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OZET

BaziHydraena ( Coleptera; Hydraenidae) Turlerinin Mitokondriyal Cox Alt

Unite I Geni Kullanilarak Belirlenmesi

Tiirkiye’de yasayan 11 Hydraena turunin ( Hydraenidae; Coleoptera) Cytokrom
C Oksidaz Alt Unite 1 (COX) geninin DNA dizilimleri, PCR yontemiyle elde

edilmistir.

Incelenen 6rnekler, Tiirkiye’nin farkli ekolojik 6zelliklere ve yiiksekliklere sahip
habitatlarda bulunan su birikintileri, gol, gdlet, bataklik , vb yerlerinden 2013 - 2014
yillart arasinda toplanmistir. Tir teshisi yapilan ornekler, -20 °C sogutucuda petri
kaplar1 igerisinde saklanmistir. Adindan COX 1 bolgesi everensel primer olarak
kullanilip PCR yoluyla c¢ogaltilmistir ve bu cogaltilan DNA bdlgelerinin baz dizin
analizleri yapilmistir. Yapilan dizi analizleri filogenetik analizde kullanilmis ve
sonuglar 3 farkli algoritma ; maximum parsimony , maximum likelihood , Neighbor-
joining programiyla degerlendirilmis ve parsimonik agaci olusturulmustur. Elde edilen
sonuglar  Uluslararas1 veri bankasina (National Center for Biotechnology

Information=NCBI). kaydedilmistir

CalismamizdaDNA barkodlama teknigi ile morfolojik ve anatomik caligsmalara
dayanan geleneksel yontemler kiyaslanmig ve tiir teshisi i¢in hangisinin daha kolay ve

dogru sonuglar verdigi tartigilmastir.
2014, 63 sayfa

Anahtar kelimeler : Hydraena , Hydraenidae , Filogenetik Analiz , Turkiye



ABSTRACT

Determination of SomeHydraena Species (Coleoptera; Hydraenidae)

UsingMitocondrial Cox Sub Unite | Gene

In this study, it has been optained DNA sequences of Cytocrom C Oxidase
subunite 1 (COX) genes of 11 Hydraenidae species living in Turkey by Using PCR

method.

These species were collected from the diffrent altitude and enviromental
properties freshwater habitat like lakes, stream, ponds in Turkey between 2013 and
2014 . Collected samples were identified by using anatomical and to morphological
properties. After that samples were protected on plates in the freezer at the -20 °C . The
mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) gene used as universal primer and
dublicated by PCR method and analised of this dublicated DNA sequences.

DNA base sequences were used in phylogenetic analise and were reviewed 3
different algoritma programmes which are ; maximum parsimony , maximum
likelihood , Neighbor-joining, and composed parsimonic tree. Results added to the

National Center for Biotechnology Information (NBCI)

At the end of the study, we compared two taxonomical identification method,
morphological and DNA sequence analise that which is easier and more reliable. All the

results discussed briefly.
2014, 63 Pages.

Key Words: Hydraena, Hydraenidae, Phylogenetic analysies, Turkey.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

H1: Hydraenariparia
H2: Hydraena helena
H3: Hydraena dentipalpis
H4: Hydraena paganettii
H5: Hydraena.integra
H6: Hydraena. grata

H7: Hydraena falcata

H8: Hydraena grandis
H9: Hydraena abbasigili
H10: Hydraena anatolica
H11: Hydraena antiochena



1. GIRIS
Canl1 nedir sorusu ile baglayan siniflandirma caligsmalari mikroskobun icadindan
sonra hiz kazandi.Siiflandirma; yapay siniflandirma ve tiirlerin dogal benzerlikleri ile
bu benzerliklerin siirekliliklerine gore gruplandirilan dogal siniflandirma olarak ikiye

ayrilir.

“Onemli ilk yapay smiflandirma Andrea Cesalpino (1524-1603) tarafindan
gelistirildi. Ona gore bitkilerin en 6nemli 6zelligi beslenmelerinden ve iiremelerinden
sorumlu olan bitkisel ruha sahip olmalaridir. Malpighi ise her bir canlinin solunum
organinin  biylkligiiniin  canlilarin  dogal smiflandirmasinda  bir  basamak
olusturdugunu, bu anlamda bitkilerin merdivenin en alt basamaginda bulundugunu
savundu. Cesalpino’nun siniflandirmasini en genis sekliyle uygulayan ise Carl Linnaeus
(1707-1778) oldu. Bitkileri yirmi dort ana sinifa ayiran Linnaeus hayvanlari da dort
ayaklilar, kuslar, amfibiler, baliklar, bocekler ve solucanlar olmak {izere smifladi ve

minerallerin de yer altinda gelisen canli maddeler oldugunu diisiindii” (Topdemir,

2014).

“Linnaeus’un gelistirdigi smiflandirma 200 yili agkin siiredir oldugu gibi
kullanild1 ve hala kullaniliyor. Linnaeus’un siniflandirmasinda bitkilerin, hayvanlarin ve
minerallerin fiziksel goriiniisleri ve yapilart ¢ok Onemliydi. Ancak Linnaeus’un
sisteminin yetersiz oldugu durumlar da var. Ciinkii bilim insanlar1 heniiz tanimlanmamis
sekiz milyon civarinda tiir oldugunu tahmin ediyor. Bu kadar tiiriin klasik yolla
tanimlanmas1 uzun bir siire alacak. Ote yandan maalesef her gecen giin bazi tiirler
tamamen yok oluyor. Ayrica taksonomi uzmanlarinin sayisi da sinirlayici bir faktérdur

(Karagay, 2013).

” Yapay smiflandirmaya karsi ¢ikanlarin basinda Georges Buffon (1707-1788)
geliyordu. Hayvanlar arasindaki benzerlikleri, anatomik yapilarin1 karsilagtirarak
inceleyen Buffon, tiim yapay smiflandirmalarin metafizik bir hata oldugunu
savunuyordu. Farkli hayvan tiirleri arasindaki benzerlikleri ve yakinliklar1 inceleyen
Buffon, simdi farkli goriilen tiirlerin ge¢misteki ortak atalardan tliremis olabilecegini
ileri surdi. O donemde konuya ilgi gosteren 6nemli bilim insanlarindan biri olan
Lamarck (1744-1829), bocekleri oriimceklerden ve kabuklulardan ayirarak yeniden

diizenledi ve omurgalilar ve omurgasizlar ayrimmi getirdi. Tiirlerin degismezligi
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fikrinin temelsiz oldugunu savunan Lamarck, tiirlerin degisime ugradigini belgelemek
icin segerek yetistirme orneklerini goz oniine aldi. Ona gore, canlilar ¢evrede meydana
gelen degisimlerden etkilenir ve ona uyum gostermek iizere degisirler. Clinkli ¢evre
sartlariin degismesiyle bazi organlara ek gorevler yiiklenir, bu durum da o organin

daha ¢ok ¢alismasina ve daha fazla gelismesine neden olur” (Topdemir, 2014).

Teknolojik gelismeler,DNA dizi analizleri yapilmasinive daha net verilerin ortaya
cikarilmasini saglamistir. Bu sonuc¢ bize morfolojik teshislerde yapilan hatalar
gostererek, bu hatalarin diizeltilmesini ve yeni tlrlerin teshis edilmesini kolaylastirdi.
Her tiirin kendine 6zgli dizilimi ise essiz bir firsat olarak ortaya ¢ikmistir. Tipki bir
barkot gibi ¢alisan bu yapi, tlrlerin birbirinden en kiiciik 0zelliklerine kadar ayrilmasini
ve morfolojik taksonominin dogurdugu hatalarin azaltilmasini saglamistir. Molekiler
sistematigin temelini olusturan DNA barkodlama teknigi, morfolojik 0Ozelliklere
dayanilarak yapilan teshislerdeki olast hatalarin diizeltilmesinde ve filogenetik
iliskilerin  ¢éziimiinde onemli bir ¢igir agmustir. Calismamizda Hydraenidae
(Coleoptera; Insecta) familyas1 Hydraena cinsine ait 11 tirtin morfolojik 6zelliklerine
bakilaraktiir teshisi yapildi. Calisilan 11 tiirin mtDNA COX | geni DNA analizine tabi
tutuldu.

Organizmalarin DNA’s1 evrimsel surecte ¢ok sayida degisime ugramistir ve bu
degisim filogenetik analizlerde daha oransal olarak yavas degisime ugrayan ribozomal
RNA baz alinarak analiz yapilir, tiir i¢i ayrimlarda genel hayvanlarda mitokondriyal
DNA’da bulunansitokrom ¢ oksidazdan (cytochrome c¢ oxidase 1 = COI veya coxl)
yararlanilmaktadir. “Mitokondriyal sitokrom c oksidaz (cytochrome ¢ oxidase 1 = COI
veya cox1) gen dizisi hayvansal organizmalar igin glincel olarak DNA barkodu olarak
kullanilmaktadir. Fakat mitokondriyal COI geni, diisiik niikleotid degisim oranindan
dolay1 bitkilerde DNA barkot uygulamalar1 i¢in ¢ok uygun degildir. Bitki barkot
calismalarinda, 6zellikle kloroplast DNA bolgeleri (kodlama yapan veya yapmayan) ¢ok
uygun goziikmekte olup bunun yaninda g¢ekirdek ribozomal ITS bdlgeleri de barkot
caligmalarinda aday olarak kullanilmaktadir”(Ertugrul and Kog, 2012).

Bu calismada Tiirkiye’den toplananHydraena cinsine ait 11 turin erkek
organlarina bakilarak 6nce morfolojik yontemlerle tiir teshisi yapildiktan sonra

mitokondriyal COX 1 geni ile tiir tanimlanmasi yapilmistir. Hedef DNA molekiilleri
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PCR yardimiyla cogaltildiktan sonra Sanger yontemi ile dizilenmigtir.  Diziler
Neighbor-joining maximum likelihood, maximum parsimony olarak adlandirilan 3

fakli algoritma ile filogenetik analizi yapilmistir.

Amacimiz ise Hydraenagesitliligini molekiiler diizeyde arastirmaktir. Sonuglar,
Uluslararas1t DNA veri bankasina aktarilarak, diinyada olusturulmaya calisilan Biyolojik
ve ekolojik ¢esitlilige veri olusturmaktadir.  Bununla birlikte yapilan molekdler
analizlerle morfolojik analizler arasindaki hata ve dogruluk oranlarini bularak hangi
yontemin daha dogru ve verimli sonuglara gotiirdiigiinii bulmaktir. Alinan bulgular
sonucu molekiiler analiz yontemindegikabilecek hata ve riskleri kavramamiza, analiz
esnasinda dikkat etmemiz gereken hassas kisimlari tanitmak ve sonraki caligsmalara

kilavuzluk etmektir.

1.1Coleopterlerin Genel Ozellikleri

“Diinyada en fazla tiire sahip olduklar1 i¢in boceklerin evrimsel iliskileri ve
yasamin evrimi anlamak ig¢in anahtar olduklar1 diistintilmektedir. Boceklere ait ilk
fosillere yaklasik 400 milyon yil 6nce Amerika’da Karbonifer’in ikinci kat1 olan
Pennsylvanien katmaninda, Avrupa’da ise Iskogya’nin Orta Devon katmanlarinda
rastlanmistir. Coleoptera takimi diinyada essiz tiir zenginligine sahip bir takimdir.
350.000’in iizerinde tanitimi yapilmus tiir ile diinyadaki organizmalar i¢inde en ¢ok tiirii
iceren takim olarak gosterilmektedir. Coleoptera takimina bagli Archostemata,
Myxophaga, Adephaga ve Polyphaga alttakimlar1 bulunmaktadir. Polyphaga ve
Adephaga alttakimi Coleoptera takimina bagli biitin bdceklerin % 99’unu
olusturmaktadir” (Gulpergin, 2013).
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Sekil 1. Coleoptera takimna ait filogeni diyagram1 (GULPERCIN, 2013).

”Coleoptera takimina bagli boceklere iliskin en eski fosiller alt Permiyen déneme
aittir. Bu donemden sonra Coleoptera takim1 bir¢ok farkli forma ayrilarak ¢esitlenme ve
dallanma gostermistir. Coleoptera takimina bagli bocekleri diger boceklerden ayiran en
onemli Ozellik 6nkanatlarinin sertleserek elitra’ya doniismesidir. Elitra hem abdomenin
iist yiizeyini hem de ince olan zarimsi alt kanadi korumakta ve ugus sirasinda alt
kanatlardan ayrilip agilarak ugus faaliyetine yardimer olmaktadir. Bunun diginda basit
bir gogiis iskeleti ve az sayida gogiis kaslarina sahip olmalar1 da ayiric1 bir 6zelliktir.
Coleoptera takimina ait dort alttakim Permiyen ve Erken Trias Donemde birbirlerinden

ayrilmakta ve farklilagsmaktadir™ ( Giilpergin, 2013).
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Sekil 2 a)H. bensaesirttan (erkek birey)(b,c); Aedeagus (d). Anten (e), sol elitra(f)
sol hypomeron (g) of H. vedrasi (“Haenydra” lineage; from J&ch et al. 2000).

Hypomeral anten cepgik

1.1.1 Hydraena Morfolojisi

“ Hydraena soyu nispeten gévde boyutlar1 kii¢iik ( 1,5-3.0 mm) ile karakterize
olmus viicut sekilleri dar ve basiktir. Birkag tiirii kirmizimsi portakal veya soluk kahve
rengi olsada genellikle koyu kahverengidirler. Maksillar dokunaglar1 , bacak ve
antenleri genellikle soluk kirmizimsi kahverengi , yada nadiren , koyu kahverengidir.
Pronotum genellikle konveks pronotal disk ile birlikte kordiform veya altigen
seklindedir. Her Hydraenidae oldugu gibi,ovopositor yoktur. Erkek ikincil cinsel
karakterler genellikle glicli bacak morfolojisi ve her zaman daha uzun olan antenleri ve
maksiller palp ile uzunlugu ifade edilmistir . Disi elitra tepe ve erkek genital sekli
tlrleri taninmasi igin yararlidir” ( Trizzino et al. , 2013 ). “ Elitra , az diizensiz 11 ¢izgili
, dis yan kenardak, noktalar uca dogru genislemis , matesternum daima birgift parlak

plakli , erkek genitalias1 paramersizdir” (Kasapoglu, 2002 ).
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1.1.2 Hydraena Ekolojisi

“Hydraenid bocekler sucul veya yaril suculdur. Erginlerin biiyiik kism1 suculdur
ve genellikle akarsu , gol , golet, kaynak sular1 , birikinti, bataklik selale, su
kenarlarindaki nemli kumlar vb. yerlerde yasarlar. Tirlerin ekolojik ozellikleri ve
habitatlar1 cinslere gore farklilik gostermektedir. Hydraena tirleri genellikle akarsu
iclerindeki taslarin altinda, baz1 Ochthebius tiirleri durgun veya yavas akan sulardaki
yosunlar arasinda, Limnebius tiirleri ise akarsu kenarindaki kum veya yosunlarin
arasmda yasarlar. Ote yandan farkli habitatlarda yasayan tiirler de bilinmektedir. Tatl
sularda yasayan bir familya olmasina karsin, bazi Octhebius tiirleri deniz kenarlarindaki
golciiklerde, bazilarin ¢ok tuzlu sularda, birkag Ochthebius ile Ochtheosus cinsine ait
tiirlerin tamaminin ise karada yasadig1 bilinmektedir” (KASAPOGLU , 2002 ).

Bu boceklerin toplanmasi, bocekler suda yasadiklari ve viicut yapilarmin kiiglik
olmasindan dolayr elek, damlalik veya c¢ay siizgeci yardimiylasuyun karistirilip

bulandirilmas1 yontemi ile yapilabilir.

“Hydraenidler, 1liman bolgelerde Nisan sonlarinda veya Mayis-Haziran aylarinda
yumurta birakir. Tek tek birakilan yumurtalar, genellikle viicudun arka kismindaki
memecikler tarafindan salgilana ipek benzeri iplik¢ikler tarafindan sarilir. Yumurtay1
saran bu ag Ochthebius’ta oldugu gibi seyrek yada Hydraena’da oldugu gibi siki
dokunmus olabilir. Larvalar kampodeiform tiptedir. Su icindeki dal ve taslarin altinda
birakilan yumurtalar 8-10 giin sonra acilir. Larvalar kiytya dogru ¢ikarlar. Genellikle
ilkbahar sonlarinda ve yazin baslarinda yumurtadan ¢ikan larvalar, 2-3 aylik gelisme
everesinden sonra erginlesirler. Hydraenidler genellikle karnivor veya herbivor olarak
beslenirler. Hydraenidler ayni zamanda aktif ugucudur. Genellikle Mayis-Haziran

aylarinda aksam saatlerine dogru ugarlar” (Kasapoglu, 2002 ).
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2002’de Kasapoglu tarafindan yapilan calismalar sonucu tim Tiirkiye’de
Limnebius’tan 19, Ochthebius’tan 60 ve Hydraena’dan ise 100 olmak iizere toplam 179
tiir bulunurken 2011°de yaptigi ¢alismada toplam tiir sayis1 artik 210 tiir ve alt tar; 113
Hydraena, 21 Limnebius, 74 Ochthebius ve iki Aulacochthebius oldugunu belirlemistir.

Tiirlerin Tiirkiye haritasinda bulunduklar yerler sekil 1 de verilmistir.

Sekil 3:9¢ Hydraena, ¥ : Limnebius, ¥ Ochthebius, = :Aulacochthebius

Coleopterler sadece taksonomik agidan Onemli degildir. Yapilacak birgok
limnoloji caligmalar1 iginde bu veriler kaynak niteligindedir. “Limnoloji, tim i¢ su
kaynaklarini inceleyen bir bilim dalidir. Bu durumda, limnolojik c¢aligmalarin
kapsaminda biyoloji, fizik, kimya, matematik, jeoloji, hidrojeoloji, meteoroloji veya
diger bir¢ok konu yer almaktadir. Limnoloji, i¢ su kaynaklar ile ilgili bilim dallarmin
semsiyesi olarak kabul edilebilir. Ancak biyologlarin, tiim bu bilim dallar
kapsamindaki c¢alismalar ile elde edilen bulgular1 birlestirerek elde ettikleri bilgiler,
sucul ekosistemlerin korunabilmesi icin mutlaka gereklidir. Clnki sucul ekosistemler,
canlilik icerdikleri siirece devamlilik saglayabilirler”( Kazanci, 2008). Bu sebepten
Dolay1 Coleopterler baslica taban biiyiikk omurgasizlarindan olup biyolojik indikatdr

gorevi gorerek bulunduklar1 ¢evrenin ekolojisini ve kalitesini gostermekte. Eger daha
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onceden ayni bolge yine Coleopterler’ce calisilmissa gegmisten giiniimiize degisen
cevreninde en onemli kanit1 olup, gerek tiir i¢i ve tiirler arasi sayilarindaki artig azalisa

bakilarak limonoglara bolgenin gecmis hakkinda da bilgi verebilir.

1.2. DNA Barkodlama

“ Birka¢ yil once bir siipermarket koridorunda dolasirken bizden biri olan (
Hebert) magaza iirtinlerinin tizerindeki barkodlardaki kalin ve ince degisen ¢izgileri
hayretle inceledi. Neden diye diisiindii, neden diinya tlizerindeki tiirleri tanimlamak i¢in
dort nukleotidliessiz DNA kisa sarmalimi benzer sekilde kullanilamasin?”( Stoeckle
MY, Hebert PDN ,2008).

“DNA dort harfli bir alfabeden olustuguna gore belli sayidaki niikleotid dizilimi
bir sekilde barkoda doniistiiriilebilmeliydi. Bunun ig¢in tiirleri birbirinden ayirt
edebilecek DNA dizilimine ihtiya¢ vardi. Dizilimi tiirden tiire fark eden bir gen
olmaliydi. Eger bdyle bir dizilim bulunabilir ve barkoda déniistiiriilebilirse biitiin
canlilari DNA dizilimlerine dayanarak birbirlerinden ayirmak miimkiin olurdu”(

Karacay, 2013).

“Ancak bu yontem tek bir gen bolgesi kullanilarak yapilmali ve tiim hayvanlarin
tiir teshisinde ise yaramaliydi. Gen haritas1 ¢ikarilarak tiir teshis edilebilir ancak bu
maliyeti yliksek bir yontem olurdu. Bu yiizden canlinin tiim genomu yerine bir
parcasinda ayni tiir teshisi yapilip yapilamayacagina bakildi. “Bir gen bolgesinin DNA
barkodu kadar kullanigh olabilmesi i¢in {li¢ 6zellige sahip olmasi gerekmektedir. Bu
ozellikler:

1. Tiir seviyesinde belirgin bir genetik varyasyon ve ayrim giiciine sahip olmasi,

2. Genis bir taksonomik Olgekten canlilar icin uygun evrensel primerler ile
cogaltilabilen, korunmus u¢ bolgelerine sahip olmast,

3. DNA ekstraksiyonu ve PCR sirasinda sorun yaratmayacak kisa dizi uzunluguna
sahip olmasi seklinde siralanabilir”(Keskin, 2013).

Her tlirden alinacak ve uygun sekansla olusturulacak bu DNA barkodlari,
Diinya’nin her yerinden ulasilabilecek bir sisteme yiiklenecekti. “ Bu bilgiler 6rnegin
ad1, fotografi ve tanimu ile ilgili bilgi verecek referans veritabanindan, DNA barkod halk

kltuphanesinden, aninda ulasilabilir olacaktir. Herkes, her yerde, tiir tespiti verebilir ve
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bazi canlilarinin daha 6nce kimin tanimladigini 6grenebilecektir “( Stoeckle MY,

Hebert PDN,2008).

“DNA barkod kullanimu ilk yaymni ile ( 2003’te goriilen ilk yayinla birlikte) kisa
slirede bir¢ok arastirmaci raporlarinda bu teknigin saglamligin bildirdi. Mitokondriyal
sitokrom c oksidaz alt tinite |1 (COI) geninin kisa bir dizini ( ~600 bp) kullanimu ile, tir
seviyesine kadar kimlik basar1 orani kuslar dahil olmak {izere bir ¢ok organizmada %98-
100 arasinda bildirilmektedir. Bu barkodun kullanimiyla birkag¢ tiir daha 6nce 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 saglamanin haricinde, bu teknoloji farkli taksonlar arasindaki filogeneik
baglantilar1 ortaya ¢ikarmayi vaat ediyor® (Aravind et al.). “ DNA barkodlamanin
potansiyel kullanicilar1 sadece taksonomistler degildir. Bu yontem adli bilimler,
biyoteknoloji, gida endiistrisi, hayvan besleme, genetik ¢esitlilik ve tiir ayrimi gibi
bircok alanda kullanilabilecek bir arag olarak literatiirdeki yerini almigtir” ( Keskin,
2013).

1.2.1 Neden Barkodlamaya Thtiyacimiz Var?

“ Morfoloji, bitki ve hayvanlarin sekil ve yapisi, etkin bilim adamlarinca géze c¢arpan
becerilerine ve morfolojik kalintilarina dayanarak Linnaean-tipi taksonomik tanimlama
ile tanimlanmis 1,7 milyon tlr vardir. Hayatin gesitliligini agiklamak igin tek basina
morfolojinin bir sinir1 vardir. Yakin akraba tiirlerinin ayrimindaki niianslar tanimlamak
icin o grup organizmada uzmanlagmak ¢ok karmagiktir. Sonug¢ olarak, kalabalik
taksonomi uzmanlari ile tek bir biyogesitliligi tanimlamak i¢in tanimlatici 6rneklere
ihtiya¢ duyarlar. Uygun uzmanlar1 bulma ve ornekleri dagitma hem pahali hem de
zaman alic1 olabilir. Ornegin, biyologlar heniiz tanimlanmamis 8 milyon tiiriin
degerlendirilmesi ve morfolojik karakterizasyon ansiklopedisinin genislemesi, bilinen
tiirlerle eslesme yapilmasini daha zor hale getirmektedir. Ayrica yumurta ve yetiskinlere
gore daha bol bulunan ¢ocuk formlar1 hicte ayirt edici 6zelliklere sahip degildir ve tespit

edilmesi igin, tabi miimkiinse, olgunlasincaya kadar biyiitiilmelidir. Baz1 tiirler sadece
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erkek bireylerle tanimlanmaktadir” (Stoeckle and Hebert, 2008). Ornegin, sadece erkek
genital organiyla teshisi yapilan bazi Hydraena tiirlerinin bu yolla disi bireyleri de
tamimlanabilir.“Kolay ve hizli bir standart genetikmetot,tim bu sorunlara kopri
olabilecek bir yontem olarak kullanilabilir” (Stoeckle and Hebert, 2008).

“Acikeasi, bu DNA barkodlama ile mevcut taksonomik araglar1 tamamlayacak ve
0zel gruplar icin saglam bir kimlik plan1 gelistirilmesi amaci taksonomi i¢in avantaj
olacaktir. Boyle bir siire¢, zaten tanimlanmis taksonomik grubun inceliklerine yararli
acilimlar saglayabilir. Dahasi, DNA barkod bilgileri de tiirlerin taksonomik konumuna
iliskin ve taksonomik ¢ikmazlart gidermek yeni hipotezlerin gelistirilmesine yardimci
olabilir.Sonu¢ olarak, DNA barkodlama teknigin faydalar1 ve goreceli maliyetleri
tartisilmaya devam ederken bu arag, etkili bir geleneksel taksonomik caligsmalari
tamamlayici olarak ve dnemli takson i¢in fikri miilkiyet haklar1 (FMH) giivencesi i¢in
kullanilabilirligi oldugu agiktir. Bu hem iilke beceri ve altyapisinin gelismesi i¢in hem
de milli mirasin {istlendigi barkodlarimizin korunmasi ve ticareti igin dnemli olacaktir”

(Aravind, 2007 ).

1.2.2.DNA Barkod Halk Kuttiphanesi

Tiim bu calismalar esnasindan bu bilginin depolanacagi ve herkesin her yerden
istedigi zaman ulasabilecegi bir kiitiiphane de olusturulmaliydi.“DNA barkodlama
teknolojisi kullanilarak, arastirmacilar Diinya’nin biyolojik ¢esitliligini hizli ve dogru
degerlendirmek i¢in Diinya’daki tiim tiirlerin DNA’larindan standart kisa bir parcayla
bilimsel bir topluluk saglayacak bir kiitiphane kurmak istiyoruz”( Stoeckle MY, Hebert
PDN, 2008).2008’de Mark Stoeckle ve Paul Hebert’in Bilimsel Amerikali (Scientific
American ) dergisinde c¢ikan makalelerindeki bu g¢agrikamuoyunun, bazi devlet
kurumlarinin ve bilimsel topluluklarin dikkatini gekti.” Yayima destek DNA barkodlama
aragtirmalarina biiyiik bir destek sagladi ve 50 Ulkede 200 (yesi ile Yasam Barkod
Konsorsiyumu kurmak icin (Consortium for the Barcode of Life, CBOL,;
http://www.barcoding.si.edu ) kullanilan hibe 100 milyon dolar1 bulmustur. Kanada
ulusal aragtirma agi, DNA barkod edinim i¢in barkod kayitlarini toplama, basitlestirme
ve barkod kayitlarinin kiiratorliigii ile analiz i¢in gerekli bilesim platformu gelistirmeye

yoneldiler”( Vernooy et. al. , 2010).
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“Konsorsiyum heniiz gelismekte olanlar da dahil olmak Uzere, gezegendeki tim tirler
icin DNA barkod gelistirmekte iddiali bir programi vardi. CBOL biyogesitlilik
konusunda temel arastirma gida yasalari, karantina ve bitki saglig1 yasalar1 ve yaban
hayatinin  korunmasi uygulanmast i¢in, bu teknigin bircok uygulamayi
ongormektedir. CBOL bu teknikte gida yasalarim1 uygulama da biyogesitlilik temel
arastirmalarindan, karantina ve bitki yasalar1 sagligi ve yaban hayatin korunmasi gibi

bir¢ok uygulamay1 6ngérmekteydi ”(Aravind, 2007).

“fkinci ¢aba BOLD’un tasarlanmasma yol acmustir, 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¢cok veri agi kurulmus
(6rnegin ; iIBOL, CCDB, GenBank ,EOL ve GBIF gibi. ) ve tim bu web tabanli
aglardan en sik kullanilani 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 - 0rnek
toplamadan barkodu kitiuphanede onaylamaya kadar olan analitik yolunun tiim
asamalarini destekleyen birlesik bir biyoinformatik platform saglar” ( Sujeevan et. al.
,2007). Bold Mayis 2004 ten baslayarak gunimize kadar gelen ¢aligmalari sonucunda
337.538 tane hayvanlar icin bakod kiimesi (BINs) , 3.528.325 tane sekans, 3.102.635
barkod sekansi toplamis bunlarin 145,758 1 hayvan, 53.435°1 bitki ve 15.435°1 fungus ve

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

Numune Kayit: 4.164.080 Barkodlariyla Ornekler: | Barkodlariyla Tiirler: 214,554
3.102.635
Hayvanlar: Bitkiler:
« Acanthocephala [430] « Bryophyta [2507]
e Annelida [36576] o Chlorophyta [9564]
e Arthropoda [3136750] o Lycopodiophyta [571]

« Brachiopoda [136]
 Bryozoa [1546]
 Chaetognatha [384]

e Chordata [409192]

e Cnidaria[12036]

« Cycliophora [329]

e Echinodermata [30410]
e Echiura [39]

e Gnathostomulida [15]

» Hemichordata [42]

» Mollusca [92631]

» Nematoda [8403]

e Nemertea [1061]

» Onychophora [596]

e Platyhelminthes [10828]

e Porifera [2451]
e Priapulida [23]
e Rotifera [8171]

e Sipuncula [394]
e Tardigrada [1693]

« Xenoturbellida [4]

» Magnoliophyta [200228]
e Pinophyta [5064]

« Pteridophyta [8340]

« Rhodophyta [39359]

Mantarlar:

e Ascomycota [66901]

« Basidiomycota [37273]
o Chytridiomycota [231]
o Glomeromycota [3043]

o Myxomycota [208]

e Zygomycota [2586]

Protistalar:

e Chlorarachniophyta [68]
o Ciliophora [560]

o Heterokontophyta [16477]
e Pyrrophycophyta [2176]
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http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=11
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=2
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=20
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=9
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=7
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=13
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=18
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=3
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=79455
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=4
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=27333
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=78956
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=21
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=23
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=19
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=497163
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=10
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=5
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=24818
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=392644
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=16
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=15
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=26033
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=88647
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=176192
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=112296
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=38696
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=12
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=251587
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=38074
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=48327
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=34
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=23675
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=23691
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=85867
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=83947
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=23738
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=316986
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=72834
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=53944
http://www.barcodinglife.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=317010

Tablo1l: BOLD ( The Barcode of Life Data System) DNA dizi analizi yapilmis
canli  gruplart ve  subelerinde @ DNA  barkodu  bulunan canli  sayisi

(http://www.barcodinglife.org/index.php/TaxBrowser_Home )

Turkiye’de ve bizim c¢aligmalarimizda da yararlandigimiz DNA halk
kituphanelerinden biri olan Ulusal Biyoteknoloji bilgi merkezi(NCBI; the National
Center for Biotechnology Information) ise “Senatdr Claude Pepper’in biyomedikal
arastirma yiriitilmesi i¢in bilgisayarli bilgi isleme yontemlerinin onemini kabul
etmesiyle, Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH)’le Ulusal Tip Kitiiphanesi (NLM)’nin bir
bolimii olarak, 4 Kasim 1988 tarihinde Ulusal biyoteknoloji bilimi Merkezi (NCBI) 'ni
kurulmasinda  sponsor  olduNLM  biyolmedikal  veritaban1  olusturmadaki
tecriibelerinden dolayr secildi ¢linkii NIH parcasi olarak, {liniversitenin dahil oldugu
sayisal molekiiler biyoloji arastimalari kurabilirdi. NHI kolektif arastirma bilesenleri
diinyanin en biiyiik biyomedikal arastirma tesisini kurdu” (NCBI, 2014). “ Kurulan bu
sirketin amac1 en ¢ok goriilen varyasyonlardan biri olan tek niikleotit polimofizminden
de yararlanarak olusturulan katalogla biiyiik 6lgekli genetik ¢alismalar1 fonksiyonel ve
farmako-genetik, niifus genetigi ve evrimsel biyoloji, fiziksel haritalama ve konumsal
klonlama ¢aligmalar1 kolaylastirmas1 bekleniyor”( Sherry et all.).“Suan sirket tek
nikleotid pomorfizi de olmak Uzere protein ve mitekondiral DNA gibi bircok barkod
yontemiyle olusturduklar1 kiitiiphaneleriyle hizmet vermektedir. Biz calismamizda
NCBI'in basit lokal hizalama arama aracin1 (BLAST; Basic Local Alignment Search
Tool) kullandik. Bu aracta 5 tip hizalama yapilabilmekte ve bunlar, protein blast;
protein veri tabaninda girilen proteini aratarak , blastx; girilen proteini veri tabaninda
kullanilan transfer niikleotidlerde aratarak, tblastn; transfer niikleotidi veritabaninda
kullanilan proteinlerden aratarak, tblastx; transfer niikleotidiveri tabanindaki transfer
niikleotidlere sorgulatarak ve bizim kullandigimiz nucleotide blast (niikleotid blast);
aranan bir niikleotidi veri tabaninda kullanilan bir nukleotidle sorgulayarak
calisir(NCBI, 2014).

DNA barkodlama ile biyogesitliligin evrensel standartlarda kayit altina alinmasi
sadece taksonomik acidan Onemli oldugu kadarDNA barkodu alinip kaydedilen
canlilarin habitatinin yasam kalitesine ve gida ve ilag sanayisine kadar bize genis bir
bilgi verebilir. “Canli topluluklari, bir ekosistemin “hafizasi” olarak da degerlendirilir.

Ciinkii fiziksel ve kimyasal degiskenler 6l¢lim yapilan andaki durumu belirtir, ge¢cmis
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donemlerdeki su kalitesi hakkinda bilgi saglamaz” (Kazancit N. 2012). Ancak DNA
barkod ¢aligmalarina sayesinde, arastirilan bolgedeki tiiriin barkoduna bakilarak hangi
tarihte nerde bulundugu ve durumunugostererek arastirilan bélgede olup olmamasina
bakilarak, bize bolgenin yasam Kalitesi yani ekosistem kosullarinin degisip degismedigi
hakkinda gerekli bilgiyi gosterebilir. Buradanyola ¢ikan arastirmacilar canli artik orda
yagsamiyorsa degisen habitat kosullarinin neye gore degistigini bularak varsa herhangi
bir sorun ¢dziim arayislarina girebilirler. DNA barkodlama g¢alismasiyla belki de fark
edilemeyecek bu degisim, hem kisa bir zamanda yapilirken hem de dogan sorunlar

daha ¢abuk kesfedip dnlem alinabilmesini saglamaktadir.

1.2.3. Mitokondriyal DNA, Havva Teoremi

DNA barkodlama g¢alismalarinda en uygun ve en miikkemmelDNA’y1 bulma
caligmalar1 bir¢ok canli i¢in Mitokondriyal DNA’da son bulmaktadir. “Mitekondri
semiotonom olarak, Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan ve kendi basima
¢ogalabilen bir organeldir. Cap1 1-2 pm olup, insanlarda 16 569 baz ciftine sahip
cembersel mitokondriyal DNA (mtDNA) kopyalar1 bulunmaktadir. Ortalama olarak, bir
Okaryotik hiicre 103- 10* mitokondri kopyas1 igerir” (Passarge, 2006). “Hayvan
hicrelerinde sadece mitokondriyal DNA, bitki hucrelerinde ise hem mitokondriyal
DNA ve hem dekloroplast DNA molekilleri ekstra kromozomal yapilar olarak
bulunmaktadir. Sitoplazmik kalitim materyalleri olarak da tanimlanan mtDNA ve
cpDNA molekiillerianaya ait kalittm modeline sahip olup yumurtanin sitoplazmasi
vasitasiyla generasyonlar boyunca aktarilmaktadir”(Ozdil, 2007).Birgok canli ¢ekirdek
DNA’smin yarisini anneden yarisini babadan alir. Mitokondriyal DNA ise dollenme
sirasinda sadece anne tarafindan aktarildigi icin degisime daha kapali bir DNA’dir.
Buda evrim ve filogenetik arastirmalarda ¢ekirdek DNA’sina gore daha yol gostericidir.
Gecmisten gilinlimiize tiir goclerini izleme ve dagilimlarinin yapildigi arastirmalarda
daha dogru sonuglar vermektedir. Anneden c¢ocuga gecen Mitokondriyal DNA ona
annesinden, ona da annesinden kalarak béyle devam edip geriye gitmektedir. insanlarin
var olus tarithini arastirirken de kullanilan bu yontem Havva teorisinin temelini
olusturmaktadir. “1987 yili ocak ayinda Kaliforniya Universitesi arastirmacilarindan
Allan Wilson ve calisma arkadaslar1 Rebbecca Cann ve Mark Stoneking Nature

dergisinde bir makale yayinladilar. Makale, suanda diinya iizerinde yasayan biitiin
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insanlarin genetik malzemesinin 200.000 yil 6nce Afrika’da yasamis olan tek bir
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kadindan geldigi sonucunu bildiriyordu. Haber aninda giinliik gazetelere de yansidu.
Gazetelerden biri haberi, ilk kadin Havva’ya atifta bulunarak “Hepimizin annesi-Bilim
insaninin Teorisi” bashgiyla vermisti. O giinden sonra bu tez bilim ¢evresinde
“Mitokondriyal Havva” olarak anilmaya basland1” (Karagay, 2010). “Mitokondriyal
Havva; bundan 140.000 ve 290.000 yillar1 arasinda yasamis ve bugiin var olan tim
mitokondri DNA’larini olusturan atasal mitokondri DNA’simi1 tasiyan kadm” (Brown,
2009). “ Bu isimin nedeni, Wilson ve arkadaslarinin ¢alismalarinin mitokondri DNA’s1
tizerinde yogunlagmis olmastydi. Farkli irklardan ve bolgelerden 147 kisinin mitokondri
DNA’sinin dizilimini belirlemis ve birbirleriyle karsilagtirarak benzerliklerini ve
farkliliklarint incelemislerdi. Arastirmalarina temel olusturan diisiince, diinyanin farkli
bolgelerinde yasayan, farkli irklardan insanlarin DNA dizilimlerindeki benzerliklerin ve
farkliliklarin insan kdkeni hakkinda 6nemli ipuglar verecegiydi. Eger insanlar diinyanin
farkli yorelerinde ayni anda ortaya ciktiysa, o zaman DNA dizilimlerinde gruplagmalar
olmaliydi. Ornegin, Afrika’da ortaya ¢ikmis olan grubun bu giinkii ¢ocuklarmin
DNA’lar1 birbirine daha yakin, ama 6rnegin Avusturalya insanlarinin DNA’sindanfarkl

olmaliydi. Sonugta ka¢ farkli noktada insan tiirii ortayagikmissa, DNA dizilimleri

L

arasindakicesitlilik de o kadar olmaliydi. Eger tek bir koken s6z konusu ise, DNA
ornekleri diinyanin neresinden ve hangi irktan gelirse gelsin biiylik bir benzerlik
gostermeliydi.Elde edilen sonug ikinci senaryoyu dogruladi. Diinyada yasayan hemen
hemen her ki ve grubu temsil eden bu 147 kisilik grubun DNA’lar1 ¢ok biiyilik bir
benzerlik gosteriyordu. Bu sonugbiitiin insanlarinortak bir atadan geldiginin kanitrydi”

(Karagay,2010 ).
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Sekil 4NUkleer DNA, tim atalardan miras kalan

AR ARAR AR

&

Sekil 5 Mitokondriyal DNA tek bir soydan miras gelen

Mitokondriyal DNA’nin kendini bu sekilde korumasi nesillere rekombinasyona
ugramadan diisiik mutasyon riski ile tasinmasi sayesinde sadece antropologlarin degil
taksonomistlerin de ilgisini ¢ekerek DNA barkodlama sisteminin hedefi olmustur.
“Mutasyon olma siklig1 diisiik oldugu i¢in, mtDNAmolekiiliinde meydana gelen genetik
varyasyonun kaynagi su sekilde 6zetlenebilir.

a) nukleotid eksilmesi (deletion),

b) nlkleotid ilave edilmesi (insertion),

¢) niikleotid doniistimleri (substitution),

d) belirli gen bolgelerinde DNA pargalarinin farkli uzunluklarda olmasi ve

e) herhangi bir lokustaki nikleotid dizilimlerinde gozlenen gesitli degisimler”
(Ozdil, 2007).

TUm bu aragtirmalar sonucu Mitokondriyal DNA’nin da daha spesifik bir pargasi
olan Mitokondriyal sitokrom C oksidaz alt tinite I (COI) geni bir¢ok canli i¢in aranilan

barkod olmustur.
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1.2.4.Neden Sitokrom C Oksidaz Alt Unite 1 ( COI ) Geni?
“Bugiine kadar gercgeklestirilen ¢alismalarda, mitokondriyal sitokrom c oksidaz

alt tnite 1 (COI) geninin yaklasik 655 baz ciftlik kiigiik bir boliimii kullanilarak kuslar,
baliklar ve kelebekler gibi karmasik gruplara ait bir¢ok canli tiiriinde %98-100
seviyelerinde tanimlama basariyla ger¢eklestirilmistir. Bu kadar genis 6lgekte uygulama
alanma sahip bu bolgenin ayrim giiciiniin temelinde niikleotid dizilerinde ayni anda

meydana gelen degisikliklerdeki siklik yer almaktadir” (Keskinve Atar, 2013).

“COIl barkod bolgesinin, metazoan mitokondriyal genomu bakimindan tiir
icerisinde %3’ten kiiclik, tiirler arasinda ise ortalama %10 ila %25 arasinda belirgin bir
farklilik gosterdigi yapilan galismalar ile ortaya koyulmus bir gercektir. Glnlmuzde
metazoan tiirler i¢in kullanilan standart barkodun tanimi, COI geninin 5" ucundan 652-
658 baz ciftlik bolgesi olarak ifade edilmektedir. Ge¢miste yapilan birgok sistematik
analiz calismasinda kullanilan 12S rRNA ve 16S rRNA genleri, gostermis olduklari
yiiksek insersiyon ve delesyon frekansi nedeniyle elde edilen dizilerin hizalanmasinda
ve Kkarsilagtirllmasinda biiyilkk zorluklara neden olmustur. Metazoan tiirlerin
mitokondriyal genomlarinda bulunan 13 protein kodlayan gen genellikle bu insersiyon
ve delesyonlar1 igermektedir. COIl geninin diger protein kodlayan mitokondriyal
genlerden stlinliigli, metazoan tiirler i¢in evrensel primer ciftler1 kullanilarak
cogaltilabilmesi ve bir¢cok farkli taksonomik seviyede kullanilabilir bir filogenetik
sinyale sahip olmasidir. COIl geninde bulunan kodonlarn {igiincii pozisyonundaki
nlkleotidleri yiksek oranda substitiisyon gostermekte ve boylece mitokondriyal rRNA
genlerine oranla ii¢ kat daha yiiksek molekiiler evrim hizina sahip olarak
degerlendirilmektedirler. Bir baska 6nemli nokta da COIl geninde gergeklesen evrimin,
yakin tlirlerin ayrimma imkan taniyan ve cografik yapi ile iligkilendirilebilen tir ici
varyasyonu ortaya koyabilecek bir hizda gergeklesmesidir. COI geninin standart barkod
geni olarak secilmesindeki asil neden, birden fazla tiir igin gostermis oldugu belirgin
ayrnim giicii ve tiir i¢i ile tiirler arasindaki uzakligin cakigsmadigi tipik varyasyon
modelidir. Tir i¢i ve tiirler arasi varyasyonda c¢akisma meydana gelmemesi
“pbarkodlama aciklig1” olarak adlandirilmis ve barkod dizilerinin isabet ve
giivenilirliginde en 6nemli nokta olarak kabul edilmistir (Sekil 1) “( Keskin ve Atar,
2013).
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Sekil 6.”Tir i¢i ve tiirler aras1 genetik uzakliklarin varsayimsal dagilim
frekanslari. (a) tiir i¢i varyasyon ve tiirler arasi varyasyonun ayrt dagilimindan dogan
barkodlama agikligi, (b) tiir i¢i ve tiirler arasi varyasyonun cakisan dagilimi sonucu

barkodlama agikliginin bulunmamasi”( Keskin ve Atar, 2013).

“Tim bu ozelliklerine ragmen COI geninin ¢dziimleyemedigi bazi canli gruplari
da bulunmaktadir. Bunlara o6rnek, Porifera (siingerler), Ctenophora (taraklilar) ve
Anthozoa (mercanlar) olup, bu gruplardaki mitokondriyalDNA evrimsel hizinin diger
metazoan gruplara kiyasla 10-20 kat daha az oldugu ileri siiriilmektedir. Dahas1 COI
barkodlarindan elde edilen verilerin bazi canli gruplarinda, yakin iliskili tiirlerin
giivenilir  bir gsekilde ayrimlarinin  gerceklestirilmesinde yetersiz  kaldigr da

belirtilmektedir”( Keskin ve Atar, 2013).

“Belirtildigi gibi mtDNA molekiiliinde meydana gelen degisimler eklemeli olarak
generasyonlar boyunca korunmakta ve dolden dole aktarilmaktadir. Ancak
heteroplazmik (heteroplasmy) yapmin s6z konusu oldugu beyaz mersin baligi
(Acipenser transmontanus), midye (mytilus) ’nin kas dokusunda, meyve sinekleri
(Drosophila) ve bazi hibrit fare hatlar1 ile izogamik (isogamous) funguslarda teorik
temeli heniiz tam olarak ortaya konulmamakla birlikte, sitoplazmada bulunan farkl
kaynaklardan gelen mtDNA molekulleri arasinda par¢a degisimlerinin oldugunu

bildiren aragtirmalara da rastlanilmaktadir. Heteroplazmi (heteroplasmy), bir hiicrede iki
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ya da daha fazla kokene ait farklit mtDNA molekiiliiniin ayn1 anda bulunmas1 olarak
ifade edilmektedir. Bu hiicrelere sahip organizmalar da heteroplazmik organizmalar
olarak tanimlanmaktadir” (Ozdil, 2007).

“ Mitokondriyal sitokrom c oksidaz (cytochrome ¢ oxidase 1 = COI veya cox1) gen
dizisi hayvansal organizmalar igin giincel olarak DNA barkodu olarak kullanilmaktadir.
(Hebert et al. 2003). Fakat mitokondriyal COI geni, diisiik niikleotid degisim oranindan
dolay1 bitkilerde DNA barkot uygulamalar1 i¢in ¢ok uygun degildir. Dogal olarak bitki
barkot kaynagi olarak plastid (cpDNA) ve cekirdek genomu (nrDNA) aday olarak
ortaya c¢ikmaktadir* (FILIZ ve KOC, 2012).Yapilan calismalarsonucunda niikleer
genomda bulunan ITS dizinin en uygun DNA barkodu olduguna karar verilmistir.
“Amazon agaclarinin tanimlanmasiyla ilgili barkot calismasinda, plastid kodlama
bolgelerinden rbcLa, rpoC1l, rpoB, matK, ycf5; kodlama yapmayan bdlgelerden trnL,
psbA-trnH ve cekirdek boélgesi ITS dizileri kullanmilmistir. Yiiksek kaliteli diziler (% 90
uzeri) rpoC1, rbcLa, rpoB ve trnL belirteglerinden, en yiiksek ¢esitlilik oranlari
(polimorfizm) ise ITS, psbA-trnH, trnL ve matK bolgelerinden elde edilmistir. Ayrica,
en koti tiir seviyesindeki ayirim giicii rpoC1 plastid bolgesinden elde edilmistir” (Filiz
ve Kog, 2012).Calismalar Kloroplast DNA’simin iyi sonu¢ vermemesi ve tlir ayrim
oraninin %70’lerin altinda olmasi nedeniyle kloroplast DNA bolgelerini evrensel DNA

barkodu i¢in uygun olmadigi kararini almistir.

“Sonu¢ olarak bitki barkotlarinin ¢ok sayida bolge igermeleri gerektigi
Oongoriilmiistiir Cekirdek ITS dizileri bitki barkotlarini desteklemekte kullanilan ve
direkt dizilenmeye uygun segeneklerin basinda gelmektedir (Thomas, 2009). Tibbi
bitkilerle ilgili barkot ¢alismasinda, psbA-trnH, matK, rbcL, rpoC1, ycf5, ITS2 ve ITS1
bolgeleri kullanilarak 8557 tibbi bitki DNA dizisi kullanilmistir. ITS2 verilerinin
6600’den fazla tiir i¢in uygun oldugu, 6zellikle ¢ekirdek 1TS2 bdlgesi cekirdek ITS1
bolgesine oranla daha korunakli ve ¢ogaltim iiriinleri agisindan daha tahmin edilebilir
bilgiler sundugu saptanmistir. 1TS2 bolgesinin tibbi bitkilerde evrensel oOlgekte bir
barkot olabilecek potansiyele sahip oldugu diistintilmiistiir” (Filiz ve Kog, 2012).
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1.2.5.DNA Barkodlama Uygulamasi

“Barkodlama yolu ile tiir tanimlanmasi genel olarak, incelenen Ornekten elde
edilen genomun standart bir kismindan elde edilmis ve DNA barkodu adi verilen kisa
DNA dizisinin kullanilmastyla gergeklestirilir. Bilinmeyen tiir 6rneklerinden elde edilen
bu barkod dizileri, tanimlanmasi gerceklestirilmis ve veri tabanina kaydedilmis
barkodlar ile karsilagtirilir. Veri tabaninda kayithh barkodlardan biri ile eslesirse tiir
tanimlamas1 gerceklesir. Eslesme gerceklesmedigi takdirde, benzerlik oranlarina gore,
kayith tiirlere iligskin yeni bir barkod kaydi olarak (haplotip veya cografik varyete) veya
potansiyel yeni bir tiir olarak degerlendirilir ”( Keskin ve Atar, 2013).

“Tir seviyesinde biyosistematik tanimlamalarda birgok gen bolgesi kullanilmis
fakat DNA barkodlama i¢in evrensel bir standart olusturulmasi fikri sonucunda daha
oncede belirtildigi iizere, hayvanlar i¢in COIl geninin 5’ ucundan 655 baz ciftlik bolgesi
kabul gormiistiir. Bu boyda bir dizi segilerek konvansiyonel dizileme platformlarinda
tek seferde giivenle okunabilecek bir barkod olusturulmustur. DNA’da olusan
degredasyon sonucu 655 baz ciftlik bolgenin cogaltilamayacagi durumlarda COI
geninin daha kisa bolgeleri de (mini barkodlar) tiir tanimlamada kullanilabilmektedir.
Bazi arastiricilar, tiirlerin tanimlanmasinda alternatif lokuslardan yararlanilabilecegini
savunmaktadir. Ornek olarak, toprak nematodlari ve benzer gruptaki canlilarin
tanimlanmasinda 18S rDNA dizilerinin kullanildig1 ve “DNA taksonomisi” ad1 verilen
bir yontem gelistirilmistir. Fakat bu yaklasimda, DNA barkodlamada oldugu gibi dizi
analizi ile elde edilen genetik Ozelligin Linnaeus taksonomisindeki tlrler ile
eslestirilmesi gibi bir ama¢ yoktur. Bu durumda da DNA taksonomisi yaklagimi
yalnizca detayli taksonomik diizene sahip olmayan canli gruplarinda kullanilabilir
olmaktadir. COI dizilerinin yeterli sayida bulunmadigi durumlarda tiir igerisinde ayrim
yapabildigi tespit edilen veya ayrimi zor bir tiiriin ortaya ¢ikarilmasinda molekiiler kanit
olarak kullanilabilen alternatif belirtecler de kullanilmistir. Ayrica bitkiler gibi bazi
gruplarda COI tiir seviyesinde ayrim yapabilecek hizda evrimlesmediginden dolayi
alternatif belirtegler kullanilmaktadir. DNA barkodlamanin farkli hayvan gruplarindaki
etkinligini gosteren cesitli ¢calismalar mevcuttur [3, 7, 19, 21, 23]. Bu calismalar ile

DNA barkodlamas: gerceklestirilen tiirlerin %95’inden fazlasi igin 6zgiin bir COI
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barkod dizisi elde edilmis ve tiir seviyesinde tanimlamalar diizenli bir sekilde
yiiriitilmiistiir. {1k gerceklestirilen barkodlama calismalar1 drneklemelerin kisitli bir
taksonomik ve cografik kapsamda gerceklestirilmesi nedeniyle elestirilmistir. Daha
sonra yapilan c¢alismalarda tropikal ortamlarda bulunan tiirlesme bakimindan zengin
taksonlar ve belirli taksonomik gruplardaki turlerin tamami hedef alinarak detayli
analizler gergeklestirilmistir. Caligmalardaki asil hizlanma, arastirma kuruluslar
tarafindan olusturulan uluslararasi bir birlik olan ve DNA barkodlamanin tiir
tanimlanmasinda uluslararas1 bir standart olmasini destekleyen CBOL (Consortium for
the Barcode of Life) un kurulmasi ve DNA barkodlari i¢in kiiresel, ¢evrimigi bir veri
yOnetim sistemi olan BOLD’un gelistirilmesi ile miimkiin olmustur”( Keskin ve Atar,
2013).

“Barkodlama caligmalar1 genel olarak belirli taksonomik gruplardan 6rneklerin
elde edilmesi (mimkunse morfolojik karakterler gibi klasik taksonomik yontemler
kullanilarak tanimlanmast), DNA barkod dizilerinin (COI geninin 655 baz ¢iftlik kismi)
elde edilmesi ve diger bilgiler ile bir araya getirilerek kataloglanmasi seklinde
yapilmaktadir. DNA barkod verilerinin analiz asamasi1 ise elde edilen niikleotid
dizilerinin hizalanmasi ile baslar. Hizalanan diziler, kontrol amaci1 ile kodon analizinden
gecirilir ve herhangi bir delesyon, insersiyon veya stop kodon olusumu olup olmadigi
tespit edilir. Ardindan Kimura 2-parameter (K2P) modeline gore genetik uzaklik matrisi
olusturulur ve karsilastirilan diger tiirler ile iliskisi neighbor-joining (NJ) yontemine
gore c¢izilen agaglar ile goOsterilerek tir i¢i ve tlirler arasi sonuglar

degerlendirilebilmektedir”(Keskin ve Atar, 2013).

1.2.6 mtDNA Analizinde Yasanan Zorluklar

mMtDNA analizlerinde karsilasilan zorluklardan biri  ve en 6nemlisi
heteroplazmidir. Bilinen sekli ile mitokondriyal DNA’daki maternal kalitim;
homoplazmi (tiim hiicre veya bireylerde tek tip mtDNA) ile sonuglanir. Fakat niikleer
psodogenlerin farkli ¢ogalmalari, paternal aktarimlar, somatik mutasyonlar ve tur
caprazlamalar1 heteroplazmiye (tiim hiicre veya bireylerde birden fazla mitokondriyal
DNA’nin karisimmnin  bulunmasi) neden olabilmektedir”  ( Keskin ve Atar,
2013).0Organizmada birden fazla mtDNA’nin bulunmast mtDNA kullanilarak yapilan
DNA barkodlama ve soyagaci calismalarimi imkansiz kilmaktadir.Kalitilan DNA
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Ozelliklerinin maternal (anneye ait) mi, paternal (babaya ait) mi oldugu yoksa
mutasyona ugramis hiicrelerden biri oldugunu bulmak hem zahmetli hem de sonuca

gotlirmede gereksiz bir risk ve zaman kaybi olusturabilir.

“Tiirler aras1 hibridizasyon kuskusuz barkodlama ¢alismalarinda énemli bir sorun
teskil etmektedir. Hibridizasyon farkli kaynaklardan gelen niikleik asitlerin tamamlayici
baz eslemesiyle birbirine tutunmasidir”( Madigan and Martinko, 2010).* Bilindigi gibi
barkod geni olan COIl, mitokondriyal bir gendir ve genellikle maternal olarak aktarilir.
Bu sebepten otiirli hibrit bir canli kaginilmaz bir sekilde ve hatali olarak maternal tiirle
ayni tlir olarak tanimlanacaktir. Eger tanimlamas1 yapilacak tiiriin hibritlesebilen tiirler
arasinda oldugu biliniyorsa ve dogru bir tanimlama yapmak isteniyorsa mutlaka DNA
barkodlama ile birlikte bilinen tire 6zgl nukleer DNA allelleri de analiz edilmesi
onerilmektedir. Eger ornek gergekten hibrit ise barkodlama sonucunda maternal tir
belirlenecek, niikleer DNA dizisi yardimiyla da paternal tiir ortaya ¢ikarilacaktir” (
Keskin ve Atar, 2013).

Bir sonraki zorluk ise psodogenler (pseudogenes )“ adi verilen yalanci
genlerdir.“Bu genler, genlerin duplike kopyalarinin evrimsel artigidir ve onlar1 islevsiz
kilan mutasyonlara ugramislardir. Bazi durumlarda, bu tiir genlerin ¢ok sayida
kopyalarna rastlanir” (Klug et. al. , 2009 ). “Bu psddogenler korunmus evrensel
primerler kullanildigi zaman kolaylikla mitokondriyal DNA ile birlikte amplifiye
olabilmektedirler. Bu durum, niikleusta meydana gelen niikleotid substitiisyonlarinin
mitokondriyal genomdakiler kadar hizli gergeklesmemesi nedeniyle Ozellikle DNA
barkodlama agisindan sorun yaratmaktadir. Fakat son yillarda yapilan ¢aligmalarda
barkodlama sonuclarinin psddogenler nedeniyle yanlis degerlendirilmesinin Oniine
gecen analiz yontemlerinin de gelistirilmis oldugu ifade edilmektedir” ( Keskin ve Atar,
2013).

Bir baska zorluk isearsivlenmis orneklerden DNA extraksiyonunu elde etmektir.
Ornekler bir yerden baska bir uzak yere gotiiriiliirken veya daha sonra arastirilmak igin
saklanir ve saklanirken bozulmamas: i¢in formalin igine birakilir.” pH dengesi
ayarlanmamig formalinin hizl1 asidifikasyonunun arsivlenmis Orneklerden zaten zor
olan DNA ekstraksiyonunu bir kat daha zorlastirdig1 belirtilmektedir. Bilinenin aksine,

dokularin pH dengesi ayarlanmis formalin igerisinde uzun zaman saklanmasi molekdler
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analizde kullanilmalarina bir engel olusturmamaktadir. Formalin igerisinde saklanmig
dokulardan DNA ekstraksiyonuna yonelik bircok protokol bulunmakta, dahasi formalin
icerisinde saklanmis zooplankton ve balik 6rneklerinden elde edilmis DNA barkodlarina
da literatiirde rastlanmaktadir. Mevcut sorunun asilmasina yonelik yeni protokoller
gelistirilmekle beraber, molekiiler analizde kullanilacak dokularin saklanmasinda yine
de en uygun yontem olarak etanol igerisinde veya dondurularak saklanmasi
gosterilmektedir” ( Keskin ve Atar, 2013).

” Canlilarin COI dizilerine iligkin kayitlarin NCBI GenBank veri tabaninda hizla
artmasi sayesinde bu canlilarin karsilagtirmali tanimlanmasinda kaynak olusturacak
kullanisht ve detayli bir kiitiiphane meydana gelmis ve bu kiituphane gin gectikce de
biiyiimektedir. Fakat dikkatli bir sekilde incelendiginde GenBank veri tabaninda
taksonomik tanimlamanin yanlis yapildigi, DNA dizisinin uygun bir sekilde kontrol
edilmedigi (dizinin yanlis hizalanmasi, stop kodonlarin olugsmasi, okuma ¢ergevesindeki
insersiyon ve delesyonlar), bilinmeyen psddogenler iceren ve mikrobiyal
kontaminasyonlara maruz kalmis birgok hatali diziye de rastlandigi da ifade
edilmektedir. Bu hatali dizilerin ancak belirli taksonlarin karsilastirmali olarak

incelenmesi ile tespit edilebildigi vurgulanmaktadir” ( Keskin ve Atar, 2013).

1.2.7. DNA barkodlamanin sistematikle iliskisi veya DNA Barkodlamanin
Taksonomi, Filogeni ve Populasyon Genetigi ile Tliskisi

1.2.7.1 DNA barkodlama-taksonomi iliskisi

“Taksonomik caligmalarla birlikte yiiriitilen DNA barkodlamanin, 6rneklerin tiir
seviyesinde tanimlanmalarinda sagladig1 faydalar ne kadar biiyiik olsa da, barkodlama
higbir zaman kapsamli taksonomik analizin yerini alacak bir uygulama olarak
gortlmemelidir. Bilinmeyen bir 6rnek barkod veri tabanindan bir tiir ile eslesme
saglamaz ise, bu bilinmeyen Ornege ait barkod dizisi onun yeni bir tiir olarak
degerlendirilmesini saglamaz. Aksine bu 6rnekler kapsamli bir taksonomik analize tabi
tutulurlar. Bu tanimlanamayan o6rneklerin klasik taksonomik ydntemler gergevesinde
degerlendirilmesi, barkodlama analizinden ¢ok daha uzun siirse de yeni bir tiiriin ortaya
cikarilmasinda daha yiiksek bir potansiyele sahiptir. Detayli olarak ¢alisilmamis
taksonomik gruplarda gercgeklestirilen ¢alismalarda, klasik taksonomik c¢alisma

oncesinde gerceklestirilecek DNA barkodlama ¢aligsmasi ile 6rneklerin hizla genetik
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olarak farkli gruplara ayrilmasi saglanabilir ve taksonomik ¢aligmanin is yiki
azaltilabilir. Yeni tiirlerin teshisi ve tanimlanmasi en nihayetinde kapsamli bir
taksonomik calisma ile gergeklestirilse de, DNA barkodlama bu siireci belirgin bir
bicimde hizlandirmakta ve kolaylastirmaktadir. Genellikle morfolojik ve ekolojik
verilerin toplanmasint da gerektiren klasik taksonomik calisma yontemleri, farkli
taksonomik gruplara gore degiskenlik gosterirken (6rnegin kuglarla baliklarin
taksonomik tanimlanmasi farkli yontem ve tecriibe gerektirir), barkodlama analizi ¢ok
genis canli gruplari i¢in (6rnegin tiim hayvan taksonlari) hemen hemen standart hale

getirilmistir*( Keskin ve Atar, 2013).

1.2.7.2.DNA barkodlama - filogeni iliskisi

“DNA dizisi verilerinin isin i¢ine girmesiyle filogenetik calismalarda son yirmi
yilda ¢cok onemli bir gelisme yasanmis ve farkli canli gruplara yonelik genis lgekli
projelerin sayisinda artig goriilmiistiir. Molekiiler filogeni temelli bir projede oncelikle
analiz edilecek hedef grubun Olgeginin (6rnegin familya) belirlenmesi, hedef grubu
temsil edecek taksonlarin belirlenmesi, DNA dizisi bilgilerinin elde edilmesi ve
filogenetik agaglarin olusturtulmasinda en uygun yontemin belirlenmesi (Maximum
Likelihood, Maximum Parsimony, Bayesian analizi vb.) gerekmektedir. Bu islemler
detayl1 olarak farkli caligmalarda anlatilmakla beraber giiclii bir sekilde desteklenebilen
filogenetik agaglarin olusturulmasinda lokuslarin ve hedef grubu temsil edecek
taksonlarin secimi ¢ok 6nemlidir. Kisa bir zaman 6ncesine kadar hedef gen se¢iminde
dizi analizinde sikint1 yaratmayan 6zellikte dizilere sahip olan ve evrensel primerler ile
cogaltilabilen ribozomal genler tercih edilmekteydi. Fakat ginumizde, mevcut
teknolojik gelismeler 1s18inda daha stratejik gen secimleri miimkiin hale gelmistir.
Dolayisiyla, son zamanlarda gergeklestirilen calismalardaki filogenetik analizlerde
farkli genomik kisimlardan (6rnegin niikleus, mitokondri veya kloroplast), birden fazla
lokustan, toplamda birka¢ kilobaz uzunlugunda DNA dizileri elde edilmektedir.
Boylece farkli taksonomik seviyelerden elde edilen filogenetik ¢oziiniirliiglin artirilmasi
saglanmakta ve tek bir gene spesifik hatalarin 6niine gegilebilmektedir*( Keskin ve
Atar, 2013).

“Bir bagka gozden kacirilan nokta ise takson orneklemelerine, lokus se¢imine
gosterildigi kadar 6zen gosterilmemesidir. Fakat takson 6rneklemelerinin artirilmasi dal

uzunluklarinin  kisalmasini ve homoplasi sayisinin azalmasini saglayarak dogru
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filogenetik agacin olusturulmasina yardimer olmaktadir. Aksi takdirde dal uzunluklar
ve homoplaside goriilecek artis, yanlis bir filogeni olusturulmasi ile sonuglanabilir.
Birgok arastirict filogeninin ¢oziiniirliigiinii artirmak icin daha fazla gen eklemektense
daha fazla takson eklemenin ¢ok daha faydali oldugunu savunmaktadir. Veri setine daha
fazla takson eklemek analize yardimei olmakla beraber analizler sirasinda hesaplamaya
iliskin faktorler nedeniyle analiz edilebilecek takson sayisi sinirli oldugundan eklenecek
taksonlarin se¢imi iyice Onem kazanmaktadir. Bu sinirlayict nedenlerden Otiirii
arastiricilar, yiiksek sayida takson igeren filogenetik veri setleriyle (6rnegin yiizlerce
tiir) calisirken daha bulgusal ve basit analitik yontemlerden yararlanmaktadirlar. Her ne
kadar barkod kiituphaneleri ile molekdler filogenetik veri setleri benzerlikler gosterseler
de (her ikisi de canli gruplarmna iliskin DNA dizi bilgisi icermektedir), DNA barkodlar
genellikle evrimsel iligkileri derinlemesine ¢dziimleyebilecek yeterlilikte filogenetik
sinyale sahip degildirler. DNA barkodlama c¢alismalari, filogeni olusturma ¢aligmalarina
takson se¢iminde yardimci olarak katkida bulunabilmektedir. DNA barkodlar1 hem tiir
tanimlamada hem de ayrimi zor veya yeni tiirlerin ortaya ¢ikarilmasi noktasinda etkili
oldugundan, kapsamli filogenetik analiz gerektiren taksonlarin belirlenmesinde

kullanilabilecek bir molekiiler aragtir” ( Keskin ve Atar, 2013).
1.2.7.3. DNA barkodlama - populasyon genetigi iliskisi

“Biyolojik iligkilerin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan araglar ve uygulamalar
biyolojinin iki 6nemli dali tarafindan gelistirilmistir. Bunlar molekiiler filogenetik ve
populasyon genetigidir. Bu bilim dallar1 canlilar arasindaki iligkilerin farkli seviyelerine
odaklanmistir. Molekiiler filogenetik calismalarda genellikle canli gruplar1 arasindaki
daha derin evrimsel iliskiler {zerine yogunlasirlarken, populasyon genetigi
caligmalarinda tek bir tiirin kendi icindeki ve farkli populasyonlari arasindaki
varyasyon hedef alinmaktadir. Bu baglamda, DNA barkodlama tiirler bakimindan
kapsamli bir igerige sahipken, birbirleriyle iligkilerinden c¢ok tanimlanmalarina
odaklanarak iki disiplinin ortasinda bir yerde kendine yer bulmaktadir. Bilinenin aksine,
DNA barkodlama tiir i¢i genetik farkliliklarin ortaya cikarildigi populasyon genetigi
caligmalarinda siklikla kullanilmakta ve tiir i¢i genetik varyasyonu tespit etmekte ¢ok
basarili bir genetik belirte¢ olarak kabul edilmektedir. Ozellikle balik tiirleri {izerinde
yogunlagan calismalarda DNA barkodlamanin populasyon genetigi ¢caligsmalarinda etkin

bir sekilde kullanilabilecegi elde edilen sonuglar ile ortaya koyulmustur. Avustralya’dan
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toplamda 207 balik tiiriiniin COI geninin DNA dizisini analiz eden arastiricilar ortalama
tiir i¢i K2P uzakligint %0,39 olarak hesaplamislardir. Aragtiricilar, bu ¢alismadan elde
edilen sonuglarin COI geninin barkodlanmasinin baliklarda tlirlerin ve tiir i¢i farkl
populasyonlarin tanimlanmasinda kullanilabilecegini gosterdigini belirtmislerdir®(

Keskin ve Atar, 2013).
2 ONCEKIi CALISMALAR

Calismamizda kullanilan 11 Hydraena tirii Once erkek organlarina gore
morfolojik olarak teshis edilmis daha sonra mitokondriyal Cox alt {inite 1 geni
kullanilarak molekiiler olarak tanimlanmig ve iki tanimlama sonucu c¢ikan veriler
karsilastirilmistir. Daha sonra DNA barkodlama i¢in kullanilan molekiler analiz
sonuglart DNA veri tabanindaki verilerle karsilastirilmistir. Bircok organizma uzerinde
ve ¢esitli dallarda DNA barkodlama yontemi kullanilan, molekiler filogenetik ve

molekiiler taksonomi tez ¢alismalarindan bazilar1 bu boliimde verilmistir.

KESKIN (2007), yuksek lisans tez ¢calismasinda Mullidae familyasi {izerinde ¢alismistir.
“Bu c¢alismada Akdeniz, Ege Denizi, Marmara Denizi ve Karadeniz’den elde edilen
Mullus barbatus, Mullus surmuletus, Upeneus pori, Upeneus moluccensis tirleri ile
Mullus barbatus ponticus alt tiirii, morfolojik olarak siiflandirilmis; 16S rRNA, CytB,
12S rRNA ve CO II bolgeleri PCR teknigi ile ¢ogaltilarak, dizi analizleri yapilmistir.
Dizi analizleri sonucunda 16S rRNA boélgesinden filogenetik olarak anlam tasiyan veri
elde edilemediginden, bu bolge filogenetik analiz asamasinda ¢aligmadan ¢ikarilmistir.
CytB, 12S rRNA ve CO Il bolgelerinin dizi analizleri sonucu elde edilen veri, MEGA4
programi kullanilarak, farkli metotlarla analiz edilmis ve bu dort tiir ile bir alt tiir
arasindaki genetik yakinlik ortaya koyulmustur. Arastirma sonunda elde edilen veriler,
daha once Mullidae ailesine ait tiirlerde dizi analizi yapilmamis CO II bolgesinin
niikleotit kompozisyonu hakkinda detayli bilgiler vermektedir. Ayrica alt tiir olarak
kabul edilen Mullus barbatus ponticus’un, farkli denizlerden elde edilen Mullus
barbatus tiirleri ile olan genetik yakinligi, dizi analizi kullanilarak ilk defa bu ¢alisma
ile ortaya koyulmustur” (KESKIN, 2007).

Kahraman (2014), tez ¢alismasinda Hatay bOlgesindeki 71 giindiiz kelebegi
(Rhopalocera) tiiriinii Cytokrom C Oksidaz Alt Unite 1 (COX 1) geninin DNA

dizilimlerini molekiiler analizler sonucu elde etmis ve daha sonra bunlar filogenetik
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analizler sonucunda da elde ettigi verilerle bir araya getirerek filogenetik bir soy agag
cikarmak i¢in 3 farkli algoritma; maximum parsimony, maximum likelihood, Neighbor-
joining programlarini kullanmistir. 71 tiirlin akrabaliklarini gosteren soy agacglari
diizenlemis ve ayrica 71 kelebek tiiriiniin Mitokondriyal COX 1 gen dizilerini tur tayini
amaciyla Gen bankasinda karsilastirilmasint yapilmistir.  Gen Bankasinda %100
benzesmeyen 49 tir Bankanin veri tabanma yeni tiirler olarak kaydedilmistir.
Calismasinda COX 1 geni tilirlerin akrabalik iliskisini gostermenin yani sira tiir
ayriminda kullanilmistir. Caligma Hatay ilindeki kelebeklerin molekiiler diizeyde ayrimi

konusunda yapilan ilk ¢aligma olmustur.

MONIZ ve KACZMARSKA (2009) vyayinladiklari makalelerinde diatomlarin
barkodlanmasi c¢aligsmalari i¢in uygun bir marker olup olmadigi hakkinda bir ¢alisma
yaptilar. Bu c¢aligma igin se¢ilen 3 marker, COI geni (430 bp) , kiiciik ribozomal atl-
birimi (1600 bp) ve 5.8S+ITS-2 (300-400 bp) gen bolgeleri test edildi. Test edilen 3
belirtecten COX | hayvan fillumlarin1 ayirirken hizalamadaki kolaylik ve %95 ten daha
fazla ayrim saglamaktadir. Ancak ITS-2 ikincil transkript yapisi iizerinde yapilan
arastirmalar ve gelismeler, 5.8S+ITS-2 fragman1 diatomlar i¢in giiglii bir DNA barkod
olarak ortaya ¢ikmistir. Kolayca ¢ogaltilabilir ve sadece kii¢iik bir kismi bile ¢ok yakin

tiirleri ayirabilmektedir.

Filiz ve Kog¢ (2012), arastirma makalelerinde DNA barkodlanmasindaen genel
kullanilan Mitokondriyal genomda bulunan COX 1 geninin bitkilerde niikleotid degisim
oranin disiik olmasindan dolayr uygun olmadigmnin belirtmis. Yaptigi aragtirmalar
sonucu bitkilerde DNA barkodlamada bitkiler i¢in genel bir gen arama galismalarini
derleyip en sonunda cekirdek bélgesi ITS dizilerinin bitki barkodlama ¢alismalari igin
dahaideal bir diziye sahip oldugu sonucuna varmislardir.

Cebeci (2006), Gida izlenebilirliginde Bilgi Teknolojileri bildirisinde genetik
izlenilebilirlikten bahsetmis ve bu yontemin yararlarina soyle deginmistir.”Genetik
izlenebilirlik tiriiniin genetik tiirti, cesidi, kaynaginda genetik olarak modifiye edilmis
organizma (GMO) veya madde veya girdi/bilesen (tohum, fide, sperm, embryo vb)
kullanilip kullanilmadigin1 ortaya koyar. Girdi izlenebilirligi tiretimde kullanilan tohum,
giibre, kimyasal ilaglar, sulama suyu, toprak yapisi, hayvan, hayvan yemi, katki

maddeleri gibi her tiirlii girdinin saglandigr yer ve Ozellikleri gibi bilgilerin
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izlenebilirligini saglamak amacindadir. Hastalik ve kaltinti izlenebilirligi gidaya
bulasabilme ihtimali olan patojenik bakteri, virlis, mantar vb izlemeyi hedefler.”

(Cebeci, 2006)

Keskin ve Atar (2013), derleme makalelerinde DNA barkodlama hakkinda genis
capl bir aragtirma yaparak, teknigin tiim yonleriyle ele almislardir. Calisma sonucunda
barkodlama esnasinda yasanan zorluklar1 gostermis, DNA barkodlamada gelinen son
durum hakkinda bilgi vermislerdir. DNA barkodlama tekniginin avantajlarin1 gostererek
biyogesitliligi korumak, ayrica satisa siiriilen {rlinlerin kontrol edilmesi ve tabiki
degisen ekosistem sartlarinda tiirlerin giivenilir bir sekilde kayit altina alinmasi
gerektigini  vurgulayarak teknigin kullanilmasini yayginlastirmak amaciyla bu
calismalarin1 sunmuslardir

Ertorun ve arkadaslari (2011), aragtirma makalelerinde TUrkiye’nin 4 bdlgesinde
yaptiklar1 ¢alisgma ve arastirmalarda Hydraenidae ailesinin  kontrol listesinin
yapmislardir. Bu bolgeler Karadeniz, Ege,Marmara ve Akdeniz Bolgeleri icindedir.
Kontrol listesi 210 tiir olup, bunlarim 113’4 Hydraena Kugelann, 74 (i Ochthebius
Leach, 21’1 Limnebius Leach ve ikisi Aulacochthebius Leach’tir. Calismada her ailenin

tirleri Turkiye haritas1 Uzerinde gosterilmistir.
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3

MATERYAL VE METOD
Bu ¢aligmadaki amag¢Tiirkiye’de bulunan 11 HydraenatlrinG kullanarak DNA

barkodlama teknigi uygulamasiyla molekiiler tiir teshisi ve morfolojik tiir teshisi
yaparak sonuglari karsilagtirmak ve ¢ikan sonuglar1 dayanarak filogenetik agac
olusturmak ve tiirlerin ¢esitligini belirlemektir.

3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in Biospeedy DNA Izolasyon kiti kullanilmistir. Kit protokolii

asagidaki gibidir.

1.

Bir mikrofiij tlipline 600 pl Pargalama Tamponu (%2 CTAB -
hexadecyltrimethylammonium bromide-, 100 mM TrisHCI pH 8, 20 mM EDTA,
1.4 M NaCl) eklenmis, daha sonra bocek numunesi tiimiiyle tamponun igine
birakilmstir.

Numunenin homojenizatérde 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 siv1 yeni bir tiipe
transfer edilmistir. Elde edilen {ist s1ivi hacmi kadar isopropanol, iist s1vi hacminin 2
kat1 kadar Baglama Tamponu (6.75M Guanidinium thiocyanate, 15mM Tris-Cl
pH 8.0) eklenmis ve vorteksle karistirilmigtir.

Karisim DNA Kolonu’na eklenmis, 14000 RPM de 1 dk santrifiij edildikten sonra
alt s1iv1 atilmastir.

Kolona 500 pl inhibitér Eleme Tamponu (5 M thiocyanate, 20 mM Tris-HCI, pH
6.6, %40 EtOH) eklenmis, 14000 RPM de 1 dk santrifiij edilmis ve alt sivi
atilmustir.

Kolona 500 ul 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 sivi atilmistir. Bu
adim iki defa daha tekrarlanmistir.

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 izolati
elde edilmistir.

Elde edilen DNA -20°C’de saklanmustir.
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3.2. Ger¢ek Zamanh PCR (Q-PCR)

PCR i¢in kullanilan primerler Hydraena cinslerinin DNA data bankasinda mevcut
mitokondriyal sitokrom c oksidaz alt unite | (COI) gen bolgeleri kullanilarak
tasarlanmistir. Primer tasarimi i¢in Tablo-1’de verilen diziler kullanilmistir. Diziler
Clustal Omega Programi (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) ile karsilastirilmig
ve karsilastirma sonucunda elde edilen korunmus bolgeleri hedefleyen, 663 bp
uzunlugunda {iriin vermek tlizere dejenere ileri 5'-CATATTATYAGMCAAGAAAG-3'
ve geri 5-AAATCTTTCTCAAATRATDAAWA-3' primerleri tasarlanmustir.

Hydraena COI Genleri

Organizma DataBank No
Hydraena cordiformis HE970837.1

Hydraena alia HE970868.1

Hydraena truncata HQ425809.1

Hydraena gracilis HM588398.1
Hydraena iberica HM588406.1
Hydraena catalonica HE970871.1

Hydraena exasperata HE970849.1

Hydraena intermedia HE970841.1

Hydraena cordiformis HE970837.1

Hydraena fontana HM588390.1

Tablo 2. Primer Tasariminda Kullanilan COI Gen Dizilimlerinin DNA Data Bankasi
Ulasim Numaralari

Q-PCR i¢in Biospeedy Ger¢ek Zamanli PCR Ana Karisimi (Bioeksen, Tiirkiye)
kullanilmistir.Biitiin  reaksiyonlarda Biorad CFX96-Touch (Biorad Inc., A.B.D.)
kullanilmistir. Reaksiyon 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP mix, 1x Reaksiyon Tamponu,
0.1U Fast Start Tag DNA Polimeraz, 1x SybrGreen-1, 5 ng/ul kalip DNA ve her bir
primerden 0.5 pM icermektedir. Cihazda, primer ¢iftine zgu optimizasyonu saglanmis,
Tablo 3’de verilen 1s1 dongiisii programi uygulanmistir. Q-PCR sirasinda sadece
istenilen {iriiniin ¢ogaltildigini belirlemek i¢in 55°C - 95°C arasinda erime egrisi analizi

yapilmistir. Q-PCR datalar1 Biorad CFX Manager™ yaziliminda analiz edilmistir.
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Tespit Formati Reaksiyon Hacmi

SYBR Green 20 pl

Programlar

Program Ismi Dongii Sayis1  Analiz Modu

On-Inkiibasyon 1

Cogalma 35 Sayim

Erime Egrisi 1 Erime Egrisi

Soguma 1

Sicakhik Hedefleri

Hedef (°C) Okuma Modu Bekletme Hiz Okuma

(hh:mm:ss)  (°C/s) (°C basina)
On inkuibasyon

95 00:10:00 48 -
Cogalma

95 00:00:20 48 -
55 00:00:20 25 -
72 Tek 00:00:25 48 -
Erime Egrisi

95 00:00:05 — —
65 00:01:00 - -
98 Surekli — 1 10
Soguma

40 Tek 00:00:10 25 -

Tablo 3 Q-PCR Sicaklik Profillleri

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¢in Bioeksen

firmasindan hizmet alinmistir. Her bir bdcek Ornegi igin elde edilen diziler CLC
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Sequence Viewer programi 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
tizeri benzerlik gosteren diziler, benzer dizilime sahip organizma ile ayni tiir olarak
kabul edilmistir. %70-97 arasinda benzerlik gosteren tiirler ise, hem morfolojik
ozellikleri hem de COI genlerinin en ¢ok benzedigi organizma goz Oniine alinirak
siiflandirilmistir. Bilinen bdcek tiirlerine 70% ‘den az benzerlik gosteren tiirler
siniflandirilmamis olarak listelenmistir. DNA data bankasinda mevcut dizilere
%100°den daha az benzerlik gosteren diziler DNA data bankasina eklenmistir. Bu
calismada elde edilen diziler ClustalW yazilimi
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) kullanilarak birbirleriyle karsilagtirilmis,
hizalanmis ve ardindan manuel ayarlama yapilmistir. Analizde sadece agik¢ca uyumlu
baz pozisyonlart kullanilmistir. Yapilan dizi karsilastirmalarina dayanan filogenetik

agaclarin ¢izimi igin 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  ARASTIRMA BULGULARI

4.1.Hydraena Dizi Analizi Sonuglari

Elde edilen diziler EK-I’de verilmistir. 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 15181nda yapilan filogenetik tiir

tahmini Tablo 4’te verilmistir.

No Morfolojik Tahmin DNA Data Bankas1 En Benzer COI Gen Dizisi Filogenetik Tahmin
Databank No Organizma-Gen Benzerlik

H1 Hydraena riparia HQ165421.1 Hydraena riparia 644/644 (100%) Hydraena riparia

H2 Hydraena helena HE970861.1 Hydraena helena 419/419 (100%) Hydraena helena

H3 Hydraena dentipalpis HM588380.1 | Hydraena dentipalpis 644/644 (100%) Hydraena dentipalpis

H4 Hydraena paganettii HE970834.1 Hydraena melas 593/656 (90%) Hydraena spp.

H5 Hydraena integra HM588392.1 | Hydraena integra 644/644 (100%) Hydraena integra

H6 Hydraena grata HE970821.1 Hydraena angulosa 596/631 (94%) Hydraena spp.

H7 Hydraena falcata HE970820.1 Hydraena vandykei 594/656 (91%) Hydraena spp.

H8 Hydraena grandis HE970848.1 Hydraena grandis 644/644 (100%) Hydraena grandis

H9 Hydraena abbasigili HE970816.1 Hydraena pacifica 561/643 (87%) Hydraena spp.

H10 | Hydraena anatolica HM588395.1 | Hydraena anatolica 644/644 (100%) Hydraena anatolica

H11 | Hydraena antiochena HE970817.1 Hydraena abyssinica 578/656 (88%) Hydraena spp.

Tablo 4. Morfolojik ve Filogenetik Analiz Tir Tahminleri

Bu calismada elde edilen ve asagida verilen diziler ile, bu dizilerin DNA data

bankasinda en ¢ok benzedigi dizilerin karsilagtirilmasi sonucu elde edilen filogenetik

agaclar Sekil 8-11’de verilmistir.
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Latince Ad1 | Familyas1 Uzunluk | Eslenen | Toplam | Benzerlik | Sekans ID Benzedigi
Baz Baz Ylizdesi (DNA Organizmanin
% databank Latince Ada.
kodu)

H1 | Hydraena Hydraenidae | 820 644 644 %100 HQ165421.1 | Hydraena
ripari ripari
H2 | H. helena Hydraenidae | 826 416 416 %100 HE970861.1 | Hydraena

helena

H3 | H. Hydraenidae | 826 644 644 %100 HM588380.1 | Hydraena
dentipalpis dentipalpis
H4 | H. paganetti | Hydraenidae | 826 589 652 %90 HE970795.1 | Hydraena
pachyptera

795 587 652 %90 HE970834.1 | Hydraena

melas

H5 | H.integra Hydraenidae | 826 645 645 %100 HM588392.1 | Hydraena
integra

H6 | H.grata Hydraenidae | 826 596 631 %94 HE970821.1 | Hydraena
angulosa

H7 | H. falcata Hydraenidae | 826 594 656 %91 HE970820.1 | Hydraena
vandykei

H8 | H. grandis Hydraenidae | 826 644 644 %100 HE970848.1 | Hydraena
grandis

H9 | H. Hydraenidae | 826 559 641 %87 HE970816.1 | Hydraena
abbasigili pacifica
H10 | H. Hydraenidae | 826 644 644 %100 HM588395.1 | Hydraena
anatolica anatolica
H11 | H. Hydraenidae | 826 578 656 %88 HE970817.1 | Hydraena
antiochena anatolica
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Tablo 5 Hydraenidae ailesine ait 11 tiiriin DNA dizi analizi sonucunda NCBI’da ¢ikan

sonuclarinin karsilagtirilmasi

H2
Hydraena helena H2
H3
Hydraena dentipalpis H3
H

6

L Hydraena angulosa H6

H11

— Hydraena abyssinica 11
H1

4{ H8
Hydraena grandis H8

Hydraena riparia H1

H4

L Hydraena melas 4

H5
Hydraena integra H5

H10
Hydraena anatolica H10

H7

- Hydraena vandykei H7

H9

Hydraena pacifica H9

——
0.02
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Sekil 8. Neighbor-joining agaci

H1

Hydraena riparia H1

H4

Hydraena melas 4
H5
Hydraena integra H5

H10

Hydraena anatolica H10
H2
Hydraena helena H2

1

H3
Hydraena dentipalpis H3
H6
| L Hydraena angulosa H6
H8
Hydraena grandis H8
H7
L Hydraena vandykei H7
H9
Hydraena pacifica H9
H11

L Hydraena abyssinica 11

0.02

Sekil 9. Maximum likelihood agaci
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H6

— Hydraena angulosa H6

H8
Hydraena grandis H8
H3
[ ] Hydraena dentipalpis H3
H2
Hydraena helena H2

H11

—— Hydraena abyssinica 11

H1
Hydraena riparia H1

— Hydraena melas 4

_{ H5
Hydraena integra H5

H10
Hydraena anatolica H10

H4

H7

— Hydraena vandykei H7

H9

— Hydraena pacifica H9

10

Sekil 10. Maximum parsimony agact
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H2
Hydraena helena H2
H3
Hydraena dentipalpis H3
H6

L Hydraena angulosa H6

H11

— Hydraena abyssinica 11
H1

4{ H8
Hydraena grandis H8

Hydraena riparia H1

H4

. Hydraena melas 4

_{ H5
Hydraena integra H5

H10
Hydraena anatolica H10

H7

- Hydraena vandykei H7

H9

Hydraena pacifica H9

——
0.02

Sekil 11. Minimum evolution agaci
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5. DiZi ANALIZi SONUCLARI

Asagida yapilan deneyler sonucunda canlilarin COX 1 gen dizilimi ve NBCI

kayitlarinda bulunan érneklerle uyusmasina gore yapilan dizi analizi verilmistir.

>H1

GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGTACTTTAGGAATAATTTATGCAATAATTG
CAATTGGGTTATTAGGATT

TGTAGTATGAGCTCATCATATATTTACTGTAGGTATGGATGTAGACACTCGA
GCTTATTTTACTTCAGCT

ACAATAATTATTGCTGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTAGTTGGTTAGCTA
CACTTCATGGTACTCAAT

TAAATTACTCTCCAGCAATATTATGGGCCTTAGGATTTGTTTTTTTATTTACT
GTAGGTGGATTAACTGG

GGTTATTTTAGCTAATTCTTCAATTGATATTATTCTTCATGATACATATTACG
TAGTAGCTCATTTTCAT

TATGTTTTATCAATAGGGGCTGTATTTGCTATTATAGCTGGATTTGTTCATTG
ATTTCCTTTATTTACAG

GACTTATGTTAAATAATTTTTATTTAAAAATTCAATTTATCACAATATTTATT
GGAGTAAATTTAACATT

CTTTCCTCAACATTTCTTAGGATTAAGAGGGATACCCCGTCGTTATTCAGAT
TATCCAGATGCCTATACA

ACTTGAAATATTGTTTCATCAATTGGATCTTTAATTTCTTTAATTTCAATAAT
TATATTTTTAATAATTA

TTTGAGAAAGATTT

>H2

GAGGTAAAAAGGAAACTTTTGGAACTCTAGGTATAATTTATGCCATAATTG
CAATTGGTTTACTAGGATT

TGTAGTATGGGCTCATCATATGTTTACTGTAGGAATAGATGTAGATACTCGA
GCTTATTTTACTTCAGCT

ACAATAATTATTGCTGTACCAACAGGAATTAAAATTTTTAGTTGACTAGCTA
CTCTACATGGTACTCAAT

TAAATTATTCTCCTGCAATACTATGAGCTTTGGGTTTTGTATTTTTATTTACT
GTGGGGGGATTAACAGG
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AGTTATTTTAGCTAATTCTTCCATTGACATTATTTTACATGATACTTATTATG
TGGTAGCTCATTTCCAT

TATGTTTTATCAATAGGGGCCGTATTTGCTATTATAGCAGGATTTGTTCATTG
ATTTCCTTTGTTCACA

>H3

GAGGAAAAAAAGAAACTTTTGGAACTTTAGGTATAATTTATGCAATAATTG
CAATTGGTTTACTGGGATT

TGTAGTATGAGCTCATCATATATTCACTGTAGGAATAGACGTTGATACTCGA
GCTTATTTTACTTCAGCT

ACAATAATTATTGCAGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTAGTTGATTAGCAA
CTCTTCATGGCACTCAAT

TAAATTATTCTCCGGCAATATTATGAGCATTAGGGTTTGTTTTTTTATTTACT
GTGGGGGGATTAACCGG

AGTTATTTTAGCTAATTCATCAATTGATATTATTCTTCATGATACTTACTATG
TAGTAGCCCATTTTCAT

TATGTTTTATCAATAGGTGCTGTATTTGCTATTATAGCAGGATTTGTACATTG
ATTCCCTTTATTTACTG

GACTTATATTAAATAATTTTTATTTAAAAATTCAATTTATTACAATATTTATT
GGGGTAAATTTAACATT

TTTTCCACAACATTTTTTAGGGTTAAGAGGAATACCTCGCCGTTATTCAGAT
TATCCTGATGCTTATACA

ACTTGAAATATCATTTCATCAATTGGATCATTAATTTCTTTAATCTCAATAAT
TATATTTTTAATAATTA

TTTGAGAAAGATTT

>H4

GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGTACTTTAGGACCTAGACATGCTATAATTG
CAATTGGATTATTAGGATT

TGTAGTATGAGCTCATCATATACCTAGACATGGAATGGATGTAGACACTCG
GGCTTATTTTACTTCAGCT

ACAATAATTATTGCTGTTCCTACCTAGACATGAATTTTTAGTTGATTAGCGA
CACTCCATGGGACTCAAT
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TAAACTATTCTCCCTAGACATGATGAGCTTTAGGATTTGTTTTTTTATTTACT
GTAGGAGGACCTAGACA

TGTTATTTTAGCTAATTCTTCAATTGATATTATTCTTCATGATACTTATTATC
CTAGACATGATTTTCAT

TATGTCTTATCAATAGGAGCTGTATTTGCCATTATAGCTGGATTTGTTCATTC
CTAGACATGATTTACAG

GACTTATATTAACCTAGACATGCTTAAAAATCCAATTTATCACAATATTTAT
TGGGGTAAACTTAACATT

TTTTCCTCAACATTTTTTAGGACCTAGACATGTACCGCGCCGTTATTCAGATT
ACCCTGATGCTTACACA

ACTTGAAATATTATTTCATCAATTGGATCCCTAATTTCTTTAATTTCATCAAT
TATATTTTTAATAATTA

TTTGAGAAAGATTT

>HS5

AGAGGAAAAAAGGAAACATTTGGTACATTAGGAATAATTTATGCAATAATT
GCAATTGGTTTATTAGGATTTG

TAGTATGGGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATGTAGACACTCGAGC
TTATTTTACATCAGCAAC

AATAATTATTGCTGTACCAACAGGAATTAAAATTTTCAGGTGATTAGCTACA
TTGCATGGTACTCAATTA

AATTACTCCCCTGCTATAATATGATCTTTAGGGTTTGTATTTTTATTTACTGT
TGGAGGTTTAACAGGAG

TAATTCTAGCTAATTCCTCAATTGATATTATTCTTCATGATACTTATTATGTA
GTAGCTCATTTTCATTA

TGTATTGTCTATGGGAGCTGTTTTTGCTATTATAGCAGGTTTTGTTCATTGAT
TTCCATTATTTACAGGA

TTAATGTTAAATAATTTTTATTTAAAAATTCAATTTATTACTATATTCATTGG
TGTAAATCTAACATTTT

TCCCACAACATTTTTTAGGATTAAGAGGAATACCTCGACGTTATTCAGATTA
TCCTGATGCTTATACAAC

CTGAAATATTATCTCATCAATTGGATCCTTAATTTCTTTAATTTCTATAATTA
TATTTTTAATAATTATT

TGAGAAAGATTT
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>H6

GAAACTTCTGGAGCTTTAGGAATAATCTACGCAATAATTGCAATCGTATTAC
TTGGGTTAG

TAGTTTGAGCTCATCATATATATACTGTTCGAATAGATGTAGATACCCGGGC
TTATTCTACTTCAGCTAC

AATAATTAGTGCTGTACCACCAGGAATTATTATTGTTAGTTGATTAGCTACT
CTACATGGAACACAATTA

AACTATTCACCCGCCATATCATGAGCTTTAGGGTTTGTATTATTATTTACTGT
AGTTGGATTAACTGGAG

TTATTTTAGCTAATTCATCAATTGATATTATTCTACATGATACTTATTACGTA
GTAGCACATTCTCATTA

TGTGCTATCTATGCGAGCTGTATATGCAATTATAGCTGGATCTGTCCATTGA
TTCCGCTTATTTACAGGA

CTTATAATGAATAACTCTTATTTAAGGATTCAATTTATAGCAATATTTATTG
GAGTAAATTTGACATTCT

TCCCTCAACATTCTATAGGATTAAGAGGGATACCTCGACGTTATTCTGATTA
TCCTGATGCTTATACAAC

TTGACATATTATCTCATCAATTGGATCATTAATTTCTTTAATTTCAATAATTA
TGTTTCTAATAATTATT

TGAGATAGAT

>H7

GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGATAACTGGATATAATTTACGCTATAATTG
CAATTGGTTTATTAGGATT

TGTTGTATGGGCATAACTGGATTTCACAGTTGGTATAGATGTAGACACCCGA
GCTTATTTTACTTCAGCT

ACAATAATTATTATAACTGGATCAGGAATTAAAATTTTTAGGTGATTAGCTA
CATTGCATGGGACACAAT

TAAATTATTCTCATAACTGGATATGAGCTTTAGGGTTCGTATTTTTATTTACT
GTAGGGGGAATAACTGG

ATTTATTCTAGCTAATTCATCAATTGATATTATTTTACATGACATAACTGGAT
GTAGTTGCCCATTTTCA
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CTATGTTTTATCTATAGGGGCTGATAACTGGATTATAGCCGGATTTGTTCAT
TGATTCCCTTTATTTACA

GGAATAACTGGATATAACTTTTATTTAAAAATTCAATTTATTACTATATTTAT
ATAACTGGATTTAACTT

TCTTCCCCCAACATTTTTTAGGATTAAGAGGGATGCCCCGTCGATAACTGGA
TTACCCTGATGCTTACAC

AACTTGAAATATTATTTCCTCAATTGGATCATTATAACTGGATGTTTCAATA
ATTATATTTTTAATAATT

ATTTGAGAAAGATTT

>H8

GAGGTAAAAAGGAAACTTTTGGAACTTTAGGAATAATTTATGCAATAATCG
CAATTGGACTTCTTGGGTT

TGTAGTATGAGCTCATCATATATTTACTGTAGGAATAGATGTTGATACTCGA
GCTTATTTTACTTCAGCT

ACAATAATTATTGCCGTTCCAACAGGAATTAAAATTTTTAGTTGATTAGCTA
CTCTTCATGGAACTCAAT

TAAATTATTCCCCAGCTATATTATGAGCTTTAGGGTTTGTATTTTTATTTACT
GTGGGTGGATTAACTGG

GGTTATTTTAGCTAATTCATCAATTGATATTATTTTACATGATACTTATTATG
TAGTAGCTCATTTTCAT

TATGTTTTATCTATAGGTGCTGTTTTTGCAATTATAGCAGGATTTGTTCACTG
ATTCCCTTTGTTTACAG

GAATTATAATGAATAATTTTTACTTAAAAATTCAATTTATCACAATATTTATT
GGAGTAAATCTAACATT

TTTCCCACAACATTTTTTAGGATTAAGAGGTATACCTCGACGTTATTCTGATT
ACCCAGATGCTTACACA

ACTTGAAACATCATTTCATCAATTGGATCACTAATTTCTTTAATTTCAATAAT
TATATTTTTAATAATTA

TTTGAGAAAGATTT

>H9

GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGAACTTTAGGTCCCAAGTTCGCTATAATTG
CAATTGGATTATTAGGATT
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TGCCCAAGTTCGTCATCATATATTTACAGTGGGAATAGATGTTGATACTCGG
GCTTATTTTACTTCAGCA

ACCCCAAGTTCGCAGGTATTAACCCAAGTTCGAATTTTTAGGCCCAAGTTCG
CATTACATGGTACTCAAT

TGAATTATTCTCCCGCTATATTATGAGCTTTAGGATTTGTATTTTTATTTACC
CCAAGTTCGTTAACAGG

AGTTATTTTAGCTAATTCATCAATTGATATTATTTTACATGATACTTATTACC
CCAAGTTCGATTTTCAC

TATGTTTTATCAATAGGGGCTGCCCAAGTTCGTATAGCCGGCTTTGTTCATT
GATTCCCTTTATTTACAG

GACCCAAGTTCGATAATTTTTACTTAAAAATTCAATTTATTACTATATTTATT
GGGGTAAATTTAACTTT

TTTCCCTCAACACCCAAGTTCGTTAAGAGGTATACCCCGACGTTATTCCGAT
TACCCGGATGCCCAAGTT

CGTTGAAACATTATTTCTTCAATTGGGTCTTTAATTTCTTTAATTTCAATAAT
TATATTTTTAATAATTA

TTCCCAAGTTCGTT

>H10

GAGGAAAAAAAGAAACATTTGGCACATTGGGAATAATTTATGCAATAATTG
CAATTGGTTTATTAGGATT

TGTGGTATGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATGTAGATACTCGA
GCTTATTTTACATCAGCA

ACAATAATTATTGCTGTACCAACAGGAATTAAAATTTTTAGATGATTAGCCA
CATTACATGGTACTCAAT

TAAATTACTCACCTGCTATAATATGAGCCTTAGGATTTGTATTTTTATTTACT
GTTGGAGGTTTAACAGG

AGTTATCCTAGCTAATTCCTCAATTGATATTATTCTTCATGATACATATTATG
TAGTAGCTCACTTTCAT

TATGTATTATCTATGGGAGCTGTTTTTGCTATTATAGCAGGTTTTGTTCATTG
ATTTCCATTATTTACGG

GATTAATGTTAAATAATTTTTATTTAAAAATTCAATTTATTACTATATTCATT
GGTGTAAATTTAACATT

TTTCCCACAACATTTTTTAGGATTAAGAGGAATACCCCGACGTTATTCAGAT
TACCCTGATGCTTACACA
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ACCTGAAATATTATTTCATCAATTGGGTCCTTAATTTCTTTAATTTCTATAAT
TATATTTTTAATAATTA

TTTGAGAAAGATTT

>H11

GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGAACATTGGGTATAATTTATGGGCAATCAG
TTATTGGATTATTAGGGTT

TGTTGTTTGAGCTCATCATATATTTACAGTAGGGCAATCAGTTGATACTCGA
GCTTATTTTACATCAGCC

ACTATAATTATTGGCAATCAGTCAGGAATTAAAATTTTTAGATGATTAGCTA
CGCTTCATGGGGCAATCA

GTAATTATTCCCCAGCTATATTATGATCCTTAGGGTTTGTTTTTTTATTTACG
GCAATCAGTGGCAATCA

GTTGATTTTAGCAAATTCTTCTATTGATATTAGGCAATCAGTCACTTATTATG
TAGTAGCCCATTTTCAT

TATGTTTTATCAATAGGGGCAGTATTTGCTATGGCAATCAGTATTTGTTCATT
GATTTCCTTTATTTACA

GGATTAATTTTGAATAATTTTATGGCAATCAGTCAATTTATTACAATATTCA
TTGGGGTAAATTTAACAT

TTTTTCCTCAACAGGCAATCAGTTTAAGAGGAATGCCTCGACGATATTCGGA
TTATCCAGATGGGCAATC

AGTTTGAAATATTATTTCTTCTATTGGATCAATAATTTCTTTTATTGCAATAA
GGCAATCAGTAATAATT

ATTTGAGAAAGATTT
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H1>Hydraena ripariaKugelann, 1794

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbijct

1

69

61

129

121

541

609

601

669

GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGTACTTTAGGAATAATTTATGCAATAATTGCAATTGGGT

FEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGTACTTTAGGAATAATTTATGCAATAATTGCAATTGGGT

TATTAGGATTTGTAGTATGAGCTCATCATATATTTACTGTAGGTATGGATGTAGACACTC

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
TATTAGGATTTGTAGTATGAGCTCATCATATATTTACTGTAGGTATGGATGTAGACACTC

GAGCTTATTTTACTTCAGCTACAATAATTATTGCTGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTA

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGCTTATTTTACTTCAGCTACAATAATTATTGCTGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTA

GTTGGTTAGCTACACTTCATGGTACTCAATTAAATTACTCTCCAGCAATATTATGGGCCT

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GTTGGTTAGCTACACTTCATGGTACTCAATTAAATTACTCTCCAGCAATATTATGGGCCT

TAGGATTTGLLELLELEEATTTACTGTAGGTGGATTAACTGGGGTTATTTTAGCTAATTCTT

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TAGGATTTGTTTTTTTATTTACTGTAGGTGGATTAACTGGGGTTATTTTAGCTAATTCTT

CAATTGATATTATTCTTCATGATACATATTACGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTTTTAT

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CAATTGATATTATTCTTCATGATACATATTACGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTTTTAT

CAATAGGGGCTGTATTTGCTATTATAGCTGGATTTGTTCATTGATTTCCTTTATTTACAG

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CAATAGGGGCTGTATTTGCTATTATAGCTGGATTTGTTCATTGATTTCCTTTATTTACAG

GACTTATGTTAAATAATTTTTATTTAAAAATTCAATTTATCACAATATTTATTGGAGTAA

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GACTTATGTTAAATAATTTTTATTTAAAAATTCAATTTATCACAATATTTATTGGAGTAA

ATTTAACATTCTTTCCTCAACATTTCTTAGGATTAAGAGGGATACCCCGTCGTTATTCAG

FEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTTAACATTCTTTCCTCAACATTTCTTAGGATTAAGAGGGATACCCCGTCGTTATTICAG

ATTATCCAGATGCCTATACAACTTGAAATATTGTTTCATCAATTGGATC L ttaatttctt

FEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTATCCAGATGCCTATACAACTTGARATATTGTTTCATCAATTGGATCTTTAATTTCTT

TEGAGAAAGATTT 644

ERRERRRRRN
TTGAGARAGATTT 712

57
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300

428

420

488

480

548

540

608



H2>HydraenahelenaOrchimont, 1929

Query 1 GAGGTAAAAAGGAAACTTTTGGAACTCTAGGTATAATTTATGCCATAATTGCAATTGGTT 60
Shict 69 CAGCTARARAGGARACTITTGOAACTCTAGOTATAATTTATCCCATATIGCAATIGETT 128
Query 61 TACTAGGATTTGTAGTATGGGCTCATCATATGTTTACTGTAGGAATAGATGTAGATACTC 120
Shjct  129TACTAGGATITCTAGTATGGGCICATCATATS I I TACTCTACGAATAGATGTAGATACTE 183
Query 121GAGCTTATTTTACTTCAGCTACAATAATTATTGCTGTACCAACAGGAATTAAAATTTTTA 180
b 6418 9GACCTTAT T T TACTICAGCTACAAT AT TAT TGO TG TACCAACACGART TARRATITI A | 248
Query 181 GTTGACTAGCTACTCTACATGGTACTCAATTAAATTATTCTCCTGCAATACTATGAGCTT 240
Shict 249 GTIGACTAGCTACTCTACATGGTACICAATTARATTATICICCTECAATACTATGAGCTT 308
Query 241 TGGGTTTTGTATTTTTATTTACTGTGGGGGGATTAACAGGAGTTATTTTAGCTAATTCTT 300
Shjct 309 TCGGTTTIGTATTTITATTTACTCICGGGSCATTAACAGEAGTTATITTAGCTARIICTT 368
Query 301 CCATTGACATTATTTTACATGATACTTATTATGTGGTAGCTCATTTCCATTATGTTTTAT 360
Shict 369 COMTTGACATTATITTACATGATACTTATTATGIGGTAGCTCATTICCATTATGITTTAT 428
Query 361 CAATAGGGGCCGTATTTGCTATTATAGCAGGATTTGTTCATTGATTTCCTTTGTTCACA 419
Shict 429 CAATAGEGGCCETATTTGCTATTATAGCAGEATTIGTTCATIGATTTCCTITGITCACA 467
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H3>HydraenadentipalpisReitter, 1888

Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

69

61

129

121

609

601

669

GAGGaaaaaaaGAAACTTTTGGAACTTTAGGTATAATTTATGCAATAATTGCAATTGGTT

FEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGGAAAAAAAGAAACTTTTGGAACTTTAGGTATAATTTATGCAATAATTGCAATTGGTT

TACTGGGATTTGTAGTATGAGCTCATCATATATTCACTGTAGGAATAGACGTTGATACTC

FEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
TACTGGGATTTGTAGTATGAGCTCATCATATATTCACTGTAGGAATAGACGTTGATACTC

GAGCTTATTTTACTTCAGCTACAATAATTATTGCAGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTA

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGCTTATTTTACTTCAGCTACAATAATTATTGCAGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTA

GTTGATTAGCAACTCTTCATGGCACTCAATTAAATTATTCTCCGGCAATATTATGAGCAT

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GTTGATTAGCAACTCTTCATGGCACTCAATTAAATTATTCTCCGGCAATATTATGAGCAT

TAGGGTTTGLLELLELELEATTTACTGTGGGGGGATTAACCGGAGTTATTTTAGCTAATTCAT

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TAGGGTTTGTTTTTTTATTTACTGTGGGGGGATTAACCGGAGTTATTTTAGCTAATTCAT

CAATTGATATTATTCTTCATGATACTTACTATGTAGTAGCCCATTTTCATTATGTTTTAT

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CAATTGATATTATTCTTCATGATACTTACTATGTAGTAGCCCATTTTCATTATGTTTTAT

CAATAGGTGCTGTATTTGCTATTATAGCAGGATTTGTACATTGATTCCCtttatttactyg

FErrrrrrrr e e e er e e e e e e e e e e e
CAATAGGTGCTGTATTTGCTATTATAGCAGGATTTGTACATTGATTCCCTTTATTTACTG

FEEEEErrrr e e e e e et e e e e e e e e e
TCCACAACATTTTTTAGGGTTAAGAGGAATACCTCGCCGTTATTCAG

a aa
EERRERERRRN
ATTTAACATTTTT

ATTATCCTGATGCTTATACAACTTGAAATATCATTTCATCAATTGGATCATTAATTTCTT

FEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTATCCTGATGCTTATACAACTTGAAATATCATTTCATCAATTGGATCATTAATTTCTT

TAATCTCAATAATTATATTTTTAATAATTATTTGAGAAAGATTT 644

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e ey
TAATCTCAATAATTATATTTTTAATAATTATTTGAGAAAGATTIT 712
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Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

H4>Hydraena paganettii Ganglbeuer, 1901(Hydraena melas %690)

69

61

129

GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGTACTTTAGGACCTAGACATGCTATAATTGCAATTGGAT

FEEEEEEErr e e r e et \ FEETEEEEEr el
GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGTACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATTGCAATTGGAT

TATTAGGATTTGTAGTATGAGCTCATCATATACCTAGAC-AT-GGAATGGATGTAGACAC

L A e B e e R N N N N N
TATTAGGATTTGTAGTATGAGCTCATCATATA--TTTACTGTAGGAATGGATGTAGACAC

TCGGGCTTATTTTACTTCAGCTACAATAATTATTGCTGTTCCTACCTAGACAT-GAATTT

FErrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e T
TCGGGCTTATTTTACTTCAGCTACAATAATTATTGCTGTTCCTAC-AGGAATTAAAATTT

TTAGTTGATTAGCGACACTCCATGGGACTCAATTAAACTATTCTCCCTAGACATGATGAG

FEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e AN
TTAGTTGATTAGCGACACTCCATGGGACTCAATTAAACTATTCTCCAGCAATATTATGAG

CTTTAGGATTTGL L L Lt tATTTACTGTAGGAGGACCTAGACAT--GTTATTTTAGCTAA

FEEEErrrrr et e e e e e e e FEETEEET el
CTTTAGGATTTIGTTTTTTTATTTACTGTAGGAGGA-TTA-ACTGGGGTTATTTTAGCTAA

TTCTTCAATTGATATTATTCTTCATGATACTTATTATCCTAG-ACATGATTTTCATTATG

FEErrrrerrrrrrrrr e rer e rerrrrrer e FEEEEEErrrr
TTCTTCAATTGATATTATTCTTCATGATACTTATTAT-GTAGTAGCCCATTTTCATTATG

TCTTATCAATAGGAGCTGTATTTGCCATTATAGCTGGATTTGTTCATTCCTAGACATGAT

FEErrrrrrr e rrr e e e e e e e e e e e e Ll
TCTTATCAATAGGAGCTGTATTTGCCATTATAGCTGGATTTGTTCATTGATTCCCCTTAT

TTACAGGACTTATATTAACCTAGACATGCTTAAAAATCCAATTTATCACAATATTTATTG

FEEEEEEEEErr e \ e e e e e e e e e
TTACAGGACTTATATTAAATAATTTCTACTTAAAAATCCAATTTATCACAATATTTATTG

GGGTAAACTTAACATTTTTTCCTCAACATTTTTTAGGACCTAGACATG--TACCGCGCCG

FErrrrrrrrerrrrrrerrrrerer e e e e ek e b rr e
GGGTAAACTTAACATTTITTCCTCAACATTTTITTAGGA-TTAG-CAGGAATACCGCGCCG

TTATTCAGATTACCCTGATGCTTACACAACTTGAAATATTATTTCATCAATTGGATCCCT

FEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTATTCAGATTACCCTGATGCTTACACAACTTGAAATATTATTTCATCAATTGGATCCCT

AATTTCTTTAATTTCATCAATTATATTTTTAATAATTATTTGAGAAAGATTT 644

CrErrrrrrrrerer e e e e e e e e e e e e e e
AATTTCTTTAATTTCAATAATTATATTTTTAATAATTATTTGAGAARAGATTT 712
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177

245

237
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414
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542

532

600



H5>Hydraena.integraPretner, 1931

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1

68

61

128

121

541

608

601

668

AGAGGAAAAAAGGAAACATTTGGTACATTAGGAATAATTTATGCAATAATTGCAATTGGT

Frrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e e e e e e
AGAGGAAAAAAGGAAACATTTGGTACATTAGGAATAATTTATGCAATAATTGCAATTGGT

TTATTAGGATTTGTAGTATGGGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATGTAGACACT

FEEEEEE e e e e e e e e et e e e e e e e e e e
TTATTAGGATTTGTAGTATGGGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATGTAGACACT

CGAGCTTATTTTACATCAGCAACAATAATTATTGCTGTACCAACAGGAATTAAAATTTTC

FEEEEEE e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CGAGCTTATTTTACATCAGCAACAATAATTATTGCTGTACCAACAGGAATTAAAATTTTC

AGGTGATTAGCTACATTGCATGGTACTCAATTAAATTACTCCCCTGCTATAATATGATCT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AGGTGATTAGCTACATTGCATGGTACTCAATTAAATTACTCCCCTGCTATAATATGATCT

TTAGGGTTTGTATTTTTATTTACTGTTGGAGGTTTAACAGGAGTAATTCTAGCTAATTCC

FEEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTAGGGTTTGTATTTTTATTTACTGTTGGAGGTTTAACAGGAGTAATTCTAGCTAATTCC

TCAATTGATATTATTCTTCATGATACTTATTATGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTATTG

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TCAATTGATATTATTCTTCATGATACTTATTATGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTATTG

TCTATGGGAGCTGTTTTTGCTATTATAGCAGGTTTTGTTCattgatttccattattta

FCEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TCTATGGGAGCTGTTTTTGCTATTATAGCAGGTTTTGTTCATTGATTTCCATTATTTACA

tattactatattcattGGTGTA
FEEEET \\\\\\\\\ FEREEEEEEE e
AAAAATTCAATTTATTACTATATTCATTGGTGTA

,’Jﬁ—g,
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H — t
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H — t
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o
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g —
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g —
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H — t
H — t
H—r?

Jjga
\
G

Q—aQ

AATCTAACATTTTTCCCACAACATTTTTTAGGATTAAGAGGAATACCTCGACGTTATTCA

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AATCTAACATTTTTCCCACAACATTTTTTAGGATTAAGAGGAATACCTCGACGTTATTCA

GATTATCCTGATGCTTATACAACCTGAAATATTATCTCATCAATTGGATCCTTAATTTCT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GATTATCCTGATGCTTATACAACCTGAAATATTATCTCATCAATTGGATCCTTAATTTCT

TTAATTTCTATAATTATATTTTTAATAATTATTTGAGAAAGATTT 645

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e
TTAATTTCTATAATTATATTTTTAATAATTATTTGAGAAAGATTT 712
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127
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H6>Hydraena. grataOrchimont, 1944(Hydraenaangulosa %694)

Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1

241

320

301

541

620

601

680

GAAACTTCTGGAGCTTTAGGAATAATCTACGCAATAATTGCAATCGTATTACTTGGGTTA

FEErrrr rrrr rrrr et rrrr e e e e e et rre e
GAAACTTTTGGAACTTTAGGAATAATTTACGCAATAATTGCAATCGGATTACTTGGGTTT

GTAGTTTGAGCTCATCATATATATACTGTTCGAATAGATGTAGATACCCGGGCTTATTCT

CErrrrrrerrrr e e rerr et ter e e e e e e e e
GTAGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATGTAGATACCCGGGCTTATTTT

ACTTCAGCTACAATAATTAGTGCTGTACCACCAGGAATTATTATTGTTAGTTGATTAGCT

FErrrrrrerrrrrrrr e rerrrrrrrr rerrrrr et et frr e e
ACTTCAGCTACAATAATTATTGCTGTACCAACAGGAATTAAAATTTTTAGTTGATTAGCT

ACTCTACATGGAACACAATTAAACTATTCACCCGCCATATCATGAGCTTTAGGGTTTGTA

FCEr et rerrrrrrr e e e e e e rr e e e e e
ACTTTACATGGAACCCAATTAAACTATTCACCCGCCATATTATGAGCTTTAGGGTTTGTA

TTATTATTTACTGTAGTTGGATTAACTGGAGTTATTTTAGCTAATTCATCAATTGATATT

R
TTTTTATTTACTGTAGGGGGATTAACTGGAGTTATTTTAGCTAATTCATCAATTGATATT

ATTCTACATGATACTTATTACGTAGTAGCACATTCTCATTATGTGCTATCTATGCGAGCT

FEErrrrerrrrrrer e rerrrr e e e rrr e e e e e
ATTTTACATGATACTTATTATGTAGTAGCACATTTTCATTATGTGCTATCTATGGGAGCT

GTATATGCAATTATAGCTGGATCTGTCCATTGATTCCGCTTATTTACAGGACTTATAATG

Ferrrrrrrrrrrrrr e rrerr e e e e rer e e e e e e
GTATTTGCAATTATAGCTGGATTTGTCCATTGATTCCCCTTATTTACAGGACTTATAATG

AATAACTCTTATTTAAGGATTCAATTTATAGCAATATTTATTGGAGTAAATTTGACATTC

Ferrrrr cerrrrer rrrrrr e e e e e e e e e e e e
AATAACTTTTATTTAAAAATTCAATTTATAGCAATATTTATTGGAGTAAATTTGACATTT

TTCCCTCAACATTCTATAGGATTAAGAGGGATACCTCGACGTTATTCTGATTATCCTGAT

FErrrrrrrrer e e et e e e e e e e e e e e e e e
TTCCCTCAACATTTTTTAGGATTAAGAGGGATACCTCGACGTTATTCTGATTATCCTGAT

GCTTATACAACTTGACATATTATCTCATCAATTGGATCATTAATTTCTTTAATTTCAATA

FEErrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e
GCTTATACAACTTGAAATATTATCTCATCAATTGGATCATTAATTTCTTTAATTTCAATA

ATTATGTTTCTAATAATTATTTGAGATAGAT 631

FEEEEEEEr rrrr e e
ATTATGTTTTTAATAATTATTTGAGARAGAT 710

62

60

139

120

259

240

319

300

379

439

420

480

559

540

600

679



H7>Hydraena falcataJach, 1992(Hydraena vandykei %691)

Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1

69

60

128

117

355

422

414

591

658

GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGATAAC-TGGATATAATTTACGCTATAATTGCAATTGGT

R e e R R R R R R R R RN
GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGA-ACCTTAGGTATAATTTACGCTATAATTGCAATTGGT

TTATTAGGATTTGTTGTATGGGC--ATAACTGGAT-TTCACAGTTGGTATAGATGTAGAC

R R e e e R R R R R R R R RN RN
TTATTAGGATTTGTTGTATGGGCTCATCA-T--ATGTTCACAGTTGGTATAGATGTAGAC

ACCCGAGCTTATTTTACTTCAGCTACAATAATTATTATAACTGGATCAGGAATTAAAATT

FEEEErrrrr et r e e e e 0 EERERRRERREEN
ACCCGAGCTTATTTTACTTCAGCTACAATAATTATTGCAGTTCCTACAGGAATTAAAATT

TTTAGGTGATTAGCTACATTGCATGGGACACAATTAAATTATTCTCATAACTGGA-TATG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrr e rrrr e e rk b b
TTTAGGTGATTAGCTACATTGCATGGGACACAATTAAATTATTCTCC-AGCTATATTATG

AGCTTTAGGGTTCGTATTTTTATTTACTGTAGGGGGAATAACTGGATTTATTCTAGCTAA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrr e e rer et e
AGCTTTAGGGTTCGTATTTTTATTTACTGTAGGGGGATTAACAGGGGTTATTCTAGCTAA

TTCATCAATTGATATTATTTTACATGACA-TAACTGGATGTAGTTGCCCATTTTCACTAT

I e A e R R R
TTCATCAATTGATATTATTTTACATGACACTTATT--ATGTAGTTGCCCATTTTCACTAT

GTTTTATCTATAGGGGCTGATAACTGG-ATTATAGCCGGATTTGTTCATTGATTCCCTTT

I I .
GTTTTATCTATAGGGGCTG-TATTTGCAATTATAGCCGGATTTGTTCATTGATTCCCTTT

ATTTACAGGAATAA--CTGGATATAACTTTTATTTAAAAATTCAATTTATTACTATATTT

I I T e e e R e
ATTTACAGGATTAATACTA-A-ATAACTTTTATTTAAAAATTCAATTTATTACTATATTIT

ATATAACTGGATTTAACTTTCTTCCCCCAACATTTTTTAGGATTAAGAGGGATGCCCCGT

Il N
ATTGGAGTAAATTTAACTTTCTTCCCCCAACATTTTTTAGGATTAAGAGGGATGCCCCGT

CGATAA-CTGGATTACCCTGATGCTTACACAACTTGAAATATTATTTCCTCAATTGGATC

L e NN EEEEEEE
CGTTATTCT-GATTACCCTGATGCTTACACAACTTGAAATATTATTTCCTCAATTGGATC

ATTA-TAACTGGATGTTTCAATAATTATATTTTTAATAATTATTTGAGAAAGATTT 645

I e N N EEEEEEET
ATTAATTTCTTTA-GTTTCAATAATTATATTTTTAATAATTATTTGAGAAAGATTIT 712

63

176

244

235

303

295

354

421

480

471

538

531



H8>Hydraena grandisReitter 1885

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

69

61

129

121

609

601

669

GAGGTAAAAAGGAAACTTTTGGAACTTTAGGAATAATTTATGCAATAATCGCAATTGGAC

Frrrrrrrerrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e
GAGGTAAAAAGGAAACTTTTGGAACTTTAGGAATAATTTATGCAATAATCGCAATTGGAC

TTCTTGGGTTTGTAGTATGAGCTCATCATATATTTACTGTAGGAATAGATGTTGATACTC

Frrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e e e e e e
TTCTTGGGTTTGTAGTATGAGCTCATCATATATTTACTGTAGGAATAGATGTTGATACTC

GAGCTTATTTTACTTCAGCTACAATAATTATTGCCGTTCCAACAGGAATTAAAATTTTTA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
GAGCTTATTTTACTTCAGCTACAATAATTATTGCCGTTCCAACAGGAATTAAAATTTTTA

GTTGATTAGCTACTCTTCATGGAACTCAATTAAATTATTCCCCAGCTATATTATGAGCTT

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GTTGATTAGCTACTCTTCATGGAACTCAATTAAATTATTCCCCAGCTATATTATGAGCTT

TAGGGTTTGTATTTTTATTTACTGTGGGTGGATTAACTGGGGTTATTTTAGCTAATTCAT

Crrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TAGGGTTTGTATTTTTATTTACTGTGGGTGGATTAACTGGGGTTATTTTAGCTAATTCAT

CAATTGATATTATTTTACATGATACTTATTATGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTTTTAT

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CAATTGATATTATTTTACATGATACTTATTATGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTTTTAT

CTATAGGTGCTGTTTTTGCAATTATAGCAGGATTTGTTCACTGATTCCCTTTGTTTACAG

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTATAGGTGCTIGTTTTTGCAATTATAGCAGGATTTGTTCACTGATTCCCTTTGTTTACAG

GAATTATAATGAATAATTTTTACTTAAAAATTCAATTTATCACAATATTTATTGGAGTAA

FEEEEEE et et e e e e e e e e e e e e et e e e e e e
GAATTATAATGAATAATTTTTACTTAAAAATTCAATTTATCACAATATTTATTGGAGTAA

ATCTAACATTTTTCCCACAACATTTTTTAGGATTAAGAGGTATACCTCGACGTTATTCTG

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e
ATCTAACATTTTTCCCACAACATTTTTTAGGATTAAGAGGTATACCTCGACGTTATTCTG

ATTACCCAGATGCTTACACAACTTGAAACATCATTTCATCAATTGGATCACTAATTTCTT

FEEEEEE e e e e et e e e e e et e e et e e e e e e
ATTACCCAGATGCTTACACAACTTGAAACATCATTTCATCAATTGGATCACTAATTTCTT

TAATTTCAATAATTATATTTTTAATAATTATTTGAGAAAGATTT 644

FEEEEEET e e et e e e e e e e e e ey
TAATTTCAATAATTATATTTTTAATAATTATTTGAGAAAGATTT 712

64

60

128

120

180

248

240

308

300

428

420

488

480

548

540

608

600



H9>Hydraenaabbasigili Jach, 1988(Hydraenapasifica %87)

Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1

69

60

128

GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGAACTTTAGGTCCCAAGTT-CGCTATAATTGCAATTGGA

FEEEEEEErr e e r e et RN
GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGAACTTTAGGT-ATAATTTATGCTATAATTGCAATTGGA

TTATTAGGATTTG-CCCAAGTTCGTCATCATATATTTACAGTGGGAATAGATGTTGATAC

ERRRRERRE NN R R R R R R RE RN
TTATTAGGATTTGTTGTATGAGC-TCATCATATATTTACAGTGGGAATAGATGTTGATAC

TCGGGCTTATTTTACTTCAGCAACCCCAAGT-TCGCAGGTATTAACCCAAGTTCGAATTT

FEEEEEEEEr el R 1] R
TCGGGCTTATTTTACTTCAGCAACGATAATTATTGCA-GTTCCAACAGGTATTAAAATTT

TTAGGCCCA-AGTTCGCATTACATGGTACTCAATTGAATTATTCTCCCGCTATATTATGA

RN NS
TTAGGTGATTAGCT-ACATTACATGGTACTCAATTGAATTATTCTCCCGCTATATTATGA

GCTTTAGGATTTGTATTTTTATTTACCCCAAGTTCGTTAACAGGAGTTATTTTAGCTAAT

FEEEEEEEEr e e e Y
GCTTTAGGATTTGTATTITTATTTACTGTAGGTGGGTTAACAGGAGTTATTTTAGCTAAT

TCATCAATTGATATTATTTTACATGATACTTATTACCCCAAGTT-CG-ATTTTCACTATG

FEEEEEErEr e e e e e e e RN
TCATCAATTGATATTATTTTACATGATACTTATTACGT-A-GTTGCCCATTTTCACTATG

TTTTATCAATAGGGGCTGCCCAAGTTCGTATAGCCGGCTTTGTTCATTGATTCCCTTTAT

FEETEEEErEr et e Y
TTTTATCAATAGGGGCTGTATTTGCTATTATAGCCGGCTTTGTTCATTGATTCCCTTTAT

TTACAGGACCCAAGTTCGATAATTTTTACTTAAAAATTCAATTTATTACTATATTTATTG

FEETET O s
TTACAGGATTAATGCTAAATAATTTTTACTTAAAAATTCAATTTATTACTATATTTATTG

GGGTAAATTTAACTTTTTTCCCTCAACACC-CA-AGTTCGTTAAGAGGTATACCCCGACG

FEEEEEEEE e e e RN RE RN,
GGGTAAATTTAACTTTTTTCCCTCAACATTTCTTAGGT --TTAAGAGGTATACCCCGACG

TTATTCCGATTACCCGGATGCCCA-AGTTCGTTGAAACattatttcttcaattgggtctt

FEEEEEEErr el P rr e e e e e e e
TTATTCCGATTACCCGGATGCTTACACAAC-TTGAAACATTATTTCTTCAATTGGGTCTT

taatttctttaatttcaataattatatttttaataattatt 632
FEEEEEEEEE e e e e r e
TAATTTCTTTAATTTCAATAATTATATTTTTAATAATTATT 700

caa

65

59

127

118

186

177

245

236

304

354

422

414

482

474

542

532

600

659



H10>Hydraena anatolica Janssens, 1963

Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1

69

61

129

121

361

429

421

541

609

601

669

GAGGaaaaaaaGAAACATTTGGCACATTGGGAATAATTTATGCAATAATTGCAATTGGTT

FEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGGAAAAAAAGAAACATTTGGCACATTGGGAATAATTTATGCAATAATTGCAATTGGTT

TATTAGGATTTGTGGTATGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATGTAGATACTC

FEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
TATTAGGATTTGTGGTATGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATGTAGATACTC

GAGCTTATTTTACATCAGCAACAATAATTATTGCTGTACCAACAGGAATTAAAATTTTTA

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGCTTATTTTACATCAGCAACAATAATTATTGCTGTACCAACAGGAATTAAAATTTTTA

GATGATTAGCCACATTACATGGTACTCAATTAAATTACTCACCTGCTATAATATGAGCCT

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GATGATTAGCCACATTACATGGTACTCAATTAAATTACTCACCTGCTATAATATGAGCCT

TAGGATTTGTATTTTTATTTACTGTTGGAGGTTTAACAGGAGTTATCCTAGCTAATTCCT

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TAGGATTTGTATTTTTATTTACTGT TGGAGGTTTAACAGGAGTTATCCTAGCTAATTCCT

CAATTGATATTATTCTTCATGATACATATTATGTAGTAGCTCACTTTCATTATGTATTAT

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CAATTGATATTATTCTTCATGATACATATTATGTAGTAGCTCACTTTCATTATGTATTAT

CTATGGGAGCTGTTTTTGCTATTATAGCAGGTTTTGTTCattgatttccattatttacgg

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTATGGGAGCTGTTTTTGCTATTATAGCAGGTTTTGTTCATTGATTTCCATTATTTACGG

LtGGTGTAA
FEEEEEET

TTGGTGTAA

ATTTAACATTTTTCCCACAACATTTTTTAGGATTAAGAGGAATACCCCGACGTTATTCAG

FEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTTAACATTTTTCCCACAACATTTTTTAGGATTAAGAGGAATACCCCGACGTTATTICAG

ATTACCCTGATGCTTACACAACCTGAAATattatttcatcaattgggtccttaatttcett

FEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTACCCTGATGCTTACACAACCTGAARATATTATTTCATCAATTGGGTCCTTAATTTCTT

aattatttGAGAAAGATTT 644

FEEEEEEEEEr e e el
TATTTTTAATAATTATTTGAGAAAGATTT 712

66

60

128

120

188

180

248

240

308

300

428

420

488

480

548

540

608



H11>Hydraenaantiochena Jach, 1988(Hydraenaabyssinica %88)

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

69

127

117

352

420

411

590

657

GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGAACATTGGGTATAATTTATGGGCAAT--CAGTTATTGG

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e il RN
GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGAACATTGGGTATAATTTATG--CAATAATAGCTATTGG

ATTATTAGGGTTTGTTGTTTGAGCTCATCATATATTTACAGTAGGGCAAT-CA-GTTGAT

FEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e b e
ATTATTAGGGTTIGTTGTTTGAGCTCATCATATATTTACAGTAGG--AATAGATGTTGAT

ACTCGAGCTTATTTTACATCAGCCACTATAATTATTGGCAATCAGT-CAGGAATTAAAAT

FEEEEEErrr et e e e e e e | et
ACTCGAGCTTATTTTACATCAGCCACTATAATTATTG-CCGTACCTACAGGAATTAAAAT

TTTTAGATGATTAGCTACGCTTCATGGGGCAATCAG-T-AATTATTCCCCAGCTATATTA

FEEEEEEEE e e ey RN
TTTTAGATGATTAGCTACGCTTCATGG-~AACTCAGTTAAATTATTCCCCAGCTATATTA

TGATCCTTAGGGTTTGL t t t t ttATTTACGGCAATCAGTGGCAATCAGT-TGATTTTAGC

FEEEEErrrr e e e bl R
TGATCCTTAGGGTTTGTITTTTTTATTTACAG-TAGGAGGATTAACCGGTGTGATTTTAGC

AAATTCTTCTATTGATATTAGGCAATCA-GTCACTTATTATGTAGTAGCCCATTTTCATT

FEEEEEET et Y
ARATTCTTCTATTGATATTATTTTA-CACGACACTTATTATGTAGTAGCCCATTTTCATT

ATGTTTTATCAATAGGGGCAGTATTTGCTATGGCAAT-CAGTATTTGTTCATTGATTTCC

FEEEEEEErr e e UL TRt
ATGTTTTATCAATAGGGGCAGTATTTGCTAT-~-CATGGCAGGATTTGTTCATTGATTTCC

TTTATTTACAGGATTAATTTTGAATAATTTTATGGCAATCAGTCAATTTATTACAATATT

FEEEEEE R e e e e e ey R
TTTATTTACAGGATTAATTTTGAATAATTTTATATTAAAAATTCAATTTATTACAATATT

CATTGGGGTAAATTTAACATTTTTTCCTCAACAGGCAATCAGTTTAAGAGGAATGCCTCG

FEEEEEE R e e e e e ey AR
CATTGGGGTAAATTTAACATTTITTTCCTCAACATTTTTTAGGATTAAGAGGAATGCCTCG

ACGATATTCGGATTATCCAGATGGGCA-ATCAGTTTGAAATATTATTTCTTCTATTGGAT

FEEEEEEEr e N RN RE R RNy
ACGATATTCGGATTATCCAGATGCTTATACTAC-TTGAAATATTATTTCTTCTATTGGAT

CAATAATTTCTTTTATTGCAATAAGGCAATCAGTAATAATTATTTGAGARAAGATTT 645

FEEEEEEEEE e el Il FEEEEEEEEEEr ey
CAATAATTTCTTTTATTGCAATAATTATATTTTTAATAATTATTTGAGARAGATTT 712

67

175

243

233

301

410

4717

470

537

530



6. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, Tiirkiye’den toplanan 11Hydraena (Coleoptera, Hydraenidae) tir
molekiiler diizeyde arastirilmistir. DNA’lar1 izole edilen bu tirlerin mitokondriyal COI
geninin niikleotid dizisi olusturulmus ve PCR ile COX 1 gen dizisinin yaklasik olarak
655 baz ciftlik kismi olusturularak COI gen dizileri birer molekuler belirte¢ olarak
kullanilmistir. 11Hydraene tirtne ait mitokondriyal COX 1 gen dizileri tlr tayini
amactyla Gen bankasindaki verilerle karsilastirilmistir. Filogenetik analizde, 11
Hydraena ‘ya ait DNA dizileri ile Gen Bankasi’ndan elde edilen referans dizileri

kullanilmastir.

DNA dizi analiziyle, 0Orneklerin BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

taramasi sonucunda benzerlik oranlari ile tiir seviyesinde tanimlama yapilmuistir.

Analiz sonuglarma gore H. riparia, H. helena, H. dentipalpis, H. integra, H.
grandis ve H. anatolica tiirlerinin niikleotid dizileri sistemde kayitli niikleotid
dizileriyle %100 ortiisiirken, H. paganettii tird H. melas tlrine %90, H. grataH.
angulosa tirline %94; H. falcata H. vandykei tirline %91; H. abbasigili H. pasifica
tirine %87 ve H. antiochena ise H. abyssinica tiiriine %88 oraninda benzerlik
gOstermektedir. Bu yuzden H. paganettii, H. grata, H. falcata, H. abbasigili ve H.
antiochena olmak tiizere toplam bes tiir, uluslararasi data bankasma yeni tiir olarak
kaydedilmistir. Boylece, bu alanda yapilacak olan herhangi bir c¢alismada yeni

kayitlarimiz esas alinarak teshis edilmis olacaktir.

H. antiochena tiirii Etiopyada yasayanH. abyssinica %88 oraninda benzerken
Anadoludan teshis edilen H. septemlacuum tiiriiyle %81 oraninda ortiismektedir. Bu
farklilik, alt tiir seviyesindeki farkliliktan kaynaklanmaktadir.H. antiochena turu
Hydraena (s. str.) alt cinsinde yer alirken H. septemlacuum tir( ise Haenydra alt

cinsinde yer almaktadir.

H. abbasigili tiri Kuzey Amerikada yasayan H. pasifica turtyle %87, H.

circulata tiiriiyle ise %82 oraninda benzerlik gostermektedir.

H. falcata tiirli, Kuzey Amerikada yasayan H. vandykei tiriine %91 oraninda
benzemektedir.
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H. grata tiirii ise Avrupada yasayan H. angulosa tiiriiyle %94 oraninda benzerlik

gOstermektedir.

H. paganettii tiirii %90 oraninda H. melas tirine benzemektedir. H. paganettii
tird Phothydraena alt cinsine ait oldugundan aradaki bariz farkin alt cinsten

kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Analizi yapilan ve karsilastirilan tiirler arasindaki farklilik, sisteme kayitli tiir
sayisinin azligindan kaynaklanabilir. Yapilacak olan baska ¢alismalarla veri bankasina
yeni ilaveler yapildik¢a daha saglikli sonuglara ulasilacaktir. Yeni ¢aligmalarla mevcut
tiirlerin tamami1 veri bankasina kaydedildiginde morfolojik tiir teshisinde karsilasilan

bazi karisikliklarin kolaylikla giderilebilecektir.
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