlar saglayabilir. Dahasi, DNA barkod bilgileri de tiirlerin taksonomik konumuna
iligkin ve taksonomik ¢ikmazlar1 gidermek yeni hipotezlerin gelistirilmesine yardimci
olabilir. Sonu¢ olarak, DNA barkotlama teknigin faydalar1 ve goreceli maliyetleri
tartisilmaya devam ederken bu arag, etkili bir geleneksel taksonomik calismalari
tamamlayici olarak ve 6nemli takson i¢in fikri miilkiyet haklar1 (FMH) giivencesi i¢in
kullanilabilirligi oldugu agiktir. Bu hem iilke beceri ve altyapisimin gelismesi i¢in hem de
milli mirasm tstlendigi barkodlarimizin korunmasi ve ticareti i¢cin onemli olacaktir
(Aravind et al, 2007).

Tim bu caligmalar yapilirken Paul Hebert’in hayalindeki barkod okumay1
gergeklestirmek icin; tiim bu bilgilerine depolanmasi, gerektiginde ulasilabilmesi ve yeni
verilerin yliklenebilmesi i¢in bir internet tabanli veri agna ihtiya¢ vardi “DNA
barkotlama teknolojisi kullanilarak, arastirmacilar Diinya’nin biyolojik cesitliligini hizli
ve dogru degerlendirmek i¢in Diinya’daki tiim tiirlerin DNA’larindan standart kisa bir
pargayla bilimsel bir topluluk saglayacak bir kiitiiphane kurmak istiyoruz.” (Stoeckle and
Hebert, 2008) 2008’de Mark Stoeckle ve Paul Hebert’in Bilimsel Amerikali (Scientific
American) dergisinde ¢ikan makalelerindeki bu ¢agri bilimsel topluluklarin, devlet
kurumlarinin ve kamuoyunun dikkatini ¢ekti.” Yayma destek DNA barkodlama
arastrmalarma biiylik bir destek sagladi ve 50 iilkede 200 iiyesi ile Yasam Barkod
Konsorsiyumu kurmak igin kullanilan hibe 100 milyon dolar1 bulmustur. Kanada ulusal
aragtirma ag1, DNA barkod edinim i¢in barkod kayitlarmni toplama, basitlestirme ve
barkod kayitlarinin kiiratorliigii ile analiz i¢in gerekli bilesim platformu gelistirmeye
yoneldiler” (Vernooy et al., 2010).

“Konsorsiyum hentiiz gelismekte olanlar da dahil olmak iizere, gezegendeki tiim
tiirler icin DNA barkod gelistirmekte iddiali bir programi vardi. CBOL biyogesitlilik
konusunda temel arastirma gida yasalari, karantina ve bitki saghigi yasalar1 ve yaban

hayatinm korunmasi uygulanmasi i¢in, bu teknigin bir¢ok uygulamayi dngdrmektedir.



CBOL bu teknikte gida yasalarini uygulama da biyogesitlilik temel arastirmalarindan,
karantina ve bitki yasalar1 saglig1 ve yaban hayatin korunmasi gibi bircok uygulamay1
ongodrmekteydi” (Aravind, 2007).

“Ikinci gaba BOLD un tasarlanmasima yol agmustir, Yasam Veri Sistemleri Barkod
(http://www.boldsystems.org) simdi 5.000’den fazla kayitli kullanicisi, yaklasik 100.000
tiir ve 850.000’den fazla tiir numuneleri var “(Vernooy et al., 2010).

CBOL’un kurumundan bu yana birbirini destekleyen bir¢ok veri ag1 kurulmus

(6rnegin ; IBOL, CCDB, GenBank ,EOL ve GBIF gibi. ) ve tiim bu web tabanli aglardan

en sik kullanilan1 ve tiim bu veri tabanlarini sirketlerinin ortakligiyla olusturulmus kurum
ise Hayat Bilgi Sistem barkodu The Barcode of Life Data System (BOLD) kurulmustur.

“Hayat Bilgi Sistemi Barkod (BOLD)- www.barcodinglife.org- érnek toplamadan
barkodu kiitiiphanede onaylamaya kadar olan analitik yolunun tiim asamalarini
destekleyen birlesik bir biyoinformatik platform saglar” (Ratnasingham and Habert,
2007). Bold, May1s 2004 ten baslayarak giiniimiize kadar gelen ¢aligsmalar1 sonucunda
337.538 tane hayvanlar i¢in barkod kiimesi (BINs), 3.528.325 tane sekans, 3.102.635
barkod sekansi toplamig bunlarin 145,758°1 hayvan, 53.4351 bitki ve 15.435°1 fungus ve
diger canlilardir.

Vernooy ve arkadaslar1 Ekim 2010°da yaynladiklar1 bir makalede bahsettikleri bu
projeyi uluslararasi boyuta tasimak istiyorlardi. “Ekim 2010 Uluslararasi1 Biyogesitlilik
Y11 olarak; bu kiiresel ¢abalar1 koordine etmek, arastirmacilar ve biyogesitlilik korumak
icin Orgiitlerin bir ittifak olusturarak Uluslararas1 Yasam Projesi Barkod ‘unu
(http://www.ibolproject.org: iBOL) baslatmay1 planliyoruz. Proje potansiyeli, sosyal,
kiiltiirel ve ekonomik, etkileri dogrudan ve dolayli gelismekte olan iilkeler iizerinde 6zel
bir odaklanma ile DNA barkodlama arastirmalarini genisletmek ve giiglendirmek i¢in 26
tilkeyi bir araya getirecektir. IBOL faaliyetlerinin ilk bes yil iginde Diinya'nin tiirlerin 500
bin temsil eden 5 milyon 6rnek den DNA barkod almak i¢in gelismekte olan iilkelerdeki
arastrmacilar ve yerel topluluklar ile is birligi yaparak bu durumu diizenlemeyi
amacglamaktadir. Cahisma o6zellikler IBOL tarafindan taksonomik gruplar iizerinde
durulacakti ¢iinkii onlar ekosistemin anahtar1 (6rnegin; pollinators (tozlastiricilar),
zararhlar (6rnegin; pestist (bocek zararlilari), hasatlar1 (ormanlar ve baliklar gibi) veya
onlar koruma programlarmm onemli hedefleridir (6rnegin; memeliler, siiriingenler)”

(Vernooy et al., 2010).


http://www.ibol.org/
http://ccdb.ca/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.eol.org/
http://www.gbif.org/

“iBOL Biyolojik Cesitlilik Sozlesmesi (CBD) ii¢ ana hedefi barindirir: Biyolojik
cesitliligin korunmasi, siirdiiriilebilir kullanimi ve genetik kaynaklarin kullanimdan
kaynaklanan faydalarin adil ve esit paylasimi1” (Vernooy et al., 2010).

DNA barkotlama biyogesitliligin evrensel standartlarda kayit alinmasi sadece
taksonomik acidan Onemli degildir. Ayn1 zamanda gida ve ilag sanayisinden,
bulunduklar1 c¢evrenin yasam kalitesine kadar bize genis bir bilgi ag1 saglayabilir.
“Komiiniteler, bir ekosistemin ‘“hafizas1” olarak da degerlendirilir. Ciinkii g¢evresel
faktorler, Ol¢lim yapilan andaki durumu belirtir, gecmis donemlerdeki su kalitesi
hakkinda bilgi saglamaz” (Kazanci, 2008). Ancak ge¢misten giiniimiize yapilan bu DNA
barkod c¢aligmalarina bakilarak, arastirilan bolgedeki tiir cesitliliginin durumu bize
bolgenin kalitesi yani ekosistem kosullar1 hakkinda gerekli bilgiyi, varsa sorunu
gosterebilir. Ciinkii canlinin varlig1 ve komiinite yapilar1 habitatin kalitesini yansitir.
DNA barkod ¢alismalariyla belki bir miir siirecek bir ¢calima kisa bir siirede tamamlanip

almmas1 gereken onlemler korunmasi gereken tiirler tespit edilebilir.

1.3.1. Hayvanlarda DNA Barkotlama Cahsmalar

Okaryotik canlilarin sahip olduklar1 toplam genetik materyal, nukleus i¢indeki
genomik DNA’ya ilave olarak mitokondri (mtDNA) ve kloroplastta bulunan (cpDNA)
DNA molekiillerinden olusmaktadir. Hayvan hiicrelerinde sadece mitokondriyal DNA
bulunurken, bitki hiicrelerinde hem mitokondriyal DNA hem de kloroplast DNA’s1
sitoplazmik genom olarak bilinmektedir. Kloroplast ve mitokondri DNA’s1, sitoplazmik
kalitim materyalleri olarak da bilinir. Mitokondri ve kloroplast anaya aittir ve yumurta
vasitasiyla nesiller boyunca aktarilir. Mitokondri, hiicre boliiniirken, ¢cogalir. Mitokondri
cift zarhdir, kendine 6zgli DNA’s1t (mtDNA) ve ribozomlar: ile, gesitli enzimleri
sentezleyebilir ve adenozin trifosfat (ATP) sentezler. Hayvanlarda mtDNA, oksijenli
solunumla ilgili genleri tasir (Ozdil, 2007).

Mitokondri yar1 otonom olarak, Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan ve
kendi kendine ¢ogalabilen bir organeldir. Cap1 1-2 um olup, insanlarda 16 569 baz ¢iftine
sahip ¢cembersel mitokondriyal DNA (mtDNA) kopyalar1 bulunmaktadir. Ortalama
olarak, bir okaryotik hiicre 100- 10000 mitokondri kopyasi icerir” (Passarge, 2006).

Mitokondri eseyli tlireyen canlilarda genel olarak sadece anneden aktarilan bir DNA



oldugu i¢in ve evrim siirecinde ¢ok fazla degismeyip sadece tiirden tiire kiigiik farliliklar
iceren bir niikleik materyaldir. Bu 6zelligi de Hebert’in DNA barkodlama i¢in evrensel
bir kod olma niteliklerinde aradigi bir 6zellikti. mtDNA’nin evrim siiresinde ¢ok fazla
kombinasyonlarda bulunmamasmin nedeni ise, ¢ift zincirli, halkasal yapida ve tek bir
molekiilden olmasiydi. Ciinkii bu yap1 hiicre boliinmesi esnasinda ¢ekirdek DNA’sinda
oldugu gibi parca degisinin gergeklesmesini engellemekteydi. Mutasyon orani diistik
oldugu i¢in, mtDNA’da genetik varyasyonun kaynagi su sekilde 6zetlenebilir.

a) niikleotid eklenmesi

b) niikkleotid kaybedilmesi

c) belirli gen bolgelerinde DNA’nin farkli uzunluklarda olmasi

d) niikleotidlerin yer degistirmesi

e) herhangi bir lokustaki niikleotid dizilimlerindeki cesitli degisimler (Ozdil, 2007).

Iste bu degisimler tiirler aras1 farkliliklar1 saglamakta ve DNA barkodlama igin bize
tiirler aras1 gerekli ayrimi yapabilme yetisi vermektedir. “Pek ¢ok calismada, COlI
geninin, 655 baz ciftlik boliimii kullanilarak bir¢ok karmasik gruplarda %98-100

oranlarinda tanimlama yapilmustir (Keskin ve Atar, 2013).

1.3.2. Neden COI Geni?

COI geninin kullanishiligi, bir¢gok omurgasiz ve omurgali grubu ic¢in kabul
edilmistir. Barkotlama, hayvansal hiicre hatlarinin belirlenmesinde de kullanilabilir ve
veri bankasindaki materyallerin belirlenmesinde onerilen bir uygulamadir. Ayrica, COI
geni, kirmiz1 makro alglerin, protistlerin ve bazi funguslarin teshisinde de kullanilabilir.
(Keskin ve Atar, 2013).

Glinlimiizde metazoalar i¢in barkot, COI geninin 5 ucundan 652-658 baz ciftlik
DNA bolgesidir. Gegmiste yapilan birgok taksonomik analizde, 16S rRNA ve 12S rRNA
dizileri, yiiksek insersiyon (araya niikleotid girmesi) ve delesyon (niikleotid kayb1)
frekans1 nedeniyle zorluklara sebep olmustur. COI geninin diger mitokondriyal genlerden
stlinliigii, farkli taksonomik seviyelerde kullanilabilir olmas1 ve metazoa tiirleri i¢in

evrensel primer ciftleri kullanilarak ¢ogaltilabilmesidir.



COlI geninde bulunan kodonlarin III. pozisyonundaki niikleotidleri, yiiksek oranda
inversiyon gostermekte ve boylece mitokondriyal rRNA genlerine oranla 3 Kkat evrim
hizina sahiptirler. Diger onemli nokta ise COI geninde gerceklesen evrimin, tiir i¢i
varyasyonu ortaya koyabilecek hizda gergeklesmesidir.

COI'1in barkod olarak kullanilmasmdaki neden, tiir i¢i belirgin ayrim giicii ve tiir i¢i
ile tiirler arasindaki uzakligin cakismadigi tipik varyasyon modelidir. (Sekil. 1.2) (Keskin
ve Atar, 2013).

Tar igi

Barkodlama acikhig

Kargilagtirma sayisi

Genetik uzakhk

Kargilagtirma sayisi

Genetik uzakhk

Sekil 1.2. Tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik uzakliklarin dagilim frekanslari. a): tiir ici
varyasyon ve tiirler arasi varyasyonun ayri dagilimindan kaynaklanan barkotlama
acikligi, (b) tiir i¢i ve tiirler arasi varyasyonun cakisan dagilimi sonucu barkotlama
acikligiin bulunmamasi (Keskin ve Atar, 2013).

Bunlara ragmen COI barkod olarak kullanilmadig1 canlilar da mevcuttur. Porifera,
Ctenophora ve Anthozoa gibi gruplarda mitokondriyal DNA’nin evrimlesme hizi diger
metazoadan 10-20 kat daha az oldugu ifade edilmektedir. (Keskin ve Atar, 2013).

Mitokondri DNA’sindaki degisimler eklemeli olarak korunmakta ve nesilden
nesile aktarilmaktadir. Ancak heteroplazmik yapinin s6z konusu oldugu midye (Mytilus)
ve beyaz mersin balig1 (Acipenser transmontanus)’nin kas dokusunda, meyve sinekleri
(Drosophila) ve bazi hibrit fare hatlar ile izogamik funguslarda tam olarak ortaya
konulamamakta ve sitoplazmada bulunan farkli kaynaklardan gelen mtDNA’lar arasinda
par¢a degisimlerinin oldugunu bildirilmektedir. Heteroplazmi, bir hiicrede birden fazla
kokene ait farkli mtDNA’nm birlikte bulunmasi olarak tanimlanir. Bu hiicrelere sahip

organizmalar da heteroplazmik organizmalar olarak adlandirilir (Ozdil, 2007).
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Mt. Sit. C oksidaz gen dizisi, hayvanlar icin DNA barkodu olarak kullanilmaktadir
(Hebert et al. 2003). Ancak bitkiler i¢in ¢ok uygun degildir. Bunun sebebi diisiik
niikleotid degisim oranina sahip olmasidir. Bitki barkot kaynagi olarak kloroplast
(cpDNA) ve ¢ekirdek genomu (nrDNA) kullanilir. (Filiz ve Kog, 2012) CBOL ve BOLD,
¢ekirdek genomunda bulunan ITS dizisinde en uygun DNA barkodu olduguna karar
verilmistir (Filiz ve Kog, 2012).

1.4. DNA Barkodlama is Akisi

Barkotlama, belli 6rneklerin DNA’larmin dizilenmesi ve diger bilgiler ile bir araya
getirilerek kataloglanmasmna dayanmaktadir. Niikleotid dizilerinin hizalanmasi ile
verilerinin analiz edilir. Elde edilen niikleotid dizileri, teshis edilmis ve veri tabanina
yliklenmis barkotlar ile karsilastirilir. Diziler, barkotlardan biri ile eslesirse tiir
tanimlanmis olur. Eslesme olmadigi durumda, benzerlik oranlarma gore, tiirlere iligkin
yeni bir barkot kaydi olarak veya muhtemel yeni tiir olarak degerlendirilir. Diziler,
kontrol i¢in kodon analizinden gegirilir ve herhangi bir insersiyon, delesyon veya bitis
kodonu olup olmadigi tespit edilir. Daha sonra Kimura 2-parameter (K2P) modeline gore
genetik uzaklik matrisi olusturulur ve karsilastirilan diger tiirler ile iliskisi neighbor-
joining yontemiyle soy agaglar1 ile gosterilerek tiir i¢i ve tiirler arasi sonuglari
degerlendirilir (Keskin ve Atar, 2013).

Barkotlama ile tiir teshisi, tiiriin genomundan elde edilmis DNA barkodunun
kullanilmasiyla yapilir. Bu barkot dizileri, veri tabanindaki barkodlar ile karsilastirilir.
Bunlardan biri ile eslesirse tiir tanimlanmis olur. Eslesme olmazsa, benzerlik oranlarina
gore yeni bir barkod kaydi veya muhtemel yeni bir tiir olarak nitelendirilir. Barkotlama
calismalar1 genel olarak 6rneklerin elde edilmesi, DNA barkot dizilerinin elde edilmesi
ve kataloglanmasi1 seklinde yapilmaktadir. Bunlarin analizi ise niikleotid dizilerinin
hizalanmasi ile baslar. Hizalanan diziler, kontrol amaci ile kodon analizinden gegirilir ve
herhangi bir insersiyon, delesyon, veya bitis kodonu olup olmadigi ile tespit edilir.
Ardmdan Kimura 2-parameter (K2P) modeline gore genetik uzaklik matrisi olugturulur
ve karsilastirilan diger tiirler ile iligkisi neighbor-joining yontemine gore ¢izilen agaclar

ile gosterilerek tiir i¢i ve tiirler aras1 sonuglar1 degerlendirilir (Keskin ve Atar, 2013).
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1.5. mtDNA Analizinde Yasanan Zorluklar

mtDNA analizlerinde karsilasilan zorluklarin baginda heteroplazmi gelemektedir.
Mitokondriyal DNA, anaya ait bir kalitimdir. Fakat niikleer psddogenlerin farkli
cogalmalari, somatik mutasyonlar, atasal aktarimlar ve tiir ¢caprazlamalar1 heteroplazmiye
neden olmaktadir (Keskin ve Atar, 2013). Birden fazla mtDNA’nin bulunamasi mtDNA
dizi analizi ile DNA barkotlama ile soyagaci olusturmay1 imkansizhale getirmektedir.
Ciinkii diz analizi yapilan mitokondrinin paternal m1 maternal m1 oldugu yoksa mutasyon
gecirmis hiicrelerden biri mi oldugunu bilemeyiz.

Ikinci olarak da psddogenlerden (yalanci genler; pseudogenes) bahsedebiliriz.
“Bu genler, genlerin duplike kopyalarmm evrimsel artigidir ve onlar1 iglevsiz kilan
mutasyonlara ugramislardir. Bazi durumlarda, bu tiir genlerin ¢ok sayida kopyalarina
rastlanir” (Klug., 2009). “Psddogenler, evrensel primerler kullanildiginda mtDNA ile
birlikte amplifiye olabilmektedir. Bu durum, niikleusta meydana gelen niikleotid
yerdegistirmelerinin mitokondriyal genomdakiler kadar hizli olmamas1 nedeniyle DNA
barkotlama acgisindan sorun olusturmaktadir. Fakat son c¢alismalarda barkotlama
sonuglarinin psddogenler nedeniyle yanlis degerlendirilmesini 6nlemistir. (Keskin ve
Atar, 2013).

Bilindigi gibi DNA extraksiyonunu elde etmek zordur 6zelliklede arsivlenmis
orneklerden. Folmalin i¢ine konan 6rnekler gerek daha sonra arastirilmak icin gerekse bir
yerden baska bir uzak yere gotiirliliirken 6rnegin bozulmamasi i¢in formalin igine
birakilir. Ve DNA barkotlamadaki sorunlarmn bir digeri de pH’1 iyi ayarlanmamus
formalin ¢ozeltilerinden kaynaklanmaktadir.” pH dengesi ayarlanmamis formalinin hizli
asidifikasyonunun DNA ekstraksiyonunu zorlastirdigi bildirilmektedir. pH dengesi
ayarlanmis formalin igerisinde uzun siire saklamak molekiiler analizde kullanilmalarina
engel degildir. Formalin i¢inde muhafaza edilen dokulardan DNA ekstraksiyonuna iliskin
bir¢gok protokol bulunmaktadir, formalin i¢inde saklanmis zooplankton ve balik DNA
barkotlar1 da mevcuttur. Molekiiler analizde kullanilacak dokularim muhafazasinda en
uygun yontem etanol i¢inde saklamak ya da dondurmaktir (Keskin ve Atar, 2013).

DNA barkotlamay1 zorlastiran bir bagka etkende hatali dizilerdir. Tiirlerin niikleotid
kayitlarmm NCBI Gen Bankasi veri tabaninda hizla artmis ve bu sayede canlilarin

karsilastirmali tanimlanmasinda dev bir kiitiiphane olusmustur. Bu kiitliphane hizla

12



biiylimektedir. Fakat Gen Bankasi veri tabaninda taksonomik tanimlamanin hatali
yapilabildigi, DNA dizisinin uygun dikkatli kontrol edilmedigi, mikrobiyal bulagmalara
maruz kalmis bir¢ok hatali diziye de rastlandigi iddia edilmektedir. Bu hatali diziler,
belirli taksonlarin karsilastirmali incelenmesi ile tespit edilebilmektedir (Keskin ve Atar,
2013).

Tiirler arasindaki hibritlesmeler, barkotlama calismalarinda ciddi sorunlar
yaratmaktadir (Keskin ve Atar, 2013). Hibridizasyon farkli kaynaklardan gelen niikleik
asitlerin tamamlayici1 baz eslemesiyle birbirine tutunmasidir.” (Madigan and Martinko,
2010). COl, mitokondriyal bir gendir ve genellikle anneden aktarilir. Bu yiizden hibrit bir
canli hatali olarak maternal tiirle ayni tiir olarak teshis edilecektir. Eger tanimlamasi
yapilan tiir, hibritlesebilen bir tiir ise mutlaka DNA barkotlamanin yani sira bilinen tiiriin

niikleer DNA allellerinin de analiz edilmesi gerekir (Keskin ve Atar, 2013).

1.6. DNA Barkotlama ile Taksonomi Arasindaki iliskisi

DNA barkotlama, taksonomik ¢alismalara destek olsa da barkotlama hi¢bir zaman
kapsamli bir taksonomik analizin yerini tutacak bir yontem degildir. Bir canliya ait
barkod, veri tabanindan bir tiirle eslesmezse, bu onun yeni bir tiir oldugunu gostermez.
Ornekler, detayll bir taksonomik analize tabi tutulmalidir. Tiir teshisinde, klasik
taksonomik yontemler, barkotlama yonteminden daha yiiksek bir dogruluga sahiptir.
Detayli olarak ¢alisilmamis gruplarda klasik taksonomik ¢alisma oncesinde yapilacak
DNA barkotlama ile 6rneklerin hizla farkli gruplara ayrilmasi saglanabilir ve taksonomik
calismanin is yiikii azaltilabilir. Yeni tiirlerin teshisinde DNA barkotlama, siireci
hizlandirmakta ve kolaylastrmaktadir. Genellikle morfolojik ve ekolojik verilerin
toplanmasini da gerektiren klasik taksonomik c¢alisma yontemleri, farkli taksonomik
gruplara gore degiskenlik gosterirken, barkotlama analizi biiyiik gruplar i¢in hemen

hemen standart hale getirilmistir (Keskin ve Atar, 2013).

1.7. DNA Barkotlama ile Filogeni arasindaki iliski

DNA barkotunun dahil edilmesiyle, filogenetik caligmalarda onemli geligmeler

olmus ve farkli gruplara yonelik ¢aligmalar artmistir. Molekiiler filogeni ¢aligmalarinda,
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oncelikle taksonun Ol¢egi (familya, cins vb) belirlenir. Grubu temsil eden taksonlarin
belirlenmesi, soy agaclarin olusturtulmasinda en uygun yontemin tespiti zorunludur. Bu
yontemler; Maximum Parsimony, Maximum Likelihood, Bayesian analizidir. Bu
islemler, farkli caligmalarda anlatilmakla birlikte, filogenetik agaglarin olusturulmasinda
oldukca 6nemlidir. Daha 6nceden hedef gen se¢iminde, ribozomal genler tercih edilirken,
giiniimiizde daha stratejik gen secimleri yapilmaktadir. Dolayisiyla, son filogenetik
analizlerde, birkac¢ kilobaz uzunlukta DNA dizileri elde edilmektedir. Boylece farkl
taksonomik seviyelerden elde edilen filogenetik ¢ziiniirliigiin artirilmasi saglanmakta ve
belirli hatalarin 6niine gegilebilmektedir (Keskin ve Atar, 2013).

Bagka bir sorun ise tiir drneklemelerine, lokus se¢imine oldugu kadar 6nem
verilmemesidir. Fakat orneklemenin g¢ogaltilmasi dal uzunluklarmm kisalmasimi ve
homoplasinin azalmasmi saglayarak dogru soy agacmin olusturulmasma katki
sunmaktadir. Aksi takdirde dal uzunluklar1 ve homoplaside goriilecek artig, hatali bir
filogeni olusturulmasi yol acabilir. Bir¢ok arastirici filogeninin ¢oziiniirliiglinii artirmak
icin daha fazla gen eklemektense daha fazla takson eklemenin ¢ok daha olacagini ileri
stirmektedir. Veri setine daha fazla takson eklemek analize yardimci olmakla birlikte,
eklenecek taksonlarn se¢ciminin 6nemini artirmaktadir. Bu sinirlayict nedenlerden dolay1
arastiricilar, yiiksek sayida takson iceren filogenetik veri setleriyle ¢alisirken daha
bulgusal ve basit analitik yontemlerden faydalanmaktadir. Barkod kiitliphaneleri ile
molekiiler filogenetik veri setleri benzerlikler gosterse de DNA barkotlar1 genellikle
evrimsel iligskileri derinlemesine ¢oziimleyebilecek yeterlilikte degildir. DNA
barkodlama ¢alismalari, filogeni olusturmak i¢in takson se¢iminde yardime1 olmaktadir.
DNA barkodlar1 hem tiir tanimlamada hem de ayrimi zor veya yeni tiirlerin ortaya
cikarilmada etkilidir, detayl filogenetik analiz gerektiren taksonlarin belirlenmesinde

molekiiler biraragtir (Keskin ve Atar, 2013).
1.8. DNA Barkotlamanin Popiilasyon Genetigi ile iliskisi

“Biyolojik iligkilerin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan uygulamalar biyolojinin iki
onemli dali tarafindan gelistirilmistir. Bunlar filogenetik ve popiilasyon genetigidir. Bu

bilim dallari, canlilar arasindaki iliskilerin farkli seviyelerine odaklanmistir. Molekiiler

filogenetikte, canli gruplar1 arasindaki evrimsel iligkiler ele alinirken, popiilasyon
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genetiginde ise tek bir tiiriin kendi i¢indeki ve farkli popiilasyonlar1 arasindaki varyasyon
irdelenmektedir. Bu noktada DNA barkotlama, tiirler bakimindan kapsamli bir igerige
sahipken, tiirlerin birbirleriyle iligkilerinden ¢ok tanimlanmalarina odaklanir ve iKi
disiplinin ortasinda bir yerde konumlanir. DNA barkotlama, popiilasyon genetigi
caligmalarinda sikca kullanilmakta ve tiir i¢i genetik varyasyonu belirlemede basarili bir
genetik aymag olarak kabul gormektedir. Ozellikle balik popiilasyon genetigi
calismalarinda etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Avustralya’dan toplam 207 balik
tiirliniin COI dizisini analiz eden arastirmacilaar, ortalama tiir ici K2P uzakligim %0,39
olarak belirlemistir. Arastiricilar, bu sonuglarin COI geninin barkotlanmasinin, baliklarda
tirlerin ve tir i¢i farkli popiilasyonlarin tanimlanmasinda kullanilabilecegini

gostermislerdir (Keskin ve Atar, 2013).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Cesitli canlilarla ilgili dnceden DNA barkodlama yontemi ile yapilmis, molekiiler
filogenetik ve molekiiler taksonomi arastirmalarmdan bazilar1 verilmistir.

Kahraman (2014), tez calismasinda Hatay yoresindeki 71 gilindiiz kelebegi
(Rhopalocera) tiiriinii Sitokrom C Oksidaz Alt Unite 1 (COX 1) geninin DNA
dizilimlerini molekiiler yollarla elde etmis ve bu filogenetik analizler sonucunda da
filogenetik bir soy agaci olusturmak ic¢in ii¢ farkli algoritma; maximum likelihood,
maximum parsimony, Neighbor-joining programlariyla degerlendirmistir. 71 tiiriin
birbiriyle akrabaliklarini belirten soy agaglar1 diizenlemistir. Ayrica 71 kelebek tiiriine ait
Mitokondriyal COX 1 gen dizileri tiir tayini amaciyla Gen bankasinda karsilastirma
yapilmis. Filogenetik analizlerin gerceklesmesinde tiim kelebeklere ait DNA dizileri ve
Gen Bankasindan elde edilen referans diziler kullanilmistir. Ve Gen Bankasinda %100
benzesme gosteren tiirler disinda ve Gen Bankasi’nin da kabul ettigi 49 tiirleri Bankanin
veri tabanina yeni veri olarak kaydedilmistir. Calisma sonucunda sitokrom oksidaz ¢ alt
iinite 1 geni tiirlerin birbiriyle akrabalik iligkisini 6lgmekten cok, tiir ayriminda
kullanildig1 bilinmektedir. Burada sitokrom oksidaz c alt {inite 1 geninin yetersizligi
ortaya ¢cikmustir. Ve kelebek tiirlerinin molekiiler verilerle degerlendirilmesinde ilk kez
sitokrom oksidaz c alt {inite 1 geninin kullanilmasi acisindan hem de Hatay ilindeki
kelebeklerin lilkemizde molekiiler yonde ayrimi i¢in ilk ¢alisma olmustur.

Yesiloglu, M (2014), Hydraenidae familyas1 Ochthebius cinsine ait 17 tiirii
calismustir.

Ozdil (2007) , DNA PCR-RFLP (restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi)
markerlar1 kullanarak 20 yoreye ait bal arilarinin genetik yapisini tanimlamig ve farkl
bolgelerde yetistirilen popiilasyonlar arasindaki farklilarin tespit edilmesi amaciyla
anonim lokus, sitokrom b (cyt b), sitokrom C oksidaz I (COI), ribozomun biiyiik alt birimi
(I'rRNA), sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki bolge (COI-COII arasi) ve sitokrom C
oksidaz | ile II arasindaki intergenik bolge (COI-COII intergenik bdlge) lokuslarinda
farkli enzim kombinasyonlarindan yararlanilarak PCR, PCR-RFLP analizi ile COI-COlI
intergenik bolgede DNA dizi analizini yapmuigstir.

Ertugrul ve Kog¢ (2012), arastirma makalelerinde DNA barkodlamasinda genel

olarak kullanilan sitokrom oksidaz ¢ alt iinite 1 geninin (CO1) bitkilerde niikleotid
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degisim orani diisiik oldugundan uygun degildir. Bu yiizden bitkiler i¢in genel bir gen
arama c¢aligmalarini derleyip en sonunda g¢ekirdek ribozomal ITS bolgelerinin bitki
barkodlama ¢aligmalar1 i¢in en ideal diziye sahip oldugu sonucuna varmiglardir.

Keskin ve Atar (2013), derleme makalelerinde DNA barkodlama teknigini tiim
yonleriyle ele almis ve barkodlama esnasinda yasanan zorluklar1 belirtilerek, DNA
barkodlamada son durumu gostermistir. DNA barkodlama tekniginin avantajlar1 gézler
ontine serilerek teknigin kullanilmasimi yayginlastirmak, biyogesitlilik ve ekosistemdeki
degisiklikleri daha kolay gozlemlemek, soyu tiikenmekte olan canlilarin ise kontrollerini
saglayarak biyocesitlilik korumaya dikkat ¢ekmiglerdir.

Ertorun ve arkadaslar1 (2011), arastirma makalelerinde Tiirkiye’nin yedi 6nemli
bolgesinden Hydraenidae ailesinin kontrol listesinin yaptilar. Bu bolgeler Karadeniz
bolgesi, Marmara Bolgesi ve Ege ve Akdeniz Bolgeleri igindedir. Kontrol listesi 210 tiir
icermekte olup, bunlarin ikisi Aulacochthebius Leach., 113’ Hydraena Kugelann, 21’1
Limnebius Leach ve 74 i Ochthebius Leach.’tir. Calismada bu her ailenin tiirlerinin
iizerinde gdsteren haritalar yapilmistir. Calisma verilerine gére Hydreana 161 tiir ve alt
tiirti ile Tiirkiye’de temsil edilmektir. Adephagous su bocekleri 167 tiirler ve 17 endemik
olan alt tiirleri ile Tiirkiye’de temsil edilmektedir.

Giilpergin (2013), arastirma makalelerinde Coleopter takimma bagli béceklerin
filogenisinin molekiiler ve morfolojik bilgi eksikligini tartismistir. Bu veri eksikligini
biyolojik ve evrimsel nedenlere baghdir. Calismalarinda bu konuya yonelik bilgileri
derlemislerdir. Yapilan arastirmalar sonucu bu eksikligin Coleopter takiminin inanilmaz
tiir zenginligi ve cesitliliginden kaynaklandig1 sonucuna varilmis, glinlimiizde birgok
arastrmacimin “Polyphaga-Myxophaga” hipotezini savunmasina karsin, kanat karakteri
ile ilgili yapilan ¢alismalarda “Basal Polyphaga” hipotezi desteklenmistir. Yapilacak
DNA calismalarmnin bu canlilarin dort alttakiminin yakinliklarini belirlemekte ve bu

konuda cevaplanamamis soru kalmayacagi yoniinde tavsiye vermektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3. 1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin Biospeedy DNA Izolasyon kiti kullanilmistir. Kit protokolii

asagidaki gibidir.

Bir mikrofiij tiiptine 600 pl Parcalama Tamponu (%2 CTAB -
hexadecyltrimethylammonium bromide-, 100 mM TrisHCI pH 8, 20 mM EDTA, 1.4
M NaCl) eklenmis, daha sonra bdcek numunesi tliimiiyle tamponun ic¢ine
brrakilmistir.

Numunenin homojenizatorde 2 dk, 6000 rpm’de homojenizasyonundan sonra
95°C’de 10 dk inkiibe edilmistir.

Tiip 14000 RPM’de 1 dk santrifiij edilmis ve elde edilen {ist s1v1 yeni bir tiipe transfer
edilmistir. Elde edilen {ist stvi hacmi kadar isopropanol, list s1tvi hacminin 2 kat1 kadar
Baglama Tamponu (6.75M Guanidinium thiocyanate, 15mM Tris-Cl pH 8.0)
eklenmis ve vorteksle karistirilmistir.

Karisim DNA Kolonu’na eklenmis, 14000 RPM de 1 dk santrifiij edildikten sonra alt
s1v1 atilmuastir.

Kolona 500 pl Inhibitdr Eleme Tamponu (5 M thiocyanate, 20 mM Tris-HCI, pH 6.6,
%40 EtOH) eklenmis, 14000 RPM de 1 dk santrifiij edilmis ve alt siv1 atilmistir.
Kolona 500 pl Yikama Tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5; 80% v/v
Ethanol) eklenmis, 14000 RPM de 1 dk santrifiij edilmis ve alt siv1 atilmigtir. Bu
adim iki defa daha tekrarlanmustir.

Kolun 14000 RPM de 1 dk bos santrifiij edildikten sonra steril yeni bir mikrosantrifiij
tiipe yerlestirilmis, 100 pl Coziicii Tampon eklenmis, 1 dk oda sicakliginda inkiibe
edimis, 14000 RPM de 1 dk santrifiij edilmis ve DNA izolat1 elde edilmistir.

Elde edilen DNA -20°C’de saklanmustir.

3. 2. Ger¢ek Zamanh PCR (Q-PCR)

PCR i¢in kullanilan primerler Limnebius cinsinin DNA data bankasinda mevcut

mitokondriyal sitokrom c oksidaz alt unite | (COI) gen bolgeleri kullanilarak
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tasarlanmistir. Primer tasarimi i¢in Tablo-1’de verilen diziler kullanilmistir. Diziler
Clustal Omega Programu (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) ile karsilastirilmig
ve kargilagtirma sonucunda elde edilen korunmus bolgeleri hedefleyen, 663 bp
uzunlugunda iiriin vermek iizere dejenere ileri 5'-CATATTATYAGMCAAGAAAG-3'
ve geri 5-AAATCTTTCTCAAATRATDAAWA-3' primerleri tasarlanmstir.

Q-PCR i¢in Biospeedy Ger¢ek Zamanli PCR Ana Karigimi (Bioeksen, Tiirkiye)
kullanilmigtir. Biitlin reaksiyonlarda Biorad CFX96-Touch (Biorad Inc., A.B.D.)
kullanilmigtir. Reaksiyon 1.5 mM MgClz, 0.2 mM dNTP mix, 1x Reaksiyon Tamponu,
0.1U Fast Start Tag DNA Polimeraz, 1x SybrGreen-I, 5 ng/ul kalip DNA ve her bir
primerden 0.5 uM igcermektedir. Cihazda, primer ¢iftine 6zgii optimizasyonu saglanmus,
Tablo 2’de verilen 1s1 dongiisii programi uygulanmistir. Q-PCR sirasinda sadece istenilen
iirliniin cogaltildigini belirlemek i¢in 55°C- 95°C arasinda erime egrisi analizi yapilmistir.

Q-PCR datalar1 Biorad CFX Manager™ yazilimmda analiz edilmistir.

3.3.Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

Elde edilen PCR amplikonlarin dizi analizleri Sanger yontemiyle, ABI prism Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit kullanilarak, ABI Prism 377 DNA
Sequencer’da (Applied Biosystems, ABD) belirlenmistir. Dizi analizi i¢cin Bioeksen
firmasindan hizmet alinmistir. Her bir bocek 6rnegi i¢in elde edilen diziler CLC Sequence
Viewer programu ile analiz edilmistir. Elde edilen dizilerin DNA Data bankasinda en ¢ok

benzer oldugu diziler NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) programi

kullanilarak belirlenmistir. DNA data bankasindaki mevcut dizilere %97 ve lzeri
benzerlik gosteren diziler, benzer dizilime sahip organizma ile aymi tiir olarak kabul
edilmistir. %70-97 arasinda benzerlik gosteren tiirler ise hem morfolojik 6zellikleri hem
de COI genlerinin en ¢ok benzedigi organizma goz Oniine alinirak siniflandirilmisgtir.
Bilinen bocek tiirlerine 70% ‘den az benzerlik gosteren tiirler siiflandirilmamis olarak
listelenmistir. DNA data bankasinda mevcut dizilere %100°den daha az benzerlik
gosteren diziler DNA data bankasmna eklenmistir. Bu ¢alismada elde edilen diziler

ClustalW  yazilimi  (http://www.ebi.ac.uk  /Tools/msa/clustalw2/)  kullanilarak

birbirleriyle karsilastirilmis, hizalanmis ve ardindan manuel ayarlama yapilmistir.

Analizde sadece agikga uyumlu baz pozisyonlar1 kullanilmistir. Yapilan dizi
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karsilastirmalarina dayanan filogenetik agaclarin ¢izimi i¢in MEGA yazilimi

(http://www.megasoftware.net/) kullanilmistir. Filogenetik agaglar 4 farkli algoritma

(neighbor-joining, maximum likelihood, maximum parsimony ve minimum evolution) ile
elde edilmis, boylelikle filogenetik agaclardaki gruplanmalar ve grup i¢i dallanmalardaki

uzakliklar belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bocegin morfolojisine dayali yapilan tiir tahmini, molekiiler analizler sonucu elde

edilen dizilerin DNA data bankasinda en ¢ok benzedigi gen ve bu gene sahip organizma

ve bu bilgiler 1s181nda yapilan filogenetik tiir tahmini Tablo 1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Morfolojik ve Filogenetik Analiz Tiir Tahminleri

No Morfolojik DNA Data Bankas1 En Benzer COI Gen Dizisi Filogenetik

Tahmin Databank No  Organizma- Benzerlik ~ Tahmin
Gen
Limnebius Limnebius 580/652 Limnebius

L1 perparvulus EU365868.1 zaerensis (89%) spp.
Limnebius Limnebius 574/636 Limnebius

L2 corybus HQ165290.1 truncatellus (90%) spp.
Limnebius Limnebius 581/650 Limnebius

L3 myrmidon HE610238.1 nitidus (89%) spp.

L4 leneplus HE610237 1 Limnebius 570/639 Limnebius
stagnalis montanus (89%) spp.

L5 leneblus HE610239.1 lenebl_us 582/643 Limnebius
claviger ordunyai (91%) spp.
Limnebius Limnebius 591/654 Limnebius

L6 atomus HE610236.1 monfortei (90%) spp.

L7 len(?plus HE610235.1 Ll_mne_blus 581/650 Limnebius
paraniristanus millani (89%) spp.

L8 lepgblus HE610234.1 Limnebius 585/640 Limnebius
corfidius maurus (91%) spp.

L9 len'eblus HE610233.1 !_lmneblus 580/639 Limnebius
ferroi irmelae (91%) spp.

Bu calismada clde edilen ve EK-I’de verilen diziler ile, bu dizilerin DNA data
bankasinda en ¢ok benzedigi dizilerin karsilagtirilmas: sonucu elde edilen filogenetik
agaclar Sekil 4.1- Sekil 4.3’de verilmistir.
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Limnehis nitidus 1.3

Sekil 4.1. Maximum parsimony agaci

Lannebmus tnncatelus 1.2

L3
Limnebiusnitidus 13
L4
Limnehius montanus 4
(L]
_4. Limnehis immelae 9
L7

Lmnebins zoerensis L1

Sekil 4.2 Neighbor-joining agaci
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—|: Limnebius truncotelius 1 2

n

Linnehius raerensis L1
L4

Limnebius montanus 4
— L3

L vLimnehius nitidus 13
Limnehins monfortel 6

B O QB

Limnebs ordumyai LS
Limnebius mawres L8
Limnehis millani 7
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Limnehins imelae 9

[
—
—L

Sekil 4.3. Maximum likelihood agaci

—— L1 Limnebius perparvulus v

L2 Limnebius corybus

L9 Limnebius ferroi

L8 Limnebius corfidius

—— L3 Limnebius myrmidon M

L6 Limnebius atomus

L7 Limnebius paraniristanus ‘y/

Sekil 4.4. Limnebius tiirlerinin COX1 sekanslar1 (500 baz ¢ifti) ile erkek cinsiyet
organlarmin sekillerine gore soyagaci (Sekiller Jach, 1993’ten)

Elde edilen Limnebius dizi analizi sonuglar1 asagida verilmistir.
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1. Limnebius perparvulus

MGGAAACTTTTGGAATTCGCTTAATAATTTATGCAATAATAGCTATTGGATTACT 64
%GGAAACTTTTGGAATTCGCTTAATAATTTATGCAATAATAGCTATTGGATTACT 60
'I(?g_eGri\'?'Is'TGTTGTATGGGCAATTCGCTTATTCACAGTCGGCATAGATGTTGATACTCGAGC 124
'?%CGtA(?I'lTTGTTGTATGGGCAATTCGCTTATTCACAGTCGGCATAGATGTTGATACTCGAGC 120
'IQ"ILi_eAr}I/'T%I'Z'I?ACTTCAGCAACAATAATTATTAATTCGCTTACAGGAATTAAAATTTTTAGTTG 184
'?'t')IJgT'll'?l'lTACTTCAGCAACAATAATTATTAATTCGCTTACAGGAATTAAAATTTTTAGTTG 180
8%$X\ég§'ACTCTTCATGGAATTCGCTTATCTTACTCTCCTTCTTTATTATGAGCTTTAGG 244
g?ljfl'tAl(?(liTACTCTTCATGGAATTCGCTTATCTTACTCTCCTTCTTTATTATCAGCTTTAGG 240
%IJT?IDI/'GZ'?ZTTTTTATTCACTGTCGGAGGAAATTCGCTTATAATTTTGGCTAACTCTTCAAT 304
it')lj'?l'tTéLEI'lATTTTTATTCACTGTCGGAGGAAATTCGCTTATAATTTTGGCTAACTCTTCAAT 300
?g?ﬁr\yFAS'(l)"SI'ATTTTACATGAAATTCGCTTAGTCGTAGCCCATTTTCATTATGTTTTATCAAT 364
'ZtécAth/;\;)iTATTTTACATGAAATTCGCTTAGTCGTAGCCCATTTTCATTATGTTTTATCAAT 360
uery 365

AGGTGCGGTATTTGCTATTATAGCGGGAAATTCGCTTAGATATCCTTTATTTACTGGACT 424
Shjct 361
AGGTGCGGTATTTGCTATTATAGCGGGAAATTCGCTTACATATCCTTTATTTACTGGACT 420
Query 425 AACTCttaataataaatatttaaaaattaattcgcttattatatttttaggagtaaattt 484

Shjct 421
AACTCTTAATAATAAATATTTAAAAATTAATTCGCTTATTATATTTTTAGGAGTAAATTT 480
Query 485 aacttttttt CCTCAACATTTCTTAGGACTTAGTGGAATACCACGTCGTTACTCTGATTA
544

Shjct 481
AACTTTTTTTCCTCAACATTTCTTAGGACTTAGTGGAATACCACGTCGTTACTCTGATTA 540
Query 545 CCCAGATGCATACACTACAATTCGCTTAattictictattggatcaataatticictaat 604

Shjct 541
CCCAGATGCATACACTACAATTCGCTTAATTTCTTCTATTGGATCAATAATTTCTCTAAT 600
Query 605 tgcaatttttatctttttatttattattaatt CGCTTATT 644

Sbjct 601 TGCAATTTTTATCTTTTTATTTATTATTAATTCGCTTATT 640
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2. Limnebius corybus

Sa%earayaasGAAACATTTGGAACTTTAGGACGCATAACGTCTATAATAGCAATTGGATTATT 64
mAAAGAAACATTTGGAACTTTAGGACGCATAACGTCTATAATAGCAATTGGATTATT
6Q?Jery 65
AG_GATTTGTTGTTTGAGCTCATCATATATTCACAGTTGCGCATAACGTAGATACTCGGCG 124
i%(é,f'l%TTGTTGTTTCAGCTCATCATATATTCACAGTTGCGCATAACGTAGATACTCGGCG 120
SZ?I[),&;(ZZZTCTTCTGCAACAATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATTAAAATTTTTAGTTG 184
(SZ?AJ\(:’IEAlﬁéGTCTTCTGCAACAATAATTATTGCTGTTCCCACAGGAATTAAAATTTTTAGTTG 180
gEIJEI'rX\égi'ACGCATAACGTAGCACAAATTAACTACTCTCCAGCGCTTCTTTGAGCCTTAGG
Shict 151
GTTAGCTACGCATAACGTAGCACAAATTAACTACTCTCCAGCGCTTCTTTCAGCCTTAGG 240
%IJT?IDI/'GZ'?,?TTTTTATTTACCGCATAACGTTTAACTGGAGTAATTTTAGCTAATTCTTCAAT 304
it')ljfl'tTé‘EI'lATTTTTATTTACCGCATTACGTTTAACTGGAGTAATTTTAGCTAATTCTTCAAT 300
'Iggiyl'AS'?"SI'ACGCATAACGTTACTTATTATGTAGTAGCTCACTTTCACTATGTTTTATCTAT 364
'?'%CAth/;(\)'I%TACGCATAACGTTACTTATTATGTAGTAGCTCACTTTCACTATGTTTTATCTAT 360
ggeé);g%SAGTATTTGCTATTATAGCAGGACGCATAACGTGATTTCCGTTATTTACAGGTTT 424
i%%:géAGTATTTGCTATTATAGCAGGACGCATAACGTCATTTCCGTTATTTACAGGTTT 420
g%i%‘lf‘:l%ZACGCATAACGTTTTAAAGATTCAATTTATTATTATATTTATTGGAGTAAATTT 484
i?IJ'CAtCA:I'Z'I:'LAACGCATAACGTTTTAAAGATTCAATTTATTATTATATTTATTGGAGTAAATTT 480
g,li_\e([,i'ld:'?'?'TTCCCTCAACACGCATAACGTATTAAGCGGAATACCTCGACGCTATTCTGATT 544
iﬂ%:?‘ll'TTTCCCTCAACACGCATTACGTATTAAGCGGAATACCTCGACGCTATTCTCATT 540
glée(?(/?/i?fATGCATACACATCCGCATAACGTATTTCTTCTATCGGATCAATAATTTCTTTAA 604
/SA%((:“EC?:(%ATGCATACACATCCGCATAACGTATTTCTTCTATCGGATCAATAATTTCTTTAA 600
Query 605 TTGCTATCAILtttttttitt AATTATTATTCGCATAACGTTT 645

Shjct 601 TTGCTATCATTTTTTTTTTAATTATTATTCGCATAACGTTT 641
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3. Limnebius myrmidon

Query 5
AAAAAAGGACACCTTACTGACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATCGGATTACT 64
Shjct 1
AAAAAAGGACACCTTACTGACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATCGGATTACT 60

gge(g&'?'sl'TGACACCTTACTTCATCATATATTTACAGTTGGTATAGATGTCGATACTCGGGC 124
i%(é,f'l%TTGACACCTTACTTCATCATATATTTACAGTTGGTATAGATGTCGATACTCGGGC 120
?'ILi_eAr}I/'T%I'Z'I?ACTTCAGCTACACACCTTACTGCCGTTCCCACAGGAATTAAAATTTTTAGATG 184
'?'t')IJZtT':}EIEI'ACTTCAGCTACACACCTTACTGCCGTTCCCACAGGAATTAAAATTTTTACATC 180

%IJTE')I[X\(%?TSI'ACTCTTCATGGGACACAAATTACACCTTACTCCGCTCTTTTATGAGCATTAGG 244
itglj'?l'tAng(liTACTCTTCATGGGACACAAATTACACCTTACTCCGCTCTTTTATCAGCATTAGG 240
SEIJTE')IDI/'GZtLtlt?tttATTTACAGTGGGGGGATTAACTGGCGACACCTTACTTAACTCTTCTGT 304
it')ljfl'tTé‘EI'lTTTTTTATTTACAGTGGGGGGATTAACTGGCGACACCTTACTTAACTCTTCTGT 300
'Iggi)(li/i'?'?'ATTTTACATGATACCTACTACGTAGTAGCTCACACCTTACTTGTTTTATCTAT 364
'?'t()gcAtCs:)'l%TATTTTACATGATACCTACTACGTAGTAGCTCACACCTTACTTGTTTTATCTAT 360
ggecr;ég%SAGTATTTGCTATTATAGCAGGAACACCTTACTGATTCCCTTTATTCACAGGatt 424
(SB%(ééglCAGTATTTGCTATTATAGCAGGAACACCTTACTCATTCCCTTTATTCACAGGATT 420
Query 425 atatttaaataacaaattacaccttactcaatttattattatatttattggtgttaattt 484

Shjct 421
ATATTTAAATAACAAATTACACCTTACTCAATTTATTATTATATTTATTGGTGTTAATTT 480
Query 485
aACGTTTTACACCTTACILttttttAGGTTTAAGAGGAATACCCCGACGATATTCTGATAC 544
Shjct 481
AACGTTTTACACCTTACTTTTTTTAGGTTTAACAGGAATACCCCGACGATATTCTGATAC 540
Query 545
ACCTTACTCTTATACCTCTTGAAATATTATTTCTTCTATTGGATCAATACACCTTACTAT 604
Shjct 541
ACCTTACTCTTATACCTCTTCAAATATTATTTCTTCTATTGGATCAATACACCTTACTAT 600
Query 605 TGCTATTATTATATTTTTATTTATCATTTGAGAAAGATTT 644

Shjct 601 TGCTATTATTATATTTTTATTTATCATTTCAGAAACATTT 640
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4. Limnebius stagnalis

S\Z%GGAAACATTTGGAACTTTAGGTATAATTTATGCCGTAGCCAGAATCGGATTACT 64
MGGAAACATTTGGAACTTTAGGTATAATTTATGCCGTAGCCACAATCGGATTACT 60
gge&g\'?'sl'TGTTGTATGAGCTCATCATATATTTACAGTTGCCGTAGCCAGTGATACTCGAGC 124
i%(é,f'l%TTGTTGTATCAGCTCATCATATATTTACAGTTGCCGTAGCCAGTGATACTCGAGC 120
'IQ"IL%X}I/'T%I'Z'I?ACTTCAGCTACTATAATTATTGCCGTTCCCACCGTAGCCAGAATTTTTAGATG 184
'?'t')IJgT'll'?l'lTACTTCAGCTACTATAATTATTGCCGTTCCCACCGTAGCCACAATTTTTACATC 180
gElj'e'I[XGlg?I'ACTCTTCATGGAACACAAATTAATTATTCTCCCGTAGCCAGATGAGCATTAGG
Shict 161
ATTAGCTACTCTTCATGGAACACAAATTAATTATTCTCCCGTAGCCACATCAGCATTAGG 240
SEIJT?IDI/'GZtLtlt?tttATTTACAGTGGGGGGATTAACTGGCGCCGTAGCCAGTAACTCTTCTGT 304
it')lj'?l'tTéLEI'lTTTTTTATTTACAGTGGGGGGATTAACTGGCGCCGTAGCCAGTAACTCTTCTGT 300
?g?ﬂr\éAS'(l)"SI'ATTTTACATGATACCTACTACCCGTAGCCAGATTTTCACTATGTTTTATCTAT 364
'?'tgcAtCS:D(\)'I]:TATTTTACATGATACCTACTACCCGTTGCCAGATTTTCACTATGTTTTATCTAT 360
géeéég%SAGTATTTGCTATTATAGCAGGACCGTAGCCAGGATTTCCTTTATTCACAGGATT
gﬁfct 361
GGGGGCAGTATTTGCTATTATAGCAGGACCGTTGCCAGGATTTCCTTTATTCACAGGATT 420
g%i¥#$2AATMCAAATTTTTAAAAATTCCGTAGCCAGTTATATTTATTGGCGTTAATTT 484
i?IJ'CAtT%I'Z'I}AAATAACAAATTTTTAAAAATTCCGTTGCCAGTTATATTTATTGGCGTTAATTT 480
g,l:(;é'?'?"sl'TTCCCCCAACATTTTTTAGGTCCGTAGCCAGTACCCCGACGATATTCTGATTA 544
/SAEK%G4'I§11'TTTCCCCCAACATTTTTTAGGTCCGTTGCCAGTACCCCGACGATATTCTGATTA 540
?(ggxg:iGCTTATACTTCTTGAAATATTCCGTAGCCAGTTGGATCAATGATTTCTTTAAT 604
'?'%gA5G4/iTGCTTATACTTCTTCAAATATTCCGTTGCCAGTTGGATCAATGATTTCTTTAAT 600
Query 605 TGCTATTATTATATTTTTATTCATCATTCCGTAGCCAGTT 644

Shjct 601 TGCTATTATTATATTTTTATTCATCATTCCGTTGCCAGTT 640
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5. Limnebius claviger

Query 5
AAAAAAGGAAACATTTGGAACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATCGGATTACT 64
Shjct 1
AAAAAAGGAAACATTTGGAACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATCGGATTACT 60
Query 65
AGGATTTGTTGTATGGGCAACTTTAGGATTTACAGTTGGTATAGATGTTGATACTCGAGC
124

Shjct 61
AGGATTTGTTGTATGGGCAACTTTAGGATTTACAGTTGGTATAGATGTTGATACTCGAGC
120

Query 125
TTATTTTACTTCAGCTACTATAATTATTAACTTTAGGACAGGAATTAAAATTTTTAGATG 184
Shjct 121
TTATTTTACTTCAGCTACTATAATTATTAACTTTACGACAGGAATTAAAATTTTTACATC 180
Query 185
ATTAGCTACTCTTCATGGAACTTTAGGAAATTATTCCCCTGCTCTTTTATGAGCATTAGG 244
Shjct 181
ATTAGCTACTCTTCATGGAACTTTAGGAAATTATTCCCCTGCTCTTTTATCAGCATTAGG 240
Query 245
ATTTGttttttATTTACAGTGGGGGGAAACTTTAGGATAATTTTAGCTAACTCTTCTAA 304
Shjct 241
ATTTGTTTTTTTATTTACAGTGGGGGGAAACTTTACGATAATTTTAGCTAACTCTTCTAA 300
Query 305
CTTTAGGATTTTACATGATACCTACTACGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTTTTATCTAT 364
Shjct 301
CTTTACGATTTTACATGATACCTACTACGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTTTTATCTAT 360
Query 365
GGGAGCAGAACTTTAGGATATAGCAGGATTTATCCAATGATTCCCTTTATTCACAGGATT
424

Shjct 361
GGGAGCAGAACTTTTGGATATAGCAGGATTTATCCAATCATTCCCTTTATTCACAGGATT 420
Query 425 ATACTTAAATAACAAATTTTTAAAAattaactttaggattatatttattggegttaattt 484

Shjct 421
ATACTTAAATAACAAATTTTTAAAAATTAACTTTACGATTATATTTATTGGCGTTAATTT 480
Query 485 aacgttttaactttaggattttttaggtttaaGAGGAATACCTCGACGATATTCTGATTA 544

Shjct 481

AACGTTTTTACTTTTGGATTTTTTAGGTTTAACAGGAATACCTCGACGATATTCTGATTA 540
Query 545
CCCAGATGCTTACACTTCAACTTTAGGAATTTCTTCTATTGGGTCAATGATTTCTTTAAT 604
Shjct 541

CCCAGATGCTTACACTTCAACTTTAGGAATTTCTTCTATTGGGTCAATGATTTCTTTAAT 600
Query 605 TGCTATTATCATATTTTTATTCATCATCAACTTTAGGATT 644
Shjct 601 TGCTATTATCATATTTTTATTCATCATCAACTTTACGATT 640
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6. Limnebius atomus

Query 6
AAAAAAGGAAACATTTGGAACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATTACTATAATTTTACT 65
Shjct 1
AAAAAAGGAAACATTTGGAACTTTACGAATAATTTATGCTATAATTACTATAATTTTACT 60
Query 66
AGGATTTGTTGTATGAGCTCATCATATATTTACAGTTGGTATAGATACTATAATTCGAGC 125
Shjct 61
ACGATTTGTTGTATCAGCTCATCATATATTTACAGTTGGTATACATACTATAATTCGAGC 120
Query 126
TTATTTTACTTCAGCTACTATAATTATTGCCGTTCCTACAGGAATTACTATAATTTAGAT 185
Shjct 121 TTATTTTACTTCAGCTACTAATATTATTGCCGTTCCTACACGAATTACTAT-
ATTTAGAT 179

Query 186
GATTAGCTACTCTTCATGGGACACAAATTAATTATTCCCCTGCTCTTTTATGAGCAT-AC 244
Shjct 180
CATTTGCTACTCTTCATGGGACACAAATTAATTATTCCCCTGCTCTTTTATCAGCATTAC 239
Query 245
TATAATTTACTATAATTTACAGTGGGGGGATTAACTGGCGTAATTTTAGCTAACTCTTCT 304
Shjct 240 TATCATTTA-
TATCATTTACAGTGGGGGGATTTACTGGCGTTATTTTTGCTAACTCTTCT 298

Query 305
GTTGACATACTATAATTTGATACCTACTACGTAGTAGCTCATTTTCACTATGTTTTATCT 364
Shjct 299
GTTGACATACTATCATTTGATACCTACTACGTTGTTGCTCATTTTCACTATGTTTTATCT 358
Query 365 ATGGGAGCAGTATTTGCTATTATAGCAGGATTTATCCTACTATAAT---titaticaca
421

Shjct 359 ATGGGAGCAGTATTTGCTATTATTGCAGGATTTATCC-A--
ATCATTCCCTTTATTCACA 415

Query 422 goattatacttaaataacaatactataattattcaatttattattatatttatiggcgtt 481

Shjct 416
GGATTATACTTTAATAACAATACTATTATTATTCAATTTATTATTATATTTATTGGCGTT 475
Query 482 aatttaacgttactataattacattttttaggtttaaGAGGAATACCTCGACGATATTCT 541

Shjct 476
AATTTTACGTTACTACCCCTACATTTTTTTGGTTTTAGAGGAATACCTCGACGATATTCT 535
Query 542 GATTACCCAGATGCTTACACTTCTTGAAATTACTATAA-
TTCTATTGGGTCAATGATTTC 600

Shjct 536 GATTACCCAGATGCTTACACTTCTTCAAAT-
ACTATAACTTCTATTGGGTCAATCATTTC 594

Query 601 TTTAATTGCTATTATCATATTTACTATA-ATTATCTGAGAAAGATTT 646

Shjct 595 TTTTATTGCTATTATCATATTTA-TATTCATTATCTCAGAAAGATTT 640
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7. Limnebius paranuristanus

S\Z%ZAGGGACACAAATTAACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCGACACAAATTCT
gﬁjct 1
AAAAAAGGGACACAAATTAACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCGACACAAATTCT
6Q?Jery 65
AQGATTTGTTGTATGAGCTCATCATATATTTACAGTTGGTATAGATGTGACACAAATTGC 124
i%(é,f'l%TTGTTGTATCAGCTCATCATATATTTACAGTTGGTATAGATGTGACACAAATTGC 120
'IQ"Lli_eAr}I/'T%I'Z'I?ACTTCAGCTACTATAATTATTGCCGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTAGATG 184
'?'t')IJgT'll'?l'lTACTTCAGCTACTATAATTATTGCCGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTACATC 180
S\EIJT?IEX\(;?TSFAGACACAAATTGACACAAATTAATTATTCCCCTGCTCTTTTATGAGCATTAGG 244
itzlj'izl'tAng(liTACACACAAATTGACACAAATTAATTATTCCCCTGCTCTTTTATCAGCATTAGG 240
S\EIJTE')IDI/'GZtﬁtttATTTACAGTGGGGGGATTAACTGGCGGACACAAATTTAATTCTTCTGT 304
it')ljfl'tTé‘EI'lTTTTTTATTTACAGTGGGGGGATTAACTGGCGGACACAAATTTAATTCTTCTGT 300
?g?ﬂr\)éAS'?'i'AGACACAAATTTACCTACTATGTAGTAGCTCATTTTCACTATGTTTTATCTAT 364
'?'tgcAtCi(\)'I]:TACACACAAATTTACCTACTATGTAGTAGCTCATTTTCACTATGTTTTATCTAT 360
ggecr;&g%SAGTATTTGCTATGACACAAATTTTTATCCAATGATTCCCTTTATTCACAGGATT 424
(83%2:(2lCAGTATTTGCTATGACACAAATTTTTATCCAATCATTCCCTTTATTCACAGGATT 420
Qu_ery 425 ATACTTAAGACACaaatttttaaaaaticaatttattattatatttattggegttaattt 484
i?IJ'CAtCA:I'Z'I:'LAACACACAAATTTTTAAAAATTCAATTTATTATTATATTTATTGGCGTTAATTT 480
Salf?zrti/tttdggCCCAACAGACACAAATTTTAAGAGGAATACCTCGACGATATTCTGATGA 544
/SAE)A%G4'I§'Il'TTTCCCCCAACAGACACAAATTTTAACAGGAATACCTCGACGATATTCTGATGA
gt%ry 545
CA_CAAATTCTTACACTTCTTGAAATATTATTTCTTCTATTGGGTCAATGATTTCTTTAAT 604
(Slkg(éAﬁTTCTTACACTTCTTCAAATATTATTTCTTCTATTGGGTCAATGATTTCTTTAAT 600
Query 605 TGCTATTATCATATTTTTATTCATCATCGACACAAATTTT 644

Shjct 601 TGCTATTATCATATTTTTATTCATCATCGACACAAATTTT 640

30



8. Limnebius corfidius

Query 5
AAAAAAGGAAACATTTGGATTCACAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATCGGATTACT
64

Shjct 1
AAAAAAGGAAACATTTGGATTCACAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATCGGATTACT
60

Query 65 AGGATTTGTTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTTGATTCACA-G-
GAATTCACAGGA 122

Shjct 61 AGGATTTGTTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTTGATTCACATGTGAATTCAC-
-GA 118

Query 123
GCTTATTTTACTTCAGCTACTATAATTATTGCCGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTAGA 182
Shjct 119
GCTTATTTTACTTCAGCTACTATAATTATTGCCGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTACA 178
Query 183
TGATTAGCTACTCTTCATGGGACACAAATTAATTATTCCCCATTCACAGGAATGAGCATT 242
Shjct 179 TCATTAGCTACTCTTCATGGGACACAAATTAATTATTCCCC-
TTCACAGGAATCAGCATT 237

Query 243
AGGATTTGtttttttATTTACAGTGGGGGGATTAACTGGCGTAATTTTAGCATTCACAGG 302
Shjct 238
ACGATTTGTTTTTTTATTTACAGTGGGGGGATTAACTGGCGTAATTTTAGCATTCACACG 297
Query 303
AGTTGACATTATTTTACATGATACCTACTACGTAGTAGCTCATTTTCACTATGTTTTATC 362
Shjct 298
AGTTCACATTATTTTACATCATACCTACTACGTAGTAGCTCATTTTCACTATGTTTTATC 357
Query 363 TATTCACAGGATATTTGCTATTATAGCAGGATTTATCCAATGATTCCCIitattcacagg
422

Shjct 358
TATTCACCGGATATTTGCTATTATAGCACGATTTATCCAATCATTCCCTTTATTCACACG 417
Query 423 attatacttaaattcacaggatttaaaaaticaatttattattatatttatt GGCGTTAA 482

Shjct 418
ATTATACTTAAATTCACAGGATTTAAAAATTCAATTTATTATTATATTTATTGGCGTTTA 477
Query 483
TTTAACGTTTTTCCCCCAACAATTCACAGGATTAAGAGGAATACCTCGACGATATTCTGA
542

Shjct 478
TTTAACGTTTTTCCCCCAACAATTCACACGATTAACACGAATACCTCGACGATATTCTCA 537

Query 543 TTACCCAGATGCTTACACTTCTTGAAATATTATT-
CACAGGATTGGGTCAATGATTTCTT 601

Shjct 538 TTACCCACATGCTTACACTTCTTCAAATATTATTTCACA-
GATTGGGTCAATGATTTCTT 596

Query 602 TAATTGCTATTATCATATTTTTATTCATCATCATTCACAGGATT 645
Shjct 597 TAATTGCTATTATCATATTTTTATTCATCATCATTCACACGATT 640
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9. Limnebius ferroi

S\Z%ZAGGAAACATTCGGTACCCAGATGATAATTTATGCTATAATAGCAATCGGATTACT
gﬁjct 1
AAAAAAGGAAACATTCGGTACCCAGATGATAATTTATGCTATAATAGCAATCGGATTACT
6Q?Jery 65
AGGATTTGTTGTATGAGCTCATCATATATACCCAGATGGTATAGATGTTGATACTCGGTA
Shict 61
AGGATTTGTTGTATCAGCTCATCATATATACCCAGATGGTATAGATGTTGATACTCGGTA 120
gge(;%\éiiGCTTCAGCTACTATAATTATTGCCGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTAGATG 184
i%gAléiTGCTTCAGCTACTATAATTATTGCCGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTACATC 180
%I]'EEI[X\(;?:'SI'ACTCTTCATGGAACACAAATTAATTATTCCCTACCCAGATGATGAGCATTAGG
Shit 151
ATTAGCTACTCTTCATGGAACACAAATTAATTATTCCCTACCCACATCATCAGCATTAGG 240
%IJ??IDI/'GZ'I{?TTACCCAGATGAGTGGGAGGATTAACTGGCGTAATTTTAGCTAACTCTTCTGT 304
i?I!?IPTéA:I}TTTACCCACATCAGTGGGAGGATTAACTGGCGTAATTTTAGCTAACTCTTCTGT 300
?g?ﬂr\éAS'?'?'ATTTTACACGATACCCAGATGGTAGTAGCTCATTTTCACTATACCCAGATGAT 364
'?'%CAtCS:D(\)'I]:TATTTTACACGATACCCAGATGGTAGTAGCTCATTTTCACTATACCCAGATGAT 360
8ge(g£g%5AGTATTTGCTATTATAGCAGGATTTATCCAATGATTCCCTTTATTCACAGGATT 424
gkggsgéAGTATTTGCTATTATAGCAGGATTTATCCAATCATTCCCTTTATTCACAGGATT 420
%Ijsbr\)({:'?'I%ZAATAACAAATTTTTAAAAATTCAATTTATTATACCCAGATGTGGCGTTAATTT 484
/SA?IJ'CAtCA:I'Z'I:'LAAATAACAAATTTTTAAAAATTCAATTTATTATACCCACATGTGGCGTTAATTT 480
g:éé?‘?’?’TTACCCAGATGTTTTTTAGGTTTAAGAGGAATGCCTCGACGATATTCTGATTA 544
/SAE)A%G4'I§11'TTTACCCACATGTTTTTTAGGTTTAACAGGAATGCCTCGACGATATTCTGATTA 540
g(ggxgiﬁl@CTTACACTTCTTGAAATATTATTTCTTCTATTGGGTCAATGATTTCTTTAAT 604
g%gAEéiTGCTTACACTTCTTCAAATATTATTTCTTCTATTGGGTCAATGATTTCTTTAAT 600
Query 605 TGCTATTATCATATTTTTATTCATCATCTACCCAGATGTT 644

Shjct 601 TGCTATTATCATATTTTTATTCATCATCTACCCAGATGTT 640
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢aligmada, 9 Limnebius (Coleoptera, Hydraenidae) tiirii molekiiler diizeyde
caligilmistir. Bu tiirlerin DNA’lar1 izole edilip mitokondriyal COI geninin niikleotid dizisi
olusturulmustur. PCR ile COX 1 gen dizisinin yaklasik olarak 655 baz ¢ifti kismi
olusturulmus ve bu COI gen dizileri birer molekiiler belirteg olarak kullanilmistir. 9
Limnebius tiiriine ait mitokondriyal COX 1 gen dizileri tiir tayini amaciyla Gen
bankasindaki verilerle karsilastirilmistir. Filogenetik analizde, 6rneklerimize ait DNA
dizileri ve Gen Bankasi’ndan elde edilen referans dizileri kullanilmistir.

DNA dizi analiziyle, Orneklerin BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

taramas1 sonucunda benzerlik oranlar1 ile tiir seviyesinde tanimlama yapilmistir. Gen
Bankasi’nda %100 benzesme gosteren tiirler disinda ve Gen Bankasi’nin kabul ettigi 9
Limnebius tiirti bankanin veri tabanmna eklenmistir. Bu tiirler Gen Bankasi i¢in yeni
kayittir. Zira bunlar ilk kez kaydedilmektedir. Eklenen tiirler sunlardir: Limnebius
perparvulus, L. corybus, L. myrmidon, L. stagnalis, L. claviger, L. atomus, L.
paranuristanus, L. corfidius, L. ferroi dir. Bu tiirlerin Gen Bankasinda molekiiler veri
kayitlar1 daha 6nce olusturulmamistir.

COX 1 geni sadece tiir tayininde kullanilmas, tlirlerin akrabalik iliskileri konusunda
yeterli ve glivenilir bir bilgi vermemektedir.

Elde edilen sonuglar Limnebius tiirlerinin molekiiler verilerle teshisi agisindan
onemlidir. Ayrica bu ¢alisma iilkemizde yasayan Limnebius tiirleri i¢in bir ilk niteligi
tasimaktadir.

Gerek Limnebius gerekse diger bocek tiirlerinin tamaminin mitokondriyal COX 1
gen dizilim verilerinin veri bankasina yiiklenerek daha saglikli tiir teshisi yapilabilecegi
kanaatindeyiz. Ayrica tiirlerin filogenetik iliskilerinin daha saglikli belirlenmesinin yine
bu yontemin etkin bir sekilde kullanilmasiyla miimkiin olacagin1 diisliniiyoruz.

Bu yontem tek bagmna tiir teshisinde yeterli ve giivenilir sonuglar vermeyebilir.
Ancak klasik taksonomi yontemlerle yapilan teshislerden emin olunmadig:1 durumlarda
iyi bir yontem olarak bagvurulabilecegi kanaatindeyiz.

Ote yandan, tiir, cins ve familya diizeyinde evrimsel akrabalik iliskilerin

belirlenmesinde giivenilir bir yontem oldugunu diisiiniiyoruz.
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Bu ¢aligmanin sonuglar1 Morphological and molecular characterization of an
endemic and six known Bilimneus (Hydraenidae: Limnebius) species from Turkey
(Cilt: 27 Sayr: 2 Sayfa: 921-927 Y11:2018) adli makale olarak Fresenius Environmental
Bulletin (SCI) dergisinde yaymlanmistir. Calismada; 1’1 Tiirkiye i¢in endemik olan 7
Limnebius tiiriniin hem klasik morfoloji, hem de DNA barkotlama yontemiyle tiir teshisi
yapildigy, bu tiirlerin COI gen dizileriyle morfolojilerinin ¢ok fazla ortiismedigi ifade
edilmektedir (Sekil. 4.4). Bu farkliligin, veri bankasinda Limnebius tiirleri igin yeterli

verinin bulunmadigindan kaynaklandigi kanaatindeyiz.
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