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OZET
HATAY YORESINDEKI OCHTHEBIUS (HYDRAENIDAE, COLEOPTERA)
TURLERININ NUKLEER ve MIiTOKONDRIYAL rRNA’LAR
HEDEFLENEREK ORTAYA CIKARILMASI

Bu c¢alismada morfolojik 6zelliklerine bakilarak tanimlanan Hatay yoresinde ve
Dogu Anadolu’da yasayan 17 su bocegi tiiriiniin ( Ochthebius) Cytokrom C Oksidaz Alt

Unite 1 (COX) genini DNA dizilimleri molekiiler ¢calismalar sonucu elde edilmistir.

Incelenen sucul bocekler, farkli bitki ortiisiine sahip ve farkli yiiksekliklerde
bulunan gol, bataklik , su birikintileri, gélet, vb. habitatlardan 2000 - 2013 yillari
arasinda yapilan arazi calismalari ile toplanmistir. Ornekler tiir teshisi yapildiktan sonra -
20 °C’de sogutucuda petri kaplar icerisinde saklanmistir. Daha sonra COX 1 bdlgesi
evrensel primer kullanilarak PCR yoluyla ¢ogaltilmistir. Cogaltilan DNA bdlgelerinin
baz dizin analizleri yapilmistir. Bu filogenetik analizler 3 farkli algoritma; maximum
parsimony , maximum likelihood, Neighbor-joining programiyla degerlendirilmistir.
Degerlendirme sonucu Hydraenidlere ait alt tiirlerin parsimonik agaci olusturulmustur.
Bu c¢alismada Hydraenidler ilizerinde denenerek elde edilen verilerle, morfolojik ve

anatomik calismalara dayanan tekniklerle daha dogru sonuglara gotiiren molekiiler
sistematik yontemlerle kiyaslanarak tiir teshisi i¢in yeterli olup olmadig1 gozlenmistir.

2014, 44 sayfa

Anahtar kelimeler: Coleoptera, Hydraenidae, Filogenetik Analiz, Hatay



ABSTRACT

OCHTHEBIUS (COLEOPTERA, HYDRAENIDAE) on FERTILITY in
HATAY TYPE are NUCLEAR and MITOCHONDRIAL rRNA in the SENSE of
UNCOVERING the

With this study, DNA sequences of Cytochrome C Oxydase Subunit | (COX 1)
gene were worked out bye molecular proceedings for morphologically identified
seventeen Ochthebius species (Hydraenidae, Coleoptera) in Hatay province and eastern

Anatolia region.

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

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

the resemblance logic between species pertaining in Ochthebius species.

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

compared with morphological data in identifying species.

2014, 44 Pages.

Key Words: Ochthebius, Hydraenidae, Phylogenetic analysies, Hatay.



TESEKKUR

Yiiksek lisans tez konusunun belirlenmesinde, arastirilmasi ve yazimi sirasinda
sahip oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢alismay1 yonlendiren ve her tiirlii yardimi
esirgemeyen saygideger danisman hocam Dog¢.Dr. Ahmet KASAPOGLU’ na sonsuz
sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarimin molekiiler kisminin yiirtitiilmesinde yardimlarindan dolay1 sayin
Mustafa KOLUKIRIK’a, desteklerini esirgemeyen Sayin Prof.Dr. Hayrettin
OCAKVERDI, Yrd.Dog.Dr. Erol ATAY ve Nadir DOGRU’ ya tesekkiir ederim
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1.GIRIS

Siniflandirma c¢aligmalar1 Aristo ile baslamis, 18. yiizyilda da biiyiikk bir ivme
kazanmustir. Tirler arasinda ¢ok az Ozellikten yararlanilarak birbirinden farkli ve
belirgin gruplara ayiran yapay siniflandirma ve tiirlerin dogal benzerlikleri ile bu
benzerliklerin siirekliliklerine gore gruplandirilan dogal simiflandirma olarak ikiye

ayrilir.

“Linnaeus’un gelistirdigi siniflandirma 200 yili askin siiredir oldugu gibi
kullanildi ve hala kullaniliyor. Linnaeus’un siniflandirmasinda bitkilerin, hayvanlarin ve
minerallerin fiziksel goriniisleri ve yapilari ¢ok Onemliydi. Ancak Linnaeus’un
sisteminin yetersiz oldugu durumlar da var. Ciinkii bilim insanlar1 heniiz tanimlanmamaig
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 sayist da sinirlayici bir faktordiir”

(Karagay, 2013).

“ Yapay smiflandirmaya karsi ¢ikanlarin basinda Georges Buffon (1707-1788)
geliyordu. Hayvanlar arasindaki benzerlikleri, anatomik yapilarin1 karsilastirarak
inceleyen Buffon, tiim yapay siniflandirmalarin metafizik bir hata oldugunu
savunuyordu. Farkli hayvan tiirleri arasindaki benzerlikleri ve yakinliklar1 inceleyen
Buffon, simdi farkli goriilen tiirlerin gegmisteki ortak atalardan tiiremis olabilecegini
ileri siirdii. O donemde konuya ilgi gosteren Onemli bilim insanlarindan biri olan
Lamarck (1744-1829), bocekleri oriimceklerden ve kabuklulardan ayirarak yeniden
diizenledi ve omurgalilar ve omurgasizlar ayrimmi getirdi. Tirlerin degigmezIligi
fikrinin temelsiz oldugunu savunan Lamarck, tiirlerin degisime ugradigini belgelemek
icin secerek yetistirme Orneklerini goz Oniine aldi. Ona gore, canlilar ¢gevrede meydana
gelen degisimlerden etkilenir ve ona uyum gostermek iizere degisirler. Ciinkii ¢evre
sartlarinin degigmesiyle bazi1 organlara ek gorevler yiiklenir, bu durum da o organin

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

Molekiiler tekniklerin gelismesi sonucu DNA dizi analizlerinin yapilabilmesiyle
daha net veriler ortaya c¢ikarmis ve morfolojik teshislerde yapilan hatalar azalmistir.
DNA tipk1 bir barkod gibi marketlerde nasil her barkot belli bir iiriinii temsil ediyorsa

canlilar icin de DNA aym seyi yapiyordu. Onun ne oldugunu nasil 6zelliklere sahip



oldugunu ifade ediyor. Molekiiler sistematigin temelini olusturan bu yap1 karsilastirmali
anatomi ve diger morfolojik 6zelliklere gore yapilan teshislerle ¢oziilemeyen filogenetik
iliskilerin ~ ¢6ziimiinde biiyiik yardimi  olmustur. Ochthebiuslarla  yaptigimiz
calismamizda biz tir ayriminda erkek cinsiyet organi (aedeagus) kullanilmustir.
Calisilan 17 tiirde toplanan orneklerden erkekler ayrilmis daha sonra eaedeagus
paramerine ve distaline bakilarak Hydraena ve tiirlerinin teshisi yapilmistir. Ancak bu

kiigiik farkliliklar tiir teshisi igin yeterli olmayabilir.

Canli DNA’s1 evrimsel siiregte bir ¢ok degisime ugramistir ve bu yiizden
filogenetik analizlerde daha oransal olarak daha yavas degisim gosteren ribozomal RNA
baz alinarak analiz yapilirken, tiir i¢ci ayrimlarda hayvanlarda mitokondriyal DNA’dan
yararlanilmaktadir. “Mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz (cytochrome c oxidase 1 = COI
veya cox1l) gen dizisi hayvansal organizmalar i¢in giincel olarak DNA barkodu olarak
kullanilmaktadir (Filiz E, Kog, 1. 2012).

Bu calismada Hatay ve Dogu Anadolu boélgesinden toplanan Ochthebius
cinsine ait 17 tiiriin erkek organlarina bakilarak 6nce morfolojik yontemlerle tiirlerine
ayirdiktan sonra mitokondriyal COX 1 geni ile tiir tanimlanmasi yapilmistir. Hedef
DNA molekiilleri PCR yardimiyla ¢ogaltildiktan sonra Sanger yontemi ile dizilenmistir.
Diziler Neighbor-joining, maximum likelihood, maximum parsimony olarak

adlandirilan 3 fakli algoritma ile filogenetik analizi yapilmistir.

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

kavramamiza yardimci olacaktir.

1.1. Coleopterler’in Genel Ozellikleri

“Diinyada en fazla tiire sahip olduklar1 i¢in bdceklerin evrimsel iligkileri ve

yasamin evrimini anlamak i¢in anahtar olduklar1 diisliniilmektedir. Boceklere ait ilk



fosillere yaklasik 400 milyon yil 6nce Amerika’da Karbonifer’in ikinci kati olan
Pennsylvanien katmaninda, Avrupa’da ise Iskogya’nn Orta Devon katmanlarinda
rastlanmistir. Coleoptera takimi diinyada essiz tiir zenginligine sahip bir takimdir.
350.000’in tlizerinde tanim1 yapilmis tiir ile diinyadaki organizmalar i¢inde en ¢ok tiirti
iceren takim olarak gosterilmektedir. Coleoptera takimina bagli Archostemata,
Myxophaga, Adephaga ve Polyphaga alttakimlar1 bulunmaktadir. Polyphaga ve
Adephaga alttakimi Coleoptera takimina bagli biitiin  boceklerin - %  99’unu
olusturmaktadir ” (Giilpergin, 2013).
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-
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Sekil 1.1. Coleoptera takimina ait filogeni diyagrami (Giilpergin, 2013).

Coleoptera takimina bagli bocekleri diger boceklerden ayiran en énemli 6zellik
On kanatlarmin sertleserek elitra’ya doniismesidir. Elitra hem abdomenin {ist yiizeyini
hem de ince olan zarims: alt kanadi korumakta ve ugus sirasinda alt kanatlardan ayrilip
acilarak ucus faaliyetine yardimc1 olmaktadir. Bunun disinda basit bir gégiis iskeleti ve
az sayida gogiis kaslaria sahip olmalari da ayirici bir 6zelliktir. Coleoptera takimina ait
dort alttakim Permiyen ve Erken Trias Donemde birbirlerinden ayrilmakta ve

farklilagsmaktadir ( Giilpergin, 2013).



1.2. Ochthebius Morfolojisi

“ Boylar 1,5 ila 2,5 mm arasindadir. Viicut sekilleri uzunca ovaldir. Genellikle
koyu kahverengi ve siyahtir. Tatli sularin durgun yerlerinde ¢camur, kum ve taslar
arasinda yasarlar. Genellikle kiigiik omurgasizlarla ve dokiintiiyle beslenirler. Pronotum
lizerinde bir veya {i¢ ¢izgi, bazen de ¢okiintiiler bulunur. Elytrada derin noktalardan
olusan g¢izgiler bulunur. Maksillar palpleri anten boyuna yakindir. Tiir ayriminda
genellikle erkek cinsiyet organi (aedeagus) kullanilir. Yaklasik 300-500 mikron
boyundaki aedeagus, stereomikroskop altinda igne yardimiyla ¢ikarilarak 11k
mikroskobunda sekli ¢gizilerek tiir teshisinde kullanilir ” (Kasapoglu, 2002 ).

1.3. DNA Barkodlama

DNA barkodlama terimi, son yillarda adindan sik¢a bahsettirmeye baglayan bir
ifadedir. Bu yontem temelde canlinin tiir teshisi i¢in uygun donanima ve kisaliga sahip
niikleer materyalinin dizi analizi sonucu dogru ve hizli bir sekilde tanimlanmasini
saglamaya dayal1 bir yontemdir. “DNA barkot” kavrami ilk olarak Hebert ve ark. (2003)
tarafindan kullanilan bir kavram olup daha sonralar1 bilim diinyasinin ilgisini ¢cekmeyi
basarmustir (Ertugrul ve Kog, 2012).

“Projenin fikir babasi, Guelph Universitesi’nden Paul Hebert bir giin
siipermarkette aligveris yaparken gozii paketlerin iizerindeki barkodlara takiliyor.
Market calisanlarindan biri elindeki tabancay1 andiran bir cihazla ambalajlar tizerindeki
barkodlar1 okuyarak {iriinlin ne oldugunu aninda belirliyor, rafta ka¢ tane kaldig:
bilgisini kablosuz ag {iizerinden depoya bildirerek satilan {iriiniin yerine yenisinin
konmasini sagliyor. Barkodlar, ¢ikistaki giselerde 6demelerin de ¢ok hizli yapilmasini
sagliyor. Hebert ayni seyin biyolojik sistemler icin de yapilip yapilamayacagini
diistinliyor. DNA dort harfli bir alfabeden olustuguna goére belli sayidaki niikleotid
dizilimi bir sekilde barkoda doniistiiriilebilmeliydi. Bunun igin tiirleri birbirinden ayirt
edebilecek DNA dizilimine ihtiya¢ vardi. Dizilimi tiirden tiire fark eden bir gen

olmaliydi. Eger boyle bir dizilim bulunabilir ve barkoda doniistiiriilebilirse biitiin



canlilart DNA dizilimlerine dayanarak birbirlerinden ayirmak miimkiin olurdu”(
Karagay, 2013).

Ancak bu yontem tek bir gen bolgesi kullanilarak yapilmali ve tiim hayvanlarin
tiir teshisinde ise yaramaliydi. Gen haritas: ¢ikarilarak tiir teshis edilebilir ancak bu
maliyeti yiiksek bir yontem olurdu. Bu yiizden canlinin tim genomu yerine bir
pargasinda ayni tiir teshisi yapilip yapilamayacagina bakildi. “Bir gen bélgesinin DNA
barkodu kadar kullanish olabilmesi icin ii¢ 6zellige sahip olmasi gerekmektedir. Bu
ozellikler:

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

2. Genis bir taksonomik Ol¢ekten canlilar i¢in uygun evrensel primerler ile
cogaltilabilen, korunmus ug bélgelerine sahip olmasi,

3. DNA ekstraksiyonu ve PCR sirasinda sorun yaratmayacak kisa dizi uzunluguna

sahip olmasi seklinde siralanabilir ” (Keskin Atar, 2013).

“DNA barkod kullanimu ilk yaymi ile ( 2003’te goriilen ilk yayinla birlikte) kisa
siirede bir¢ok arastirmaci raporlarinda bu teknigin saglamligini bildirdi. Mitokondriyal
sitokrom c oksidaz alt iinite I (COI) geninin kisa bir dizini ( ~600 bp) kullanimu ile , tiir
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 disiiniilmekteydi.
Bu heyecan verici gelismelerden sonra tiirlerin tespiti konveksiyonel taksonomi
uzmanlart olmadan bile tespite edilebilecegi soylentilerini koriikledi. Tirlere hizli ve
dogru kimlik saglamanin haricinde , bu teknoloji farkli taksonlar arasindaki filogeneik
baglantilar1 ortaya ¢ikarmayi vaat ediyor (Aravind et al, 2007). “ DNA barkodlamanin
potansiyel kullanicilar1 sadece taksonomistler degildir. Bu yodntem adli bilimler,
biyoteknoloji, gida endiistrisi, hayvan besleme, genetik ¢esitlilik, ve tiir ayrimi gibi
bir¢cok alanda kullanilabilecek bir arag olarak literatiirdeki yerini almistir” ( Keskin ve
Atar, 2013).

“Acikcasi, 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 siireg, zaten tanimlanmis taksonomik grubun inceliklerine yararl
acilimlar saglayabilir. Dahasi, DNA barkod bilgileri de tiirlerin taksonomik konumuna
iliskin ve taksonomik c¢ikmazlari gidermek yeni hipotezlerin gelistirilmesine yardimci
olabilir. Sonu¢ olarak, DNA barkodlama teknigin faydalar1 ve goreceli maliyetleri
tartisiimaya devam ederken bu arag, etkili bir geleneksel taksonomik caligmalar
tamamlayici olarak ve onemli takson i¢in fikri miilkiyet haklar1 (FMH) giivencesi igin
kullanilabilirligi oldugu aciktir. Bu hem iilke beceri ve altyapisinin gelismesi i¢in hem

de milli mirasin iistlendigi barkodlarimizin korunmasi ve ticareti i¢in dnemli olacaktir

(Aravind, 2007 ).

Tiim bu caligmalar yapilirken Paul Hebert’in hayalindeki barkod okumay1
gerceklestirmek igin; tiim bu bilgilerine depolanmasi, gerektiginde ulasilabilmesi ve
yeni verilerin yiiklenebilmesi i¢in bir internet tabanli veri agina ihtiyag vardi. “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 kiitliphane kurmak istiyoruz.”( Stoeckle
MY, Hebert PDN , 2008) 2008’de Mark Stoeckle ve Paul Hebert’in Bilimsel Amerikali
(Scientific American ) dergisinde ¢ikan makalelerindeki bu ¢agri bilimsel topluluklarin ,
devlet kurumlarinin ve kamuoyunun dikkatini ¢ekti.” Yayna destek DNA barkodlama
aragtirmalaria biiylik bir destek sagladi ve 50 iilkede 200 {iyesi ile Yasam Barkod
Konsorsiyumu kurmak i¢in (Consortium for the Barcode of Life, CBOL;
http://www.barcoding.si.edu ) kullanilan hibe 100 milyon dolari bulmustur. Kanada
ulusal arastirma agi, DNA barkod edinim i¢in barkod kayitlarin1 toplama, basitlestirme
ve barkod kayitlarinin kiiratorliigii ile analiz i¢in gerekli bilesim platformu gelistirmeye
yoneldiler ”( Vernooy et. al. , 2010).

“Konsorsiyum heniiz gelismekte olanlar da dahil olmak iizere, gezegendeki tiim
tiirler igcin DNA barkod gelistirmekte iddiali bir programi vardi. CBOL biyocgesitlilik
konusunda temel arastirma gida yasalari, karantina ve bitki saglig1 yasalari ve yaban
hayatinin korunmasi uygulanmasi i¢in, bu teknigin bir¢ok uygulamay1 ongérmektedir.
CBOL bu teknikte gida yasalarini uygulama da biyogesitlilik temel arastirmalarindan,
karantina ve bitki yasalar1 saglig1 ve yaban hayatin korunmasi gibi bircok uygulamay1

ongormekteydi” (Aravind, 2007).



“fkinci ¢aba BOLD’un tasarlanmasma yol acmustir, Yasam Veri Sistemleri
Barkod (http://www.boldsystems.org) simdi 5.000’den fazla kayith kullanicisi, yaklasik
100.000 tiir ve 850.000’den fazla tiir numuneleri var “ ( Vernooy et. al. , 2010).

CBOL’un kurumundan bu yana birbirini destekleyen bir¢ok veri agi kurulmus
(6rnegin ; iIBOL, CCDB, GenBank ,EOL ve GBIF gibi. ) ve tim bu web tabanli
aglardan en sik kullanilan1 ve tiim bu veri tabanlarimi 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 - ornek
toplamadan barkodu kiitiiphanede onaylamaya kadar olan analitik yolunun tim
asamalarin1 destekleyen birlesik bir biyoinformatik platform saglar” ( Ratnashingham
and Habert, 2007). Bold Mayis 2004 ten basliyarak giiniimiize kadar gelen ¢aligmalari
sonucunda 337.538 tane hayvanlar i¢in 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.

Vernooy ve arkadagslar1 Ekim 2010°’da yayinladiklar1 bir makalede bahsettikleri
bu projeyi uluslararasi boyuta tasimak istiyorlardi. “Ekim 2010 Uluslararasi
Biyogesitlilik Yili olarak; bu kiiresel cabalar1 koordine etmek, arastirmacilar ve
biyogesitlilik korumak igin orgiitlerin bir ittifak olusturarak Uluslararas1 Yasam Projesi
Barkod ‘unu  (http://www.ibolproject.org: iBOL) baslatmay:1 planliyoruz. Proje
potansiyeli, sosyal, kiiltiirel ve ekonomik, etkileri dogrudan ve dolayli gelismekte olan
tilkeler tizerinde 6zel bir odaklanma ile DNA barkodlama arastirmalarini genisletmek ve
giiclendirmek igin 26 iilkeyi bir araya getirecektir. IBOL faaliyetlerinin ilk bes yil iginde
Diinya'nin tiirlerin 500 bin temsil eden 5 milyon 6rnek den DNA barkod almak icin
gelismekte olan iilkelerdeki arastirmacilar ve yerel topluluklar ile isbirligi yaparak bu
durumu diizenlemeyi amaglamaktadir. Calisma 6zellikler IBOL tarafindan taksonomik
gruplar tlizerinde durulacakti ¢linkii onlar ekosistemin anahtar1 (6rnegin; pollinators
(tozlastiricilar ) , zararlilar (6rnegin; pestist (bocek zararlilari), hasatlar1 ( ormanlar ve
baliklar gibi) veya onlar koruma programlarinin 6nemli hedefleridir (6rnegin;

memeliler, siiriingenler )” ( Vernooy et. al. , 2010).


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

“iIBOL Biyolojik Cesitlilik Sozlesmesi (CBD) ii¢ ana hedefi barindirir: Biyolojik
cesitliligin  korunmasi,  biyolojik ¢esitliligin siirdiiriilebilir kullanimi ve genetik
kaynaklarin kullanimindan kaynaklanan faydalarin adil ve esit paylasimi” ( Vernooy et.

al. , 2010).

DNA barkodlama biyogesitliligin evrensel standartlarda kayit alinmasi sadece
taksonomik a¢idan Onemli degildir. Aym1 zamanda gida ve ilag sanayisinden,
bulunduklari ¢evrenin yasam kalitesine kadar bize genis bir bilgi ag1 saglayabilir. “Canli
topluluklar1 , bir ekosistemin “hafizasi” olarak da degerlendirilir. Ciinkii fiziksel ve
kimyasal degiskenler 6l¢iim yapilan andaki durumu belirtir, geg¢mis donemlerdeki su
kalitesi hakkinda bilgi saglamaz” (Kazanci, 2008). Ancak gegmisten giiniimiize yapilan
bu DNA barkod ¢alismalarina bakilarak, arastirilan bolgedeki tiir ¢esitliliginin durumu
bize bolgenin kalitesi yani ekosistem kosullar1 hakkinda gerekli bilgiyi, varsa sorunu
gosterebilir. Ciinkii canlinin varligi ve komiinite yapilar1 habitatin kalitesini yansitir.
DNA barkod calismalariyla belki bir Omiir siirecek bir calima kisa bir siirede

tamamlanip alinmasi gereken 6nlemler korunmasi gereken tiirler tespit edilebilir.

1.3.1. Hayvanlarda DNA Barkodlama

“Genel olarak Okaryotik canlilarin sahip olduklar1 toplam genetik materyal,
cekirdek i¢inde yer alan ve genomik DNA ya da ¢ekirdek DNA (nDNA)’s1 olarak ifade
edilen kromozomlara ilave olarak mitokondri (mtDNA) ve kloroplast (cpDNA)
organellerinde yer alan DNA molekiillerinin tamamindan meydana gelmektedir.
Hayvan hiicrelerinde sadece mitokondriyel DNA, bitki hiicrelerinde ise hem
mitokondriyel DNA ve hem de kloroplast DNA molekiilleri ekstra kromozomal yapilar
olarak bulunmaktadir. Sitoplazmik kalitim materyalleri olarak da tanimlanan mtDNA ve
cpDNA molekiilleri anaya ait kalitim modeline sahip olup yumurtanin sitoplazmasi
vasitasiyla nesiller boyunca aktarilmaktadir. Mitokondri, bulundugu hiicre
bolindiigiinde kendi kendine cogalabilen bir organeldir. Mitokondri iki membrana
sahip, kendine 6zgii DNA molekiilii (mtDNA) ve ribozomlar1 olan, gesitli enzimleri

sentezleyebilen ve adenozin trifosfat (ATP) formunda enerji sentezini gergeklestiren bir



organeldir. Hayvanlarda mtDNA kiigiik, dairesel ikili sarmal bir DNA molekiiliidiir ve
aerobik solunumla ilgili genleri igermektedir ”(Ozdil, 2007).

“Mitekondri semiotonom olarak, Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan
ve kendi basina ¢ogalabilen bir organeldir. Cap1 1-2 um olup, insanlarda 16 569 baz
ciftine sahip c¢embersel mitokondriyal DNA (mtDNA) kopyalar1 bulunmaktadir.
Ortalama olarak, bir Okaryotik hiicre 10% - 10* mjtokondri kopyasi igerir.” (Passarge,
2006). Mitokondri eseyli tireyen canlilarda genel olarak sadece anneden aktarilan bir
DNA oldugu i¢in ve evrim siirecinde ¢ok fazla degismeyip sadece tiirden tiire kiigiik
farliliklar iceren bir niikleik materyaldir. Bu 6zelligi de Hebert’in DNA barkodlama igin
evrensel bir kod olma niteliklerinde aradig1 bir 6zellikti. mtDNA’nin evrim siiresinde
cok fazla kombinasyonlarda bulunmamasinin nedeni ise, ¢ift zincirli, halkasal yapida ve
tek bir molekiilden olmasiydi. Ciinkii bu yapi hiicre boliinmesi esnasinda ¢ekirdek
DNA’sinda oldugu gibi par¢a degisinin ger¢eklesmesini engellemekteydi. “Mutasyon
olma siklig1 diisik oldugu icin, mtDNA molekiilinde meydana gelen genetik
varyasyonun kaynag su sekilde 6zetlenebilir.

a) niikleotid eksilmesi (deletion),

b) niikleotid ilave edilmesi (insertion),

¢) niikleotid doniistimleri (substitution),

d) belirli gen bolgelerinde DNA pargalarinin farkli uzunluklarda olmasi ve

e) herhangi bir lokustaki niikleotid dizilimlerinde gozlenen cesitli degisimler ”

(Ozdil, 2007).

Iste bu degisimler tiirler aras1 farkliliklar1 saglamakta ve DNA barkodlama icin
bize tiirler arast gerekli ayrimi yapabilme yetisi vermektedir. “Bugiine kadar
gerceklestirilen ¢alismalarda, mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz alt {inite I (COI) geninin
yaklagik 655 baz ¢iftlik kii¢iik bir boliimii kullanilarak kuslar, baliklar ve kelebekler gibi
karmasik gruplara ait bir¢ok canli tiiriinde %98-100 seviyelerinde tanimlama basariyla

gerceklestirilmistir ” ( Keskin ve Atar, 2013 ).



1.3.2. Neden Sitokrom C Oksidaz Alt Unite 1 ( COI ) Geni?

“COl gen bolgesinin tiir seviyesinde tanimlamalarda etkin bir sekilde
kullanilabilirligi giiniimiizde birgok omurgali ve omurgasiz hayvan grubu igin kabul
edilmistir. Barkodlama ayrica hayvan hiicre hatlarinin  tanimlanmasinda da
kullanilabilmekte ve biyocesitlilik veri tabanlarindaki materyallerin
karakterizasyonunda Onerilen bir uygulama olarak da karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlarla
birlikte, COIl geninin ayni1 bolgesi kirmizi makro alglerin tiir tanimlanmasinda, tek
hiicreli protistlerde ve bazi mantarlarda da kullanilmaktadir. Bu kadar genis Slgekte
uygulama alanina sahip bu bdlgenin ayrim giicliniin temelinde niikleotid dizilerinde
ayni anda meydana gelen degisikliklerdeki siklik yer almaktadir” (Keskin ve Atar,
2013).

“COI barkod bdlgesinin, metazoan mitokondriyal genomu bakimindan tiir
icerisinde %3 ten kiigiik, tiirler arasinda ise ortalama %10 ila %25 arasinda belirgin bir
farklilik gosterdigi yapilan c¢alismalar ile ortaya koyulmus bir gergektir. Giliniimiizde
metazoan tiirler i¢in kullanilan standart barkodun tanimi, COI geninin 5" ucundan 652-
658 baz ciftlik bolgesi olarak ifade edilmektedir. Metazoan tiirler i¢in evrensel bir
barkod bolgesi arayisinda, mitokondriyal genomun niikleer genoma kiyasla bir¢cok
avantaj1 s6z konusudur. Bu avantajlar intronlarin bulunmamasi, rekombinasyona sinirli
sekilde maruz kalmasi, tiim hiicrelerde yiiksek kopya sayisi, haploit 6zellikte olmasi ve
maternal bir kalitima sahip olmasi seklinde siralanabilir. Gegmiste yapilan birgok
sistematik analiz ¢alismasinda kullanilan 12S rRNA ve 16S rRNA genleri, gostermis
olduklar1 yiiksek insersiyon ve delesyon frekansi nedeniyle elde edilen dizilerin
hizalanmasinda ve karsilastirilmasinda biiylik zorluklara neden olmustur. Metazoan
tiirlerin mitokondriyal genomlarinda bulunan 13 protein kodlayan gen genellikle bu
insersiyon ve delesyonlart igermektedir. COIl geninin diger protein kodlayan
mitokondriyal genlerden {istiinliigli, metazoan tiirler i¢in evrensel primer ciftleri
kullanilarak c¢ogaltilabilmesi ve bir¢ok farkli taksonomik seviyede kullanilabilir bir
filogenetik sinyale sahip olmasidir.

COI geninde bulunan kodonlarin figiincii pozisyonundaki niikleotidleri yliksek
oranda substitiisyon gostermekte ve boylece mitokondriyal rRNA genlerine oranla {ig
kat daha yiiksek molekiiler evrim hizina sahip olarak degerlendirilmektedirler. Bir baska

onemli nokta da COIl geninde gergeklesen evrimin, yakin tiirlerin ayrimima imkan
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taniyan ve cografik yapi ile iliskilendirilebilen tiir i¢i varyasyonu ortaya koyabilecek bir
hizda gergeklesmesidir.

COl geninin standart barkod geni olarak se¢ilmesindeki asil neden, birden fazla
tiir icin gostermis oldugu belirgin ayrim giicli ve tiir i¢i ile tiirler arasindaki uzakligin
cakismadig1 tipik varyasyon modelidir. Tiir i¢i ve tiirler arasi varyasyonda c¢akisma
meydana gelmemesi “barkodlama agikligi” olarak adlandirilmis ve barkod dizilerinin
isabet ve gilivenilirliginde en 6nemli nokta olarak kabul edilmistir (Sekil 1) “( Keskin ve
Atar, 2013).

Tar igi

Barkodlama acikhgi

Karsilagtirma sayisi

Genetik uzakhik

Karsilastirma sayisi

Genetik uzakhk

Sekil 1.2. Tiir i¢i ve tiirler arasi genetik uzakliklarin varsayimsal dagilim
frekanslari. (a) tiir igi varyasyon ve tiirler arasi varyasyonun ayri dagilimindan dogan
barkodlama agikligi, (b) tiir i¢i ve tiirler aras1 varyasyonun c¢akisan dagilimi sonucu

barkodlama ag¢ikliginin bulunmamasi (Keskin and Atar, 2013).

“Tim bu ozelliklerine ragmen COI geninin ¢éziimleyemedigi bazi canli gruplar
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 iligkili tirlerin
givenilir bir gsekilde ayrimlarinin gergeklestirilmesinde yetersiz  kaldigi da

belirtilmektedir ” (Keskin and Atar, 2013).
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“Belirtildigi gibi mtDNA molekiiliinde meydana gelen degisimler eklemeli olarak
generasyonlar boyunca korunmakta ve dolden dole aktarilmaktadir. Ancak
heteroplazmik (heteroplasmy) yapinin soz konusu oldugu beyaz mersin baligi
(Acipenser transmontanus), midye (mytilus) ’nin kas dokusunda, meyve sinekleri
(Drosophila) ve bazi hibrit fare hatlar ile izogamik (isogamous) funguslarda teorik
temeli heniiz tam olarak ortaya konulmamakla birlikte, sitoplazmada bulunan farkli
kaynaklardan gelen mtDNA molekiilleri arasinda par¢a degisimlerinin oldugunu
bildiren arastirmalara da rastlanilmaktadir. Heteroplazmi (heteroplasmy), bir hiicrede iki
ya da daha fazla kokene ait farkli 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 ic¢in giincel olarak DNA barkodu olarak
kullanilmaktadir (Hebert et al. 2003). Fakat mitokondriyal COI geni, diisiik niikleotid
degisim oranindan dolay: bitkilerde DNA barkot uygulamalari i¢in ¢ok uygun degildir.
Dogal olarak bitki barkot kaynagi olarak plastid (cpDNA) ve cekirdek genomu
(nrDNA) aday olarak ortaya ¢ikmaktadir. “ (Filiz ve Kog¢, 2012) CBOL ve BOLD
hemen ¢alismalara baglamis ve uzun ugraslar sonucunda ¢ekirdek genomunda bulunan
ITS dizinde en uygun DNA barkodu olduguna karar verilmistir. “Amazon agaglarinin
tanimlanmasiyla ilgili barkot c¢alismasinda, plastid kodlama bdolgelerinden rbcla,
rpoC1, rpoB, matK, ycf5; kodlama yapmayan bolgelerden trnL, psbA-trnH ve ¢ekirdek
bolgesi ITS dizileri kullanilmistir. Yiiksek kaliteli diziler (% 90 ftizeri) rpoC1, rbcLa,
rpoB ve trnL belirteglerinden, en yiiksek gesitlilik oranlari (polimorfizm) ise ITS, psbA-
trnH, trnL ve matK bolgelerinden elde edilmistir. Ayrica, en kotii tiir seviyesindeki

aymrim giicii rpoC1 plastid bolgesinden elde edilmistir ” (Filiz ve Kog, 2012).

1.4 DNA Barkodlama is Akisi

“Barkodlama caligmalar1 genel olarak belirli taksonomik gruplardan 6rneklerin
elde edilmesi (miimkiinse morfolojik karakterler gibi klasik taksonomik yontemler

kullanilarak tanimlanmasi), DNA barkod dizilerinin (COI geninin 655 baz giftlik kismi)
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elde edilmesi ve diger bilgiler ile bir araya getirilerek kataloglanmasi seklinde
yapilmaktadir. DNA barkod verilerinin analiz asamasi ise elde edilen niikleotid
dizilerinin hizalanmasi ile baslar. Bilinmeyen tiir 6rneklerinden elde edilen bu barkod
dizileri, tanimlanmasi1 gergeklestirilmis ve veri tabanina kaydedilmis barkodlar ile
karsilastirilir. Veri tabaninda kayithi barkodlardan biri ile eslesirse tiir tanimlamasi
gerceklesir. Eslesme gerceklesmedigi takdirde, benzerlik oranlarina gore, kayith tiirlere
iliskin yeni bir barkod kaydi olarak (haplotip veya cografik varyete) veya potansiyel
yeni bir tiir olarak degerlendirilir. Hizalanan diziler, kontrol amaci ile kodon analizinden
gecirilir ve herhangi bir delesyon, insersiyon veya stop kodon olusumu olup olmadig:
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 agacglar ile gosterilerek tiir i¢ci ve tirler aras1 sonuglar

degerlendirilebilmektedir ”’( Keskin ve Atar, 2013).

“Barkodlama yolu ile tiir tanimlanmas1 genel olarak, incelenen ornekten elde
edilen genomun standart bir kismindan elde edilmis ve DNA barkodu ad: verilen kisa
DNA dizisinin kullanilmasiyla 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 iliskin yeni bir barkod kaydi olarak (haplotip veya cografik varyete) veya
potansiyel yeni bir tiir olarak degerlendirilir. Barkodlama ¢alismalar1 genel olarak belirli
taksonomik gruplardan 6rneklerin elde edilmesi (miimkiinse morfolojik karakterler gibi
klasik taksonomik yontemler kullanilarak tanimlanmasi), DNA barkod dizilerinin (COI
geninin 655 baz ciftlik kismi) elde edilmesi ve diger bilgiler ile bir araya getirilerek
kataloglanmasi seklinde yapilmaktadir. DNA barkod verilerinin analiz agamasi ise elde
edilen niikleotid dizilerinin hizalanmasi ile baslar. Hizalanan diziler, kontrol amaci ile
kodon analizinden gegirilir ve herhangi bir delesyon, insersiyon veya stop kodon
olusumu olup olmadig tespit edilir. Ardindan Kimura 2-parameter (K2P) modeline gore
genetik uzaklik matrisi olusturulur ve karsilagtirilan diger tiirler ile iliskisi neighbor-
joining (NJ) yontemine gore ¢izilen agaglar ile gosterilerek tiir i¢i ve tiirler arasi

sonuglart degerlendirilebilmektedir ” ( Keskin ve Atar, 2013).
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1.5.mtDNA Analizinde Yasanan Zorluklar

Ilk olarak mtDNA analizlerinde karsilasilan zorluklarin basinda heteroplazmi
gelemektedir.‘Bilinen sekli ile mitokondriyal DNA’daki maternal kalitim; homoplazmi
(tiim hiicre veya bireylerde tek tip mtDNA) ile sonuglanir. Fakat niikleer psddogenlerin
farkli ¢ogalmalari, paternal aktarimlar, somatik mutasyonlar ve tiir ¢aprazlamalar
heteroplazmiye (tim hiicre veya bireylerde birden fazla mitokondriyal DNA’nin
karisiminin bulunmasi) neden olabilmektedir ” ( Keskin ve Atar, 2013). Canlida birden
fazla mtDNA’nin bulunamast mtDNA dizi analizye DNA barkodlama ile soyagaci
olusturmay1 imkansiz kilmaktadir. Ciinkii diz analizi yapilan mitokondrinin paternal
m , maternal mi oldugu yoksa mutasyon gegirmis hiicrelerden birimi oldugunu

bilemeyiz.

Ikinci olarak da psodogenlerden (yalanci genler; pseudogenes ) bahsedebiliriz.
Bu genler, genlerin duplike kopyalarimin evrimsel artigidir ve onlart islevsiz kilan
mutasyonlara ugramislardir. Baz1 durumlarda, bu tiir genlerin ¢ok sayida kopyalarina
rastlanir.” (Klug. , 2009 ) “Bu psddogenler korunmus evrensel primerler kullanildig
zaman kolaylikla mitokondriyal DNA ile birlikte amplifiye olabilmektedirler. Bu
durum, niikleusta meydana gelen niikleotid substitiisyonlarinin  mitokondriyal
genomdakiler kadar hizli gerceklesmemesi nedeniyle O6zellikle DNA barkodlama
acisindan sorun yaratmaktadir. Fakat son yillarda yapilan galismalarda barkodlama
sonuglarinin psddogenler nedeniyle yanlis degerlendirilmesinin Oniine gecen analiz

yontemlerinin de gelistirilmis oldugu ifade edilmektedir ” ( Keskin ve Atar, 2013).

Bilindigi gibi DNA extraksiyonunu elde etmek zordur 6zelliklede arsivlenmis
orneklerden. Folmalin i¢ine konan 6rnekler gerek daha sonra arastirilmak igin gerekse
bir yerden bagka bir uzak yere gotiiriiliirken 6rnegin bozulmamasi i¢in formalin igine
birakilir. Ve DNA barkodlamadaki sorunlarin bir digeri de pH’1 iyi ayarlanmamis
formalin ¢ozeltilerinden kaynaklanmaktadir.” pH dengesi ayarlanmamis formalinin hizl
asidifikasyonunun arsivlenmis 6rneklerden zaten zor olan DNA ekstraksiyonunu bir kat
daha zorlastirdig1 belirtilmektedir. Bilinenin aksine, dokularin pH dengesi ayarlanmis
formalin igerisinde uzun zaman saklanmasi molekiiler analizde kullanilmalarina bir

engel olusturmamaktadir. Formalin igerisinde saklanmis dokulardan DNA
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ekstraksiyonuna yonelik birgok protokol bulunmakta, dahasi formalin igerisinde
saklanmis zooplankton ve balik oOrneklerinden 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).

DNA barkodlamay1 zorlastiran bir baska etkende hatali dizilerdir.” Canlilarin COI
dizilerine iliskin kayitlarin NCBI Gen Bankasi veri tabaninda hizla artmasi sayesinde bu
canlilarin kargilagtirmali tanimlanmasinda kaynak olusturacak kullanigh ve detayli bir
kiitiiphane meydana gelmis ve bu kiitiiphane giin gectikge de biiyiimektedir. Fakat
dikkatli bir sekilde incelendiginde Gen Bankasi veri tabaninda taksonomik
tanimlamanin yanlis yapildigi, DNA dizisinin uygun bir sekilde kontrol edilmedigi
(dizinin yanlis hizalanmasi, stop kodonlarin olusmasi, okuma gercevesindeki insersiyon
ve delesyonlar), bilinmeyen psddogenler iceren ve mikrobiyal kontaminasyonlara maruz
kalmis bir¢ok hatal1 diziye de rastlandig1 da ifade edilmektedir. Bu hatal1 dizilerin ancak
belirli taksonlarin  karsilastirmali  olarak incelenmesi ile tespit edilebildigi

vurgulanmaktadir ” ( Keskin ve Atar, 2013).

“Tirler aras1 hibridizasyon kuskusuz barkodlama ¢alismalarinda 6nemli bir sorun
teskil etmektedir ” ( Keskin ve Atar, 2013). *“ Hibridizasyon farkli kaynaklardan gelen
niikleik asitlerin tamamlayic1 baz eslemesiyle birbirine tutunmasidir.”’( Madigan and
Martinko, 2010)* Bilindigi gibi barkod geni olan COI, mitokondriyal bir gendir ve
genellikle maternal olarak aktarilir. Bu sebepten otiirii hibrit bir canli kagimilmaz bir
sekilde ve hatali olarak maternal tiirle ayni tiir olarak tanimlanacaktir. Eger tanimlamasi
yapilacak tiirlin hibritlesebilen tiirler arasinda oldugu biliniyorsa ve dogru bir tanimlama
yapmak isteniyorsa mutlaka DNA barkodlama ile birlikte bilinen tiire 6zgii niikleer
DNA allelleri de analiz edilmesi Onerilmektedir. Eger ornek gercekten hibrit ise
barkodlama sonucunda maternal tiir belirlenecek, niikleer DNA dizisi yardimiyla da

paternal tiir ortaya ¢ikarilacaktir ” ( Keskin ve Atar, 2013).
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1.6. DNA barkodlamanmin sistematikle iliskisi veya DNA Barkodlamanin

Taksonomi, Filogeni ve Populasyon Genetigi ile iliskisi

1.6.1. DNA barkodlama-taksonomi iliskisi

“Taksonomik calismalarla birlikte yiirtitilen DNA barkodlamanin, 6rneklerin tiir
seviyesinde tanimlanmalarinda sagladig1 faydalar ne kadar biiyiik olsa da, barkodlama
hicbir zaman kapsamli taksonomik analizin yerini alacak bir uygulama olarak
goriilmemelidir. 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 6rneklerin klasik taksonomik yontemler cergevesinde
degerlendirilmesi, barkodlama analizinden ¢ok daha uzun siirse de yeni bir tiiriin ortaya
cikarilmasinda daha yiliksek bir potansiyele sahiptir. Detayli olarak calisilmamis
taksonomik gruplarda gergeklestirilen c¢alismalarda, klasik taksonomik ¢alisma
oncesinde gerceklestirilecek DNA barkodlama ¢aligsmasi ile 6rneklerin hizla genetik
olarak farkli gruplara ayrilmasi saglanabilir ve taksonomik c¢alismanin is yuki
azaltilabilir. Yeni tiirlerin teshisi ve tanimlanmasi en nihayetinde kapsamli bir
taksonomik c¢alisma ile gerceklestirilse de, DNA barkodlama bu siireci belirgin bir
bi¢imde hizlandirmakta ve kolaylastirmaktadir. Genellikle morfolojik ve ekolojik
verilerin toplanmasini da gerektiren klasik taksonomik c¢alisma yontemleri, farkli
taksonomik gruplara gore degiskenlik gosterirken (6rnegin kuslarla baliklarin
taksonomik tanimlanmasi farkli yontem ve tecriibe gerektirir), barkodlama analizi ¢ok
genis canli gruplari i¢in (6rnegin tim hayvan taksonlar1) hemen hemen standart hale

getirilmistir ( Keskin ve Atar, 2013).

1.6.2. DNA barkodlama - filogeni iliskisi
“DNA dizisi verilerinin isin i¢ine girmesiyle filogenetik c¢alismalarda son yirmi

yilda ¢ok 6nemli bir gelisme yasanmis ve farkli canli gruplarina yonelik genis dlgekli

projelerin sayisinda artis goriilmiistiir. Molekiiler filogeni temelli bir projede oncelikle
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analiz edilecek hedef grubun Olgeginin (6rnegin familya) belirlenmesi, hedef grubu
temsil edecek taksonlarin belirlenmesi, DNA dizisi bilgilerinin elde edilmesi ve
filogenetik agaclarin olusturtulmasinda en uygun ydntemin belirlenmesi (Maximum
Likelihood, Maximum Parsimony, Bayesian analizi vb.) gerekmektedir. Bu islemler
detayl1 olarak farkli ¢caligmalarda anlatilmakla beraber giiclii bir sekilde desteklenebilen
filogenetik agacglarin olusturulmasinda lokuslarin ve hedef grubu temsil edecek
taksonlarin secimi ¢ok 6nemlidir. Kisa bir zaman 6ncesine kadar hedef gen se¢iminde
dizi analizinde sikint1 yaratmayan o6zellikte dizilere sahip olan ve evrensel primerler ile
cogaltilabilen ribozomal genler tercih edilmekteydi. Fakat giiniimiizde, mevcut
teknolojik gelismeler 1s18inda daha stratejik gen se¢imleri miimkiin hale gelmistir.
Dolayisiyla, son zamanlarda gerceklestirilen caligmalardaki 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 ¢oziintirliigiin artiritlmasi
saglanmakta ve tek bir gene spesifik hatalarin oniine 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
filogenetik agacin olusturulmasina yardimci olmaktadir. Aksi takdirde dal uzunluklart
ve homoplaside goriilecek artis, yanlis bir filogeni olusturulmasi ile sonuglanabilir.
Birgok arastirict filogeninin ¢oziintirliigiinii artirmak igin daha fazla gen eklemektense
daha fazla takson eklemenin ¢ok daha faydali oldugunu savunmaktadir . Veri setine
daha fazla takson eklemek analize yardimci olmakla beraber analizler sirasinda
hesaplamaya iligkin faktorler nedeniyle analiz edilebilecek takson sayisi smnirh
oldugundan eklenecek taksonlarin secimi iyice onem kazanmaktadir. Bu sinirlayici
nedenlerden otiirti arastiricilar, yiiksek sayida takson igeren filogenetik veri setleriyle
(6rnegin yiizlerce tiir) calisirken daha bulgusal ve basit analitik yontemlerden
yararlanmaktadirlar. Her ne kadar barkod kiitiiphaneleri ile molekiiler filogenetik veri
setleri benzerlikler gosterseler de (her ikisi de canli gruplarina iliskin DNA dizi bilgisi
icermektedir), DNA  barkodlar1 genellikle evrimsel iliskileri derinlemesine

coziimleyebilecek yeterlilikte filogenetik sinyale sahip degildirler. DNA barkodlama
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calismalari, filogeni olusturma calismalarina takson se¢iminde yardimei olarak katkida
bulunabilmektedir. DNA barkodlar1 hem tiir tanimlamada hem de ayrim1 zor veya yeni
tiirlerin ortaya c¢ikarilmasi noktasinda etkili oldugundan, kapsamli filogenetik analiz
gerektiren taksonlarin belirlenmesinde kullanilabilecek bir molekiiler aragtir ” ( Keskin

ve Atar, 2013).

1.6.3. DNA barkodlama - populasyon genetigi iliskisi

“Biyolojik iligkilerin ortaya c¢ikarilmasinda kullanilan araglar ve uygulamalar
biyolojinin iki énemli dali tarafindan gelistirilmistir. Bunlar molekiiler filogenetik ve
populasyon genetigidir. Bu bilim dallar1 canlilar arasindaki iliskilerin farkli seviyelerine
odaklanmistir. Molekiiler filogenetik calismalarda genellikle canli gruplar1 arasindaki
daha derin evrimsel iligkiler {izerine yogunlasilirken, populasyon genetigi
caligmalarinda tek bir tiirin kendi igindeki ve farkli populasyonlar1 arasindaki
varyasyon hedef alinmaktadir. Bu baglamda, DNA barkodlama tiirler bakimindan
kapsamli bir igerige sahipken, birbirleriyle iliskilerinden ¢ok tanimlanmalarina
odaklanarak iki disiplinin ortasinda bir yerde kendine yer bulmaktadir. Bilinenin aksine,
DNA barkodlama tiir i¢i genetik farkliliklarin ortaya ¢ikarildigr populasyon genetigi
caligmalarinda siklikla kullanilmakta ve tiir igi genetik varyasyonu tespit etmekte ¢ok
basarili bir genetik belirte¢ olarak kabul edilmektedir. Ozellikle balik tiirleri iizerinde
yogunlasan calismalarda DNA barkodlamanin populasyon genetigi ¢alismalarinda etkin
bir sekilde kullanilabilecegi elde edilen sonuglar ile ortaya koyulmustur. Avustralya’dan
toplamda 207 balik tiirliniin COI geninin DNA dizisini analiz eden aragtiricilar ortalama
tir i¢i K2P uzakligin1 %0,39 olarak hesaplamiglardir. Arastiricilar, bu ¢alismadan elde
edilen sonuglarin COI geninin barkodlanmasinin baliklarda tiirlerin ve tiir i¢i farkh
populasyonlarin tanimlanmasinda kullanilabilecegini gosterdigini belirtmislerdir * (

Keskin ve Atar, 2013).
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2. ONCEKI CALISMALAR
Cesitli canlilarla ilgili 6nceden DNA barkodlama yontemi ile yapilmis, molekiiler

filogenetik ve molekiiler taksonomi tez ¢alismalarindan bazilar1 bu boliimde verilmistir.

Kahraman (2014), tez calismasinda Hatay yoresindeki 71 giindiiz kelebegi
(Rhopalocera) tiiriinii Cytokrom C Oksidaz Alt Unite 1 (COX 1) geninin DNA
dizilimlerini molekiiler yollarla elde etmis ve bu filogenetik analizler sonucunda da
filogenetik bir soy aga¢ cikarmak i¢in 3 farkli algoritma; maximum parsimony,
maximum likelihood, Neighbor-joining programlariyla degerlendirilmistir. 71 tiiriin bir
biriyle akrabaliklarini belirten soy agaclar1 diizenlemistir. Ayrica 71 kelebek tiiriine ait
Mitokondriyal COX 1 gen dizileri tiir tayini amaciyla Gen bankasinda karsilagtirma
yapilmis. Filogenetik analizlerin gergeklesmesinde tiim kelebeklere ait DNA dizileri ve
Gen Bankasindan elde edilen referans diziler kullanilmistir. Ve Gen Bankasinda %100
benzesme gosteren tiirler disinda ve Gen Bankasi’nin da kabul ettigi 49 tiirleri Bankanin
veri tabanina yeni veri olarak kaydedilmistir. Caligma sonucunda sitokrom oksidaz c alt
tinite 1 geni tlrlerin birbiriyle akrabalik iligkisini 6lgmekten c¢ok, tiir ayriminda
kullanildig1 bilinmektedir. Burada sitokrom oksidaz c alt iinite 1 geninin yetersizligi
ortaya ¢cikmistir. Ve kelebek tiirlerinin molekiiler verilerle degerlendirilmesinde ilk kez
sitokrom oksidaz c alt {inite 1 geninin kullanilmasi agisindan hem de Hatay ilindeki

kelebeklerin tilkemizde molekiiler yonde ayrimi igin ilk ¢alisma olmustur.

Ozdil (2007) , tez calismasinda DNA PCR-RFLP (restriksiyon parca uzunluk
polimorfizmi) markerlar1 kullanarak Tiirkiye’nin 20 farkli yOresine ait bal arilarinin
Mitokondriyal DNA molekiiline bakilarak genetik yapisi tanimlanmis, olast yeni
haplotiplerin belirlenmesi ve farkli bolgelerde yetistirilen populasyonlar arasindaki
farklilarin tespit edilmesi amaciyla anonim lokus, sitokrom b (cyt b), sitokrom C
oksidaz | (COI), ribozomun biiyiik alt birimi (IrRNA), sitokrom C oksidaz I ile II
arasindaki bolge (COI-COII aras1) ve sitokrom C oksidaz I ile II arasindaki intergenik
bolge (COI-COII intergenik bolge) lokuslarinda farkli enzim kombinasyonlarindan
yararlanilarak PCR, PCR-RFLP analizi ile COI-COII intergenik bolgede DNA dizi
analizi yapilmistir.

Filiz ve Kog (2012), arastirma makalelerinde DNA barkodlamasinda genel olarak
kullanilan sitokrom oksidaz ¢ alt {inite 1 geninin (CO1 ) bitkilerde niikleotid degisim

orani diisiik oldugundan uygun degildir. Bu yilizden bitkiler i¢in genel bir gen arama
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calismalarini derleyip en sonunda ¢ekirdek ribozomal ITS bolgelerinin bitki barkodlama
calismalari i¢in en ideal diziye sahip oldugu sonucuna varmiglardir.

Keskin ve Atar (2013) , derleme makalelerinde DNA barkodlama teknigini tiim
yonleriyle ele almis ve barkodlama esnasinda yasanan zorluklar1 belirtilerek, DNA
barkodlamada son durumu gostermistir. DNA barkodlama tekniginin avantajlar gozler
Ontine serilerek teknigin kullanilmasini yayginlagtirmak, biyogesitlilik ve ekosistemdeki
degisiklikleri daha kolay gozlemlemek, soyu tiikenmekte olan canlilarin ise
kontrollerini saglayarak biyogesitlilik korumaya dikkat ¢ekmislerdir.

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

Giilper¢in (2013) , arastirma makalelerinde Coleopter takimina bagli boceklerin
filogenisinin molekiiler ve morfolojik bilgi eksikligini tartigmistir. Bu veri eksikligini
biyolojik ve evrimsel nedenlere baglidir. Calismalarinda bu konuya yonelik bilgileri
derlemiglerdir. Yapilan aragtirmalar sonucu bu eksikligin Coleopter takiminin inanilmaz
tiir zenginligi ve ¢esitliliginden kaynaklandig1 sonucuna varilmis. Ve giiniimiizde bir¢ok
arastirmacinin  “Polyphaga+Myxophaga” hipotezini savunmasma ragmen, kanat
karakteri ile ilgili yapilan calismalarda “Basal Polyphaga” hipotezi desteklenmistir.
Yapilacak DNA c¢aligmalarinin  bu canlilarin  dort  alttakimmin  yakinliklarim
belirlemekte ve bu konuda cevaplanamamis soru kalmayacagi yoniinde tavsiye

vermektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. DNA izolasyonu

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

1. Bir mikrofij tipiine 600 pl Parcalama 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
brrakilmastir.

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

3. Tiip 14000 RPM’de 1 dk santrifiij edilmis ve elde edilen iist sivi yeni bir tiipe
transfer edilmistir. Elde edilen iist s1ivi hacmi kadar isopropanol, tist stvi hacminin 2
kat1 kadar Baglama Tamponu (6.75M Guanidinium thiocyanate, 15mM Tris-Cl
pH 8.0) eklenmis ve vorteksle karistirilmastir.

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

5. 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
atilmastir.

6. 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 siv1 atilmistir. Bu
adim iki defa daha tekrarlanmistir.

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

8. Elde edilen DNA -20°C’de saklanmustir.

3.2. Ger¢ek Zamanh PCR (Q-PCR)

PCR i¢in kullanilan primerler Ochthebius, Limnebius ve Hydraena cinslerinin DNA
data bankasinda mevcut mitokondriyal sitokrom c oksidaz alt unite 1 (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 karsilagtinlmig 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 tasarlanmigtir.

21



Cizelge

Bankasi Ulagim Numaralari

Ochthebius COI Genleri
Organizma DataBank
No
Ochthebius salinator FJ944255.1
Ochthebius gibbosus GU143755.1
Ochthebius glaber FJ944225.1
Ochthebius gereckeli FJ944176.1
Ochthebius gibbosus GU143767.1
Ochthebius aguilerai GU143761.1
Ochthebius granulatus | GU143765.1
Ochthebius GU143766.1
melanescens
Ochthebius halbherri | GU143764.1
Ochthebius legionensis | GU143762.1

3.1. Primer Tasariminda Kullanilan COI Gen Dizilimlerinin DNA Data

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 uM igermektedir. Cihazda, primer ciftine 6zgii optimizasyonu saglanmus,
Tablo 2’de verilen 1s1 dongilisii programi uygulanmistir. Q-PCR sirasinda sadece
istenilen {irliniin ¢ogaltildigin1 belirlemek i¢in 55°C - 95°C arasinda erime egrisi analizi
yapilmustir. Q-PCR datalar1 Biorad CFX Manager™ yaziliminda analiz edilmistir.

Cizelge 3. 2. Q-PCR Sicaklik Profillleri

Tespit Formati Reaksiyon Hacmi
SYBR Green 20 ul
Programlar
Program ismi Déngi TN
Sayis1 Modu

On-inkiibasyon 1
Cogalma 35 Sayim

: - Erime
Erime Egrisi 1 Egrisi
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Soguma 1

Sicakhik

Hedefleri

Hedef (°C) Okuma Bekletme Hiz Okuma
Modu (hh:mm:ss) (°C/s) (°C basina)

On Inkiibasyon

95 00:10:00 4,8 —

Cogalma

95 00:00:20 4,8 —

55 00:00:20 2,5 —

72 Tek 00:00:25 4,8 —

Erime Egrisi

95 00:00:05 — —

65 00:01:00 — —

98 Stirekli — 1 10

Soguma

40 Tek 00:00:10 2,5 —

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 bocek 6rnegi i¢in elde edilen diziler CLC
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 aym tiir olarak
kabul edilmistir. %70-97 arasinda benzerlik gosteren tiirler ise, hem morfolojik
ozellikleri hem de COI genlerinin en ¢ok benzedigi organizma gdz Oniine alinirak
simiflandirilmistir. Bilinen bocek 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 Clustal W yazilimi
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) kullanilarak birbirleriyle karsilastirilmais,
hizalanmig ve ardindan manuel ayarlama yapilmistir. Analizde sadece agik¢a uyumlu
baz pozisyonlar1 kullanilmistir. Yapilan dizi karsilastirmalarima dayanan filogenetik
agaclarin ¢izimi i¢gin 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. Ochthebius Dizi Analizi Sonuglar:

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 1s18inda yapilan filogenetik tiir

tahmini Tablo 3’te verilmistir.

Cizelge 4.1. Morfolojik ve Filogenetik Analiz Tiir Tahminleri

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

1 O. meridionalis FJ623011.1 Ochthebius sp. 606/637 Ochthebius spp.
(95%)

2 O. fausti FJ944271.1 O. salinator 619/642 Ochthebius spp.
(96%)

3 O. lividipennis GU143755.1 O. gibbosus 617/647 Ochthebius spp.
(95%)

4 O. striatus FJ944239.1 O. glaber 620/645 Ochthebius spp.
(96%)

5 O. difficilis FJ944190.1 O. gereckei 601/645 Ochthebius spp.
(93%)

6 O.ragusae GU143767.1 O. gibbosus 608/644 Ochthebius spp.
(94%)

7 O. minimus HE970842.1 O. minimus 644/644 Ochthebius
(100%) minimus

8 O. pusillus GU143767.1 O. gibbosus 614/643 Ochthebius spp.
(95%)

9 O. uskubensis GU143761.1 O. aguilerai 615/650 Ochthebius spp.
(95%)

10 O. viridis HQ165437.1 O. viridis 696/705 Ochthebius
(99%) viridis

11 O. remotus GU143765.1 O. granulatus 608/654 Ochthebius spp.
(93%)

12 O. virens GU143764.1 O. halbherri 568/624 Ochthebius spp.
(91%)

13 O. hofratvukovitsi FJ944120.1 Oc. notabilis 589/648 Ochthebius spp.
(91%)

14 O. kirschenhoferi FJ944244.1 O. lanarotis 616/661 Ochthebius spp.
(93%)

15  O. foveolatus HE970844.1 O. subpictus 593/640 Ochthebius spp.
(93%)

16 O. akbuluti GU143754.1 O. exsculptus 5771654 Ochthebius spp.
(88%)

17 O. oeskani EU660055.1 O. sanabrensis  585/644 Ochthebius spp.
(91%)
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5. DIZI ANALIZI SONUCLARI

1.0chthebius(s. str.) meridionalis Germar, 1824

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

Sbjct

1

31

61

91

599

630

GAGGAAATTAGGAAACTTTTGGTACATTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCCCTTGGTT

ey
GAGGAAAAAAGGAAACTTTTGGTACATTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATTGGTT

TATTAGGCTTTGTTGTTTAGA-CTCATCATATATTTACTGCCCGTATAGATGTTGATACA

R RN FEEEEEEEEE et
TATTAGGATTTIGTTGTTT-GAGCTCATCATATATTTACTGTAGGTATAGATGTTGATACA

CGAGGGGATTTTACTTCAGCAACAATAATTATTGCAGTACCCACAGGTATTAAAATAATC

[T FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e 1
CGAGCTTATTTTACTTCAGCAACAATAATTATTGCAGTACCCACAGGTATTAAAATTTTC

AGTTGGTTAGCAACTCTTCATGGAACACAAATCAATTATTCTCCAGCCATATTATGGGCT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AGTTGGTTAGCAACTCTTCATGGAACACAAATCAATTATTCTCCAGCCATATTATGGGCT

TTAGGATTTGTATTTTTATTTACAGTTGGGGGATTAACCGGAGTAATCCTAGCAAACTCA

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTAGGATTTGTATTTTTATTTACAGT TGGGGGATTAACCGGAGTAATCCTAGCAAACTCA

TCTATTGATATTATTCTTTTTGATACATACTATGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTTTTA

FErrrrrrrrerrr e rrr e e e e e e e e e e e e e
TCTATTGATATTATTCTTCATGATACATACTATGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTTTTA

TCAATAGGAGCTGTATTTGCTATTATAGCAAGATTTATTCAATGATTCCTGCTATTCACG

FEEEEEE e e e e e e e e e e et e e e e e e b
TCAATAGGAGCTGTATTTGCTATTATAGCAAGATTTATTCAATGATTCCCGCTATTCACG

GGATTAACATTAAATAATAAATATTTGAATATTCAATTTCTAACTATATTTATTGGAGTA

FEEEErr e e e e e et rer e e e e e e
GGATTAACATTAAATAATAAATATTTGAAAATTCAATTTTTAACTATATTTATTGGAGTA

AACCTAACTTTTTTTCCTG-ACATTTTTTAGCGTTAAGAGGTATACCTCGACGTTACTCT

Frrrrrrrrrerrrreer e e e et e e e e e e e e
AACCTAACTTTTTTTCCTCAACATTTTTTAGGGTTAAGAGGTATACCTCGACGTTACTCT

TATTATCTAGATGCTTACACTTCATGATACATTGTATCTTCTATTGGATCATTAATTTCT

FEErre rrrrrrr e e e et b e e e e e et
GATTATCCAGATGCTTACACTTCATGAAATATTGTATCTTCTATTGGATCAATAATTTCT

CTAATTGCAATTATTATTTCTTTATTTATTGTATGAG 635

FEEEErrrrr et e e e e e
TTAATTGCAATTTTTATITTTTTATTTATTGTATGAG 666

2.0chthebius (s. str.) fausti Sharp, 1887

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

1

41

GAGGAAACGAGGAGACTTTCGGTACTTTGGGTATAATTTATGCAATAATAGCAATTGGCT

R R R R RN RN RN
GAGGAAAAAAGGAGACTTTCGGTACTTTGGGTATAATTTATGCAATAATAGCAATTGGCT

TATTAGGATTTGTAGTGTGAGCTCATGGGATATTTACTGTGGGA-TGTCTGCTAGACACC

FEEEEEEEE TR et el FEEEEEEEr e | e
TATTAGGATTTGTAGTGTGAGCTCATCATATATTTACTGTGGGAATAGATG-TTGACACC

CGAGCCCATCCTACTTCAGCAACTATAATTATTGCAGTTCCAACCGGAATTAAAATTTTT
AT TA T I TACTICAGCAACTATAAT TATTGCAG T TCCARCCCARTTARAAT I
AGATGATTAGCAACATTACATGGCACACAAATTAACTACTCGCCAGCTATCTTATGAGCC
AATCATTAGCAACATTACATGGCACACAR T TAACTACTCGCCAGC TATG T TATEAGEE

CTAGGATTTGTATTTTTATTTAGTGTAGGGGGATTAACTGGAGTAGTTCTAGCTAATTCT

29

60

90

119

149

179

209

239

269

299

329

359

389

419

449

479

509

538

60

100

159

179

219

239

279

299



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

Sbjct

600

640

TCTATTGACGTAATTATACACGATACTTACTATGTTGTAGCCCATTTCCACTATGTATTA

N
TCTATTGACGTAATTTTACACGATACTTACTATGTTGTAGCCCATTTCCACTATGTATTA

TCGATGGGAGCCGTATTCGCAATTATAGCCGGATTTATTCAATGATTCCCCTTATTTACT

FEEEEEEEEEr e e e e e e e rrrrrrrrrrree
TCGATGGGAGCCGTATTCGCAATTATAGCCGGATTTATTCAATGATTCCCCTTATTTACT

GGTTTAACAATAAATAATCTTTATTTAAAAATTCAGTCTATTATTATATCTATTGGGGTA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e rer e et e
GGTTTAACAATAAATAATCTTTATTTAAAAATTCAGTTTATTATTATATTTATTGGGGTA

AATTTAACTTTTTTCCCCCAACACTTTTTAGGATTAAGAGGGATACCTCGACGATACTCA

FErrrrrrrr e rrr e e e e e e e e e e e e
AATTTAACTTTTTTCCCCCAACACTTTTTAGGATTAAGAGGGATACCTCGACGATATTCA

GATTATCCCGACGCTTATACAACCTGAAATATTATTTCATCTATCGGATCAATAATTTCC

Frrrrrrrrrrrrrrer e rrer e e e e e e e e e e e e e e
GATTATCCCGACGCTTATACAACCTGAAATATTATTTCATCTATCGGATCAATAATTTCC

TTAATTGCTATCCTTATACTTTTATTTATTATTTGAGAAAGA 641

FErrrrrrrerr trrr e e e e e e
TTAATTGCTATTTTTATACTTTTATTTATTATTTGAGAAAGA 681

3.0chthebius (s. str.) lividipennis Peyron, 1885

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

Sbjct

1

69

61

129

121

GAGGGAAAAAAGAAACTTTTGGTACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATTGGTC

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGGGAAAAAAGAAACTTITTGGTACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATTGGTC

TCTTAGGATTTGTTGTATGAGCTCATCATATATTCACTGTTGGCATAGATGTCCGCGTGT

R R R R R R R R R R R R R R AR R R N N . \
TCTTAGGATTTIGTTGTATGAGCTCATCATATATTCACTGTTGGCATAGATGT~-TGATACT

C-AGCTTATTTTACTTCAGCAACCCTCGTCGATGGCAGTTCCTACAGGAATTAAAATTTT

R e R RN R
CGGGCTTATTTTACTTCAGCAACTATAAT-TATTGCAGTTCCTACAGGAATTAAAATTTT

TAGCTGATTAGCTACTCTTCATGGGACCCAAATTAACTATTCTCCTTCAATACTTTGATC

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TAGCTGATTAGCTACTCTITCATGGGACCCAAATTAACTATTCTCCTTCAATACTTTGATC

TCTTGGATTTGTATTTTTATTTACTGTTGGTGGATTAACTGGAGTAATTTTAGCTAATTC

FEEEEEE e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
TCTTGGATTTGTATTTTTATTTACTGTTGGTGGATTAACTGGAGTAATTTTAGCTAATTC

TTCTATTGATATTATTTTACATGATACTTATTATGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTTTT

FEEEEEE e e et e e e e e e et e e e e e e e e e
TTCTATTGATATTATTTTACATGATACTTATTATGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTTTT

GTCAATAGGGGCTGTATTTGCTATTATAGCCGGATTTATTCAATGATTCCCTTTATTTAC

FEEEEEE e e et e e e e e e et e e e e e e e e e
GTCAATAGGGGCTGTATTTGCTATTATAGCCGGATTTATTCAATGATTCCCTTTATTTAC

GGGACTAACTATAAATCGTTGCAGTTTAAAAATTCAATTTTTAATTATATTTATCGGAGT

FEEEEEEErErrrrn FEEEEET e et e e e e e e ey
GGGACTAACTATAAATAACAAATTTTTAAAAATTCAATTTTTAATTATATTTATCGGAGT

CAATATAACTTTTTTTCCTCAACATTTTTTAGGTTTAAGAGGTATGCCACGTCGATACTC

FEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e
CAATATAACTTITTTTTCCTCAACATTTTTTAGGTTTAAGAGGTATGCCACGTCGATACTC

TGATTACCCAGACGCTTACACTTCCCTGCTAGC-TATTTCTTCAATTGGTTCTACAATTT

FEEEEEEEEr e e el FEEEEEEEEEE et el
TGATTACCCAGACGCTTACACTTCA-TGAAATATTATTTCTTCAATTGGTTCTACAATTT

CTTTAATTGCAATCTTTTTTTTTTTATTTATTATTTGAGAAAGATTT 645

FEEEEEEE e e e e e e e e e e e e
CTTTAATTGCAATCTTTITTTTTTTATTTATTATTTGAGAAAGATTIT 712
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539

579
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239
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4.0chthebius (Asiobates) striatus ~ Castelnau, 1840 glaber 96

Query 1 GAGGAAAAAAGGAAACATTCGGAACCTTGGGGATAATTTATGCAATAATAGCTATTGGAT
Shjot 41  GAGGARAAAAGGAAACATTCGGAACCTTGGGGATAATTTATGCAATAATAGCTATTGGAT
Query 61 TATTAGGATTTGTAGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTGGGAATAGATGTTGACACCC
Sjct 101 TATTAGGATTTGTAGTTTGAGCGCATCATATATTTACAGTAGGTATAGATGTTGATACTC
Query 121 GGGCTTATTTTACTTCAGCAACTATAATCATTGCCGTACCAACTGGTATTAAAATTTTTA
Shict 161 GGGCTTATTICACTICTGCRACTATARTCATTGCCGTACCRACTGGTATTARAATTITTA
Query 181 GTTGATTAGCTACTCTTCACGGAACTCAAATTAATTATTCCCCTGCAATATTATGAGCAC
Sbjot 221 GTTGATTAGCTACICTICACGEAACTCAAATTAATTATICCCCIGCAATATTATGAGCAC
Query 241 TAGGATTTGTATTTTTATTTACTGTGGGTGGTCTAACAGGAGTAGTTTTAGCTAATTCCT
Spjot 261 TAGGATTIGTATITTTATITACTGTGGGIGGTCTAACAGGAGTAGTTITAGCTARTICCT
Query 301 CAATTGATGTAATCTTACATGATACTTATTATGTAGTAGCCCATTTTCATTATGTTTTAT
Sbjot 31 CAATTGATGTAAICTTACATGATACTIATTATGIAGTAGCCCATTTICATTATGITITAT
Query 361 CTATAGGCGCTGTATTTGCCATTATAGCCGGATTTATTCAATGATTCCCCTTATTTACTG
L L O O O O O
Sbjct 401 CTATAGGCGCTGTATTTGCCATTATAGCCGGATTTATCCAATGATTTCCCCTATTTACCG
Query 421 GTTTAACAATAAATAATCTTTATTTAAAAATTCAATTTATCGTGATATTTATTGGTGTAA
Forrrrr rerrrrerr o rrrrr e e e e r e e e
Sbjct 461 GATTAACCATAAATAATATATATTTAAAAATTCAATTTATCGTGATATTTATTGGTGTAA
Query 481 ATTTAACCTTTTTTCCCCAACATTTTTTAGGATTAAGAGGGATACCTCGACGATACTCAG
Sbjot 521 ATTTAMCCTTTTTICCCCAACATTTITTAGGATTAAGAGGGATACCICEACGATACTCAG
Query 541 ATTATCCTGACGCCTATACTACCTGAAATATTATTTCATCTATCGGATCAATAATTTCCT
Sbjot 581 ATTATCCIGACGCCTATACTACTIGARACATTATTICTICTATTGGATCAATAATTICTT
Query 601 TAATTGCTATTTTTATACTT-CTATTTATTATTTGAGAAAGATTT 644
Sbjot 641 TAATIGCCATCTITAT-CTTACTATTIATTATTIGACAAAGATTT 684
5.0chthebius (Hymenodes) difficilis Mulsant, 1844 gereckei 93
Query 1 GAGGGAAAAAGGAAACTTTTGGAACTTTAGGGATAATTTATGCAATGATAGCAATTGGTT
Sbjot 41  GAGGGAAAAAGGARACTTTTGEAACTTTAGGGATAATTTATGCAATGATAGCAATTGGTT
Query 61 TATTAGGATTTGTAGTATGAGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATGTCGATACAC
Sjct 101 TATTAGGATTTGTAGTATGAGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATGTTGATACAC
Query 121 GAGCTTACTTTACTTCAGCTACAATAATTATTGCTGTTCCGACCGGAATTAAAATTTTCA
Sbjct 161 GAGCTTACTTTACTICAGCTACAATAATTATTGCTGTTCCGACCGGAATTARAATTIICA
Query 181 GATGACTAGCAACATTACATGGAACCCAAATTAATTATTCTCCAGCAATACTTTGAGCCC
Sjot 221 GATGACTAGCAACGTTACATGEAACCCRAATTAATTATICTCCAGCAATACTIIGAGCCC
Query 241 TAGGCTTTGTATTTTTATTTACTGTGGGTGGTCTAACAGGAGTAGTTTTAGCTAATTCCT
Sbjot 261 TAGGCTTTGTATTTTTATITACAGTAGGGGGATTAACAGGAGTAGTATTAGCTARTICTT
Query 301 CAATTGATGTAATCTTACATGATACTTATTATGTAGTAGCCCATTTTCATTATGTTTITAT
Shjct 341 CTATTGATATCATTTTACATGATACTTATTATGTAGTAGCCCATTICCATTATGTATTAT

31

60

100

120

180

220

240

280

300

340

400

420

480

520

540

580

600

640

60

100

120

180
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240
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300
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

601

641

CTATAGGCGCTGTATTTGCCATTATAGCCGGATTTATCCAATGATTTCCCCTATTTACCG

R e
CTATAGGCGCAGTATTTGCAATCATAGCAGGATTTATTCAATGATTCCCCCTATTTACTG

GATTAACCATAAATAATATATATTTAAAAATTCAATTTATCGTGATATTTATTGGTGTAA

N e N rnanEEE
GATTAACTATAAATAACTTTTACTTAAAAATTCAATTTATCATTATATTTATTGGAGTTA

ATTTAACCTTTTTTCCCCAACATTTTTTAGGATTAAGAGGGATACCTCGACGATACTCAG

FEEEErr rrrre e e e e e e e e rr e e e e e
ATTTAACTTTTTTCCCCCAACATTTTTTAGGATTAAGTGGGATACCACGACGATATTCTG

ATTATCCTGACGCCTATACTACTTGAAATATCATCTCTTCTATTGGATCAATAATTTCCT

L NN EEEEEEEEEEEEEEEEE
ACTACCCAGATGCTTACACAACTTGAAATATCATCTCTTCTATTGGATCAATAATTTCCT

TAATTGCCATTTTTATACTTTTATTTATTATTTGAGARAAGATTT 644

FEEEEEE e e e e e e e e e e e ey
TAATTGCCATTTTTATACTTTTATTTATTATTTGAGARAGATTT 684

6.0chthebius (s. str.) ragusae Kuwert, 1887 gibbosus 94 gereckei 91

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

GAGGAA AGAAACTTTTGGTACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATTGGTC

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGGAAAAAAAGAAACTTITTGGTACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATTGGTC

TTTTAGGATTTGTTGTATGAGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATGTCGATACAC

FEEEEErrr e e e e e e e e e rerr e e et
TTTTAGGATTTGTTGTATGAGCTCATCATATATTCACTGTTGGAATAGATGTTGATACTC

GAGCTTACTTTACTTCAGCTACAATAATTATTGCTGTTCCGACCGGAATTAAAATTTTCA

R e N AR RN R R .
GAGCTTATTTTACTTCAGCAACTATAATTATTGCAGTCCCTACAGGAATTAAAATTTTTA

GATGACTAGCAACATTACATGGAACCCAAATTAATTATTCTCCAGCAATACTTTGAGCCC

e R ER e
GTTGATTAGCTACTCTTCATGGAACACAAATTAATTATTCTCCTTCAATACTTTGATCTC

TAGGCTTTGTATTTTTATTTACAGTAGGGGGATTAACAGGAGTAGTATTAGCTAATTCTT

N e e e NN
TTGGATTTGTATTTTTATTTACTGT TGGTGGATTAACTGGCGTAATTTTAGCTAATTCTT

CTATTGATATTATTTTACATGATACTTATTATGTAGTAGCCCATTTCCATTATGTTTTAT

FEEEEErrrr e e et e e e e e e e vt e e
CTATTGATATTATTTTACATGACACTTATTATGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTTTTAT

CAATAGGAGCTGTATTTGCTATTATAGCCGGATTTATTCAATGATTCCCCTTATTTACAG

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CAATAGGAGCTGTATTTGCTATTATAGCCGGATTTATTCAATGATTCCCCTTATTTACAG

GACTAACTTTAAATAATAAATTTTTAAAAATTCAATTTITAATTATATTTATCGGAGTCA
FEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GACTAACTTTAAATAATAAATTTTTAAAAATTCAATTTTTAATTATATTTATCGGAGTCA

ATATAACTTTTTTTCCTCAACATTTTTTAGGTTTAAGAGGTATGCCACGTCGATACTCTG
FEEEEEE e e et e e e e e e et e e e e e e e e e
ATATAACTTTTTTTCCTCAACATTTTTTAGGTTTAAGAGGTATGCCACGTCGATACTCTG

ATTATCCAGATGCTTACACTTCATGAAATATTATTTCATCAATTGGCTCTACAATTTCTT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTATCCAGATGCTTACACTTCATGAAATATTATTTCATCAATTGGCTCTACAATTTCTT

TAATTGCAATCTTTTTTTTTTTATTTATTATTTGAGAAAGATTT 644

FEEEEEEE e e e e e e e e e e ey
TAATTGCAATCTTTTTTITTTTATTTATTATTTGAGAAAGATTT 712

32

420

480

520

540

580

600

640

60

128

120

188

180

248

240

308

300

428

420

488

548

540

608
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7.0chthebius (Asiobates) minimus Fabricius, 1792 minimus 100

Query
Sbijct
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

609

601

669

GAGGARA AAGAAACTTTTGGAACATTAGGAATAATTTATGCCATAATAGCAATTGGTC

FEEEEEEEEEr e e e e e e e rrrrrrrrrrrrrree
GAGGAAAAAAAGAAACTTTTGGAACATTAGGAATAATTTATGCCATAATAGCAATTGGTC

TTTTAGGTTTTGTTGTATGAGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATGTTGATACTC

FEEEEEEEEEr e e e e rrrrrrrrrreree
TTTTAGGTTTTGTTGTATGAGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATGTTGATACTC

GAGCCTATTTTACTTCAGCAACAATAATTATTGCTGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTA

FEEEEEEEEEr e e e e e e e e e rrrrrrr e
GAGCCTATTTTACTTCAGCAACAATAATTATTGCTGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTA

GTTGATTAGCAACTCTTCATGGAACTCAAATTTCTTACTCCCCATCAATATTATGATCTT

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GTTGATTAGCAACTCTTCATGGAACTCAAATTTCTTACTCCCCATCAATATTATGATCTT

TAGGATTTGTATTTTTATTTACAGTGGGAGGATTAACAGGTGTAATTCTAGCAAATTCAT

FCrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TAGGATTTGTATTTTTATTTACAGTGGGAGGATTAACAGGTGTAATTCTAGCAAATTCAT

CAATTGATATTATTTTACATGATACATATTATGTAGTTGCACATTTTCATTATGTTTTAT

FErrrrrrrr e rrr e e e e e e e e e e e
CAATTGATATTATTTTACATGATACATATTATGTAGTTGCACATTTTCATTATGTTTTAT

CAATAGGAGCAGTATTTGCTATTATAGCAGGATTTATTCAATGATTCCCTTTATTCACAG

Frrrrrrrerrrrrrerrrrrrer e e e e e e e e e e e e
CAATAGGAGCAGTATTTGCTATTATAGCAGGATTTATTCAATGATTCCCTTTATTCACAG

GATTAACTTTAAACAATAAATTCTTAAAAATTCAATTTTTAATTATATTCTTAGGTGTTA

FEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GATTAACTTTAAACAATAAATTCTTAAAAATTCAATTTITAATTATATTCTTAGGTGTTA

ATTTAACTTTTTTCCCTCAACATTTTTTAGGATTAAGAGGAATACCTCGTCGATATTCAG

FEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTTAACTTTTTTCCCTCAACATTTTTTAGGATTAAGAGGAATACCTCGTCGATATTCAG

ATTATCCAGACGCATACACTACTTGAAATATTGTTTCTTCTATTGGCTCTACTATTTCTT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTATCCAGACGCATACACTACTTGAAATATTGTTTCTTCTATTGGCTCTACTATTTCTT

TAATTGCAATTTTTATTTTTTTATTTATCATTTGAGAAAGATTT 644

FEEEEEET e e et e e e e e e e e ey
TAATTGCAATTTTTATTTITTTTATTTATCATTTGAGAAAGATTT 712

8.0chthebius (s. str.) pusillus Stephens, 1835

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

3

71

63

GGAAAGAAAGAAACTTTTGGCACTTTAGGAATAATTTACGCTATAATGGCTATCGGTTTA

T A I N
GGAAAAAAAGAAACTTTTGGTACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATTGGTCTT

TTAGGATTTGTTGTATGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGATGTAGACACCCGA

FEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
TTAGGATTTGTTGTATGAGCTCATCATATATTCACTGTTGGAATAGATGTTGATACTCGA

GCTTATTTTACTTCCGCAACTATAATCATTGCTGTCCCAACTGGAATTAAAATTTTTAGT

FEErrrrrrrer e rerrrr e rrer e rrr et e e e
GCTTATTTTACTTCAGCAACTATAATTATTGCAGTCCCTACAGGAATTAAAATTTTTAGT

TGATTAGCTACTCTTCATGGAACACAAATTAATTATTCTCCTTCAATACTTTGATCTCTT
FEErrrrrrr et r e e e e e e e e e e e e e e e e e
TGATTAGCTACTCTTCATGGAACACAAATTAATTATTCTCCTTCAATACTTTGATCTCTT
GGATTTGTATTTTTATTTACTGTTGGTGGATTAACTGGCGTAATTTTAGCTAATTCTTCT
FEEEErrrrr et e e e e e e e e e e e e e e

GGATTTGTATTTTTATTTACTGTTGGTGGATTAACTGGCGTAATTTTAGCTAATTCTTCT

ATTGATATTATTTTACATGACACTTATTATGTAGTAGCTCATTTTCATTATGTTTTATCA

33

60

128

120

188

180

248

240

308

300

428

420

488

480

548

540

608

600

62

130

122

250

242

310

302

370



Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

611

603

671

ATAGGAGCTGTATTTGCTATTATAGCCGGATTTATTCAATGATTCCCCTTATTTACAGGA

FEEEEEEEEEr e e e e e e e rrrrrrrrrrrrrree
ATAGGAGCTGTATTTGCTATTATAGCCGGATTTATTCAATGATTCCCCTTATTTACAGGA

CTAACTTTAAR

\TA
FEEEEEErrn
CTAACTTTAAAT

\AATTTTTAZ ATTTTTAATTATATTTATCG

TTCA
FEEEEErn \\\\\\\\\ FEEEEEErrr e e rrrrrrrrrre
AAATTTTTAAAAATTCAATTTTTAATTATATTTATCGGAGTCAAT

AGTC!

ATA \AA
[
AAT

ACTTTTTTTCCTCAACATTTTTTAGGTTTAAGAGGTATGCCACGTCGATACTCTGAC

\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H
ATAACTTTTTTTCCTCAACATTTTTTAGGTTTAAGAGGTATGCCACGTCGATACTCTGAT

TATCCAGATGCTTACACTACATGAAATATTATTTCTTCTATTGGTTCTATAATTTCATTA

Frrrrrrrrrrrrrrrr e rrrrr e e e ettt rr et
TATCCAGATGCTTACACTTCATGAAATATTATTTCATCAATTGGCTCTACAATTTICTTTA

ATCGCAAT-TTTTTTTTTCCTATTTATTATTTGAGACAGATTT 644

CEorrrrr et rrrr e e e e
ATTGCAATCTTTTTTTTTT-TATTTATTATTTGAGAAAGATTT 712

9.0chthebius (s. str.) uskubensis Hebauer, 1986

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

Sbjct

1

69

61

129

119

GTGGAAAGAAAGAAACTTTTGGCACTTTAGGAATAATTTACGCTATAATGGCTATCGGTT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GTGGAAAGAAAGAAACTTTTGGCACTTTAGGAATAATTTACGCTATAATGGCTATCGGTT

TATTAGGATTTGTTGTATGAGCTCATCATATACGCTAGCTG--AGAATAGATGTAGACAC

FEEEEEET e e e ey LT FEEEEEEErrrrrn
TATTAGGATTTGTTGTATGAGCTCATCATATA-TTTA-CTGTTGGAATAGATGTAGACAC

CCGAGCTTATTTTACTTCCGCAACTATAATCATTGCTGTCCCAACTGGAATTAAAATTTT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCGAGCTTATTTTACTTCCGCAACTATAATCATTGCTGTCCCAACTGGAATTAAAATTTT

TAGTCGCTAGCTGACTCTTCATGGAACTCAAATTAATTATTCCCC-GCTA-GCTGATTGA

RN Crrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrerrrrr e et
TAGTTGATTGGCCACTCTTCATGGAACTCAAATTAATTATTCCCCTTCTATACT--TTGA

TCTTTAGGATTTGTATTTTTATTTACCGTAGGTGGATTAACAGGTGTAATTTTAGCTAAT

FEEEEEr e et e e e e e e b e e e e e e e e e e e
TCTTTAGGATTTGTATTTTTATTTACCGTAGGTGGATTAACAGGTGTAATTTTAGCTAAT

TCTTCTATTGATATTATTCTTCATGATACTTATTATGTAGTAGCTCATTTCCATTATGTT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TCTTCTATTGATATTATTCTTCATGATACTTATTATGTAGTAGCTCATTTCCATTATGTT

CTCTCTATGGGAGCCGTATTTGCCATTATAGCAGGATTTATCCAATGATTCCCCCTATTT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTCTCTATGGGAGCCGTATTTGCCATTATAGCAGGATTTATCCAATGATTCCCCCTATTT

ACTGGTTTAACTCTAA-CGCTAGCTGACTTGAAAATTCAATTTTTAATTATATTTATTGG

FEEEEEEErrrr e e
ACTGGTTTAACTCTAAATAATAAAT-TCTTGAAAATTCAATTTTTAATTATATTTATTGG

TGTAAATCTTACATTTTTCCCTCAACATTTTTTAGGATTAAGGGGAATGCCCCGACGATA

FEEEEEEEr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e
TGTAAATCTTACATTTTTCCCTCAACATTTTTTAGGATTAAGGGGAATGCCCCGACGATA

CTCTGACTATCCAGATGCTTACACTACC-GCTAGCTGAATTTCTTCTATTGGTTCTATAA

Crrrrrreerrrrrrerrrrrrerrer b b e e e e
CTCTGACTATCCAGATGCTTACACTACATGAAATATT-ATTTCTTCTATTGGTTCTATAA

TTTCATTAATCGCAATTTTTTTTTTCCTATTTATTATTTGAGACAGATTT 644

FEEEEEEr et e e e e e e e e e e e e
TTTCATTAATCGCAATTTTTTTTTTCCTATTTATTATTTGAGACAGATTT 712

34

602

670

178

246

236

356

424

416

475

543

535

603



10.0chthebius (s. str.) viridis Peyron, 1858

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

Sbjct

1

61

61

121

121

181

181

241

421

421

481

601

601

661

661

ATTATTTGTCAAGAAAGAGGAAAAAAAGAAACTTTTGGTACTTTAGGAATAATTTATGCA

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTATTTGTCAAGAAAGAGGAAAAAAAGAAACTTTTGGTACTTTAGGAATAATTTATGCA

ATAATAGCAATTGGATTATTAGGGTTTGTTGTTTGAGCACATCACATATTCACTGTAGGA

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATAATAGCAATTGGATTATTAGGGTTTGTTGTTTGAGCACATCACATATTCACTGTAGGA

ATAGATGTAGATACACGAGCTTATTTTACATCTGCAACTATTTTTATTGCTGTACCAACA

FEEEEErrrr e e e e e e e e e e et e e e
ATAGATGTAGATACACGAGCTTATTTTACATCTGCAACTATAATTATTGCTGTACCAACA

GGAATTAAAATTTTTAGATGACTAGCTACTCTTCATGGAACTCAAATTAATTATTCACCT

FEEEEEE e e e e e e e e b e e e e e et e e e e e
GGAATTAAAATTTTTAGATGACTAGCTACTCTTCATGGAACTCAAATTAATTATTCACCT

TCAATATTATGATCTTTAGGATTTGTATTTTTATTTACTGTAGGAGGATTAACAGGAGTT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TCAATATTATGATCTTTAGGATTTGTATTTTTATTTACTGTAGGAGGATTAACAGGAGTT

ATTTTAGCAAATTCTTCTATTGATGTTATTATACATGATACTTATTATGTAGTAGCTCAT

FEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e
ATTTTAGCAAATTCTTCTATTGATGTTATTTTACATGATACTTATTATGTAGTAGCTCAT

TTTCATTATGTATTATCTATAGGAGGACTATTTGCAATTATAGCAGGATTTATTCAATGA

FEErrrrrrrrr e e e e et e e e e e e e e e
TTTCATTATGTATTATCTATAGGAGCAGTATTTGCAATTATAGCAGGATTTATTCAATGA

TTTCCTTTATTCACAGGATTAAACTT

FEEEEEET e e e ey
TTTCCTTTATTCACAGGATTAAACTTAAATAA

AATTTTTAACCATTCAATTTTTAATT
FEEEEErrrr  rrr e
AAATTTTTAAAAATTCAATTTTTAATT

A

T
\
T

ATATTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTCCCTCAACATTTTTTAGGGTTAAGAGGAATA

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATATTTATTGGAGTAAATTTAACTTTTTTCCCTCAACATTTTTTAGGGT TAAGAGGAATA

CCACGACGTTATTCAGATTATCCAGATGCTTATACAACTTGAaatattatttcctetatt

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCACGACGTTATTCAGATTATCCAGATGCTTATACAACTTGAAATATTATTTCCTCTATT

GGATCAATAATTTCATTAATTGCAATTTTTCTATTTTTATTTATTATTTGA SATTT
FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GGATCAATAATTTCATTAATTGCAATTTTTCTATTTTTATTTATTATT TGAGAAAGATTT

ATTTCA A ATTTCTTCTTTACACATAAATACATCT 705
FEEEEErrrr et e e e e e e e e
ATTTCATTACGAAAAAGAATTTCTTCTTTACACATAAATACATCT 705

11.0chthebius (Asiobates) remotus Teitter, 1885

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

1

69

60

128

GTGGTAAAAAGGAAACTTTTGGTACACTTGGGATAATTTATG-AATGATCTCCAATTGGT

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e b RERERE
GTGGTAAAAAGGAAACTTTTGGTACACTTGGGATAATTTATGCTATAAT-AGCAATTGGT

TTATTAGGATTTGTAGTATGAGCCCATCATATATTTACTGTTG-AAT-GATCTCCTGACA

FEEEErr e e e e e e e e e e e e e b rrrd
TTATTAGGATTTGTAGTATGAGCCCATCATATATTTACTGTTGGAATGGATGT -~-TGACA

CTCGAAATGATCTCCCATCAGCTACTATAATTATTGCTGTTCCTACTGGAATTAAAATTT
bbb A L L i
TTAGTTGACTAGCAACTCTTCATGGGACCCAAATTAACTATTCCCCCTCCATACTATGAT
I

CATTGGGATTTGTATTTCTTTTTACTGTAGGAGGTCTAACAGGAGTTATTTTAGCCAATT

35

60

120

120

180

180

240

240

300

300

480

540

540

59

127

117

185

177

245

237

305

297



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

Sbjct

662

CTTCTATTGATATTATTTTACATGACACTTATTATGTAGTTGCCCATTTTCACTACGTCC

FEEEEEEEEEr e e e e e e e rrrrrrrrrrrrrree
CTTCTATTGATATTATTTTACATGACACTTATTATGTAGTTGCCCATTTTCACTACGTCC

TTTCTATAGGAGCCGTATTTGCTATCATAGCTGGTTTTATTCAATGATACCCTTTATTTA

FEEEEEEEEEr e e e e e e e rrrrrrrrrrree
TTTCTATAGGAGCCGTATTTGCTATCATAGCTGGTTTTATTCAATGATACCCTTTATTTA

CTGGTTTA \TT

AAT
CEEEEEEEEr e e e e e ey
CTGGTTTAACATTAAATAATAAATTTTTAAAAAT

TTTTAAA-ATGATCTCCTGGG
R A
TTTTAATTAT-ATTTATTGGG

GTTAAC-AATGATCTCCTTCCCCAACATTTTTTAGGGCTAAGAGGTATACCCCGTCGTTA

O e e TS
GTTAACCTAACAT-TCTTTCCCCAACATTTTTTAGGGCTAAGAGGTATACCCCGTCGTTA

TTCTGATAATGATCTCCCTTACACTTCATGAAATGTAAATGATCTCCAAT--GATCTCCA

FEEEErr | \ Frrrrrrrerrrrrrerrerr btk e \
TTCTGATTACCCTGATGCTTACACTTCATGAAATGTAATT--TCTTCTATTGGATCAATA

ATTTCATTAATTGCAATCTTAATTTTTTTATTTATTATTTGAGAAAGATTT 644

FEEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e
ATTTCATTAATTGCAATCTTAATTTTTTTATTTATTATTTGAGAAAGATTT 712

12.0chthebius (s. str.) virens Jach, 1992

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

Sbjct

1

69

61

128

119

179

244

238

358

421

418

597

657

GTGGAAAAAAGGAAACTTTTGGCACAGTCGATGATAATTTACGCAATAATAGCTATCGGG

I e I e O e R R
GTGGAAAAAAGGAAACTTTTGGAACTTTAGGT-ATAATTTACGCAATAATAGCTATCGGG

CTTTTAGGATTTGTAGTCTGAGCCACAGTC-GATGTTCACTGTTGGAATAGACGT-CACA

R R R e RN
CTTTTAGGATTTGTAGTCTGAGCC-CA-TCATATATTCACTGTTGGAATAGACGTAGATA

GTCGATGGCTTATTTTACTTCGGCCACCATAATTATTGCAGTTCCAACCGGAATTAACAC

NN NN
CCCGA--GCTTATTTTACTTCGGCCACCATAATTATTGCAGTTCCAACCGGAATTAAAAT

AGTCGATGTGATTAGCTACACTTCATGGCACTCAAATTCAC-AGTCGATGCTTCTATACT

NN e ERREREEN
TTTC-AGATGATTAGCTACACTTCATGGCACTCAAATTAACTACTC-~CCCTTCTATACT

TTGATCTCTAGGTTTTGTTTTTCTATTCACTGTAGGCGGATTAACTGGTGTTATTTTAGC

FEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTGATCTCTAGGTTTTGITTTTCTATTCACTGTAGGCGGATTAACTGGTGTTATTTTAGC

TAACTCTTCAATTGACATTATTTTACATGATACTTATTACGTAGTGGCACATTTTCATTA

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TAACTCTTCAATTGACATTATTTTACATGATACTTATTACGTAGTGGCACATTITTCATTA

TGTATTATCAATAGGTGCAGTATTTGCAATTATAGCAGGATTTATCCAATGATTCCCATT

FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TGTATTATCAATAGGTGCAGTATTTGCAATTATAGCAGGATTTATCCAATGATTCCCATT

ATTTACTGGCCTAACATTAAATAATAAATTCACAGTCGATGCAATTTTTAATTATATTTA

FEEEEEEEEEE et e e [ RN,
ATTTACTGGCCTAACATTAAATAATAAATTTTTAAAA-ATTCAATTTTTAATTATATTTA

TCGGGGTAAACTTAACATTTTCACAGTCGATGTTTTTTAGGGCTTAGAGGAATACCTCGG

FEEEEEEEEr e NN
TCGGGGTAAACTTAACATTTTTCCCC-CAACATTTTTTAGGGCTTAGAGGAATACCTCGG

CGATATTCTGATTATCCTGACGCCTATACTTCC-ACAGTCGATGATTTCATCTATTGGAT

FEEETEEEEEr e e et N
CGATATTCTGATTATCCTGACGCCTATACTTCGTGAAAT--ATTATTTCATCTATTGGAT

CTACTATCTCTCTAATTGCTATTT 620

FEEEEEEEEr el
CTACTATCTCTCTAATTGCTATTT 680

36

357

425

485

476

544

535

603

661

60

127

118

185

178

243

237

300

297

357

420

480

4717

539

537



13.0chthebius (s. str.) hofratvukowitsi Jach, 1994

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

Sbjct

1

42

61

637

AGGGAAAAAGGAAACTTTTGGGACTCTGGGAATAATTTATGCCATAATGGCAATTGGATT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AGGGAAAAAGGAAACTTTTGGGACTCTGGGAATAATTTATGCCATAATGGCAATTGGATT

ACTGGGATTTTTAG-CGCAGTTTAGCGCAGTATTTACAGTCGGAATAGATGTTGATACTC

FEEEEEEEEE 1l Il N
ACTGGGATTTGTAGTATGAGCACATCATA-TATTTACAGTCGGAATAGATGTTGATACTC

GAGCTTATTTTACCTCAGCAACTATAATTATTGCTGTACCTACTGGAATTAAAATTTTTA

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGCTTATTTTACCTCAGCAACTATAATTATTGCTGTACCTACTGGAATTAAAATTTTTA

GATGATTAGCTACATTACATGGAACTCAAATTAACTATTCTTTAGCGCAGTTATGAGCAT

FEEEEEE et e e e e e e e e 1] ERREREEN
GATGATTAGCTACATTACATGGAACTCAAATTAACTATTCACCAGCTATATTATGAGCAT

TAGGGTTTGTATTTTTATTTACAGTTGGAGGATTAACCGGAGTAGTACTTGCTAATTCAT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TAGGGTTTGTATTTTTATTTACAGTTGGAGGATTAACCGGAGTAGTACTTGCTAATTCAT

CTATTGATGTAATTTTACATGATACTTACTATGTAGTTGC-TTTAGCGCAGTATGTTCTA

FEEEEEE et e e e e e e e e Lt e
CTATTGATGTAATTTTACATGATACTTACTATGTAGTTGCCCATTTC-CACTATGTTCTA

TCAATGGGTGCTGTATTTGCCATTATAGCTGGATTTATCCAATGATTCCCATTATTTACA

FEEEEEEE e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e
TCAATGGGTGCTGTATTTGCCATTATAGCTGGATTTATCCAATGATTCCCATTATTTACA

GGATTAACTATTT-TAGCGCAGTATTTAAAAATTTAGCGCAGCGTAATATTTATTGGAGT

TR Il e | e el
GGATTAACTATAAATAATATA-TATTTAAAAATTCAATTTATCGTAATATTTATTGGAGT

TAATTTAACTTTCTTCCCTCAACATTTCTTAG-TTTAGCGCAGGATGCCTCGGCGATATT

FErrrrrrrrrrrrrrrerrrrerererrer e reer 0 e e e
TAATTTAACTTTCTTCCCTCAACATTTCTTAGGTTTAAGGG-GGATGCCTCGGCGATATT

CTGTTTAGCGCAGTGCCTATACTT-TTAGCGCAGTTATTTCTTCTATCGGATCAATAATT

N RN P rr e e e e
CTGACTACCCCGATGCCTATACTACTTGAAATA-TTATTTCTTCTATCGGATCAATAATT

TCTTTAATTGCAATTTTTATTTTATTATTTATTGTATGAGAAAGATTT 643

FEEEEEE et e e e e e e e e e e e e e
TCTTTAATTGCAATTTTTATTTTATTATTTATTGTATGAGAAAGATTT 684

14.0chthebius (s. str.) kirschenhoferi Jach, 1994

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

1

41

60

98

119

FEEEEEE e ey e RN
GAGGAAAAAAAGAAACATTTGGAACTC--T-TGGTATAATTTATGCAATAATAGCAATTG

GGTTATTAGGATTCGTTGTTTGACCTC-TCAGTCAGTATTTACAGTAGGAATAGATGTAG

R e e e e e e RN RN
GGTTATTAGGATTCGTTGTTTGAGCCCATCA-T-A-TATTTACAGTAGGAATAGATGTAG

ATACACGTGCTTACTTCACTTCAGCACCTCTCAGTCAGTTGCAGTTCCAACTGGAATTAA

I I R R R R RN RN
ATACACGTGCTTACTTCACTTCAGCAACTAT-AATTA-TTGCAGTTCCAACTGGAATTAA

AATTTTTAGATGATTAGCGACTCTTCAT-CCTCTCAGTCAGTTAATTATTCACCTGCTAT

FEEEEEEEEErr e e e e e RN
AATTTTTAGATGATTAGCGACTCTTCATGGAACTCAG--A-TTAATTATTCACCTGCTAT

ATTATGGGCATTAGGATTTGTATTCTTATTTACAGTAGGGGGATTAACAGGAGTAGTATT

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTATGGGCATTAGGATTTGTATTCTTATTTACAGTAGGGGGATTAACAGGAGTAGTATT

37

60

101

119

179

220

239

280

340

358

418

459

477

536

5717

636

329

357



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

Sbjct

624

658

684

AGCCAATTCATCTATTGATGTAATTTTACATGACACTTATTATGTAGTCGCTCATTTCCA

TTATGTTCTTTCTATGGGGGCTGTATTCGCCCCTCTCAGTCAGGATTTATCCAATGGTTC

I O e e e e R R R
TTATGTTCTTTCTATGGGGGCTGTATTCGCCATTAT-AG-CAGGATTTATCCAATGGTTC

CCTTTATTTACTGGATTGACTATAAATAACTCATATTTAAAAATTCAATTCATTGTTATA

Frrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e e e e e e e
CCTTTATTTACTGGATTGACTATAAATAACTCATATTTAAAAATTCAATTCATTGTTATA

TTTCCTCTCAGTCAGATTTAACTTTTTTCCCCCAACATTTTCTAGGATTAAGGGGCATAC

R e NN
TTTATTGG-AGTTA-ATTTAACTTTTTTCCCCCAACATTTTCTAGGATTAAGGGGCATAC

CTCGACGATACTCTGATTACCCAGACGCATACACACCTCTCAGTCAGTTATTTCTTCTAT

FEEErrrrrrrr e rerrr e e e et e e
CTCGACGATACTCTGATTACCCAGACGCATACACAACT-TGAAACA-TTATTTCTTCTAT

CGGATCTATAATTTCCTTAATTGCAATTTTTATTTTACTATTCATTGTATGAGAAAGTTT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CGGATCTATAATTTCCTTAATTGCAATTTTTATTTTACTATTCATTGTATGAGAAAGTTT

15.0chthebius (s. str.) foveolatus Germar, 1824

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

Sbjct

13

81

73

616

607

675

AAACCTTTGGGACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCATACGTAACTTTAGGATTTG

FEEEEEEEEEE e e e e e e e e ey [ EEREREEN
ARACCTTTGGGACTTTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATTGGATTATTAGGATTIG

ATACGTA--ACTACATCATATATTTACTGTAGGAATAGATGTAGATACACGAGCCTATTT

L N N aEEEEEEEN
-TA-GTATGAGCACATCATATATTTACTGTAGGAATAGATGTAGATACACGAGCCTATTT

TACATCTGCAACTATAATTATTGCCGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTAGGATACGTAA

RN R R N R RN R R R R R Il
TACATCTGCAACTATAATTATTGCCGTTCCTACAGGAATTAAAATTTTTAGG-TGGTTAG

CT-CTCTTCATGGAACTCAAATTAATTACTCTCCTTCTATATTGTGATCACTTGGCTTTG

bR Er e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTACTCTTCATGGAACTCAAATTAATTACTCTCCTTCTATATTGTGATCACTTIGGCTTTG

TGT-ATACGTAACTTGTAGGGGGTTTGACTGGAGTAATTTTAGCTAATTCTTCTATTGAT

L N s
TGTTTTTATTCAC-TGTAGGGGGTTTGACTGGAGTAATTTTAGCTAATTCTTCTATTGAT

ATTATTTTACATGAATACGTA-ACTGTAGTAGCCCATTTTCACTATGTATTATCTATAGG

FEEEEEEErrrrrr e FEEEEEE T e e e e e e e e el
ATTATTTTACATGA-TACTTATTATGTAGTAGCCCATTTTCACTATGTATTATCTATAGG

FEEEEEEEE e e | [ \\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H
GGCTGTATTTGCTATTATAGCTGGATTTATTCAATGATTTCCATTATTCACTGGATTAAC

\ACAATAAATTTTTAAAAATTCAATTTTTAATTATATTTATTGGTGTAAATTTAAC

\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H
ATTAAACAATAAATTTTTAAAAATTCAATTTTTAATTATATTTATTGGTGTAAATTTAAC

CTTTTTCCCTCAACATTTTTTAGGTTTAAGAGGCATACCCCGACGTTATTCAGATTATCC
FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTTTTTCCCTCAACATTTITTTAGGTTTAAGAGGCATACCCCGACGTTATTCAGATTATCC

AGATGAT-ACGTAACTTTGAAATATTATTTCATCTATTGGATCAATAATTTCTTTAATTG

I e e e R N nEEEEEEEEEE
AGATGCTTACACAAC-TTGAAATATTATTTCATCTATTGGATCAATAATTTCTTTAATTG

CTATTTTTTTATTTTTATACGTAACTTGAGATAGATTT 644

FEEEEEEErErr e RN
CTATTTTTTTATTTTTATTTATTATTTGAGATAGATTT 712

38

389

417

447

4717

507

537

623

657

683

72

140

130

257

249

317

308

376

555

547

615

606

674



16.0chthebius (Asiobates) akbuluti Jach, Kasapoglu&Erman, 2003

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

Sbjct

1

69

59

129

GAGGGAAAAAGGAAACTTTTGGTACTTTAGGTATAATTTATGCAATAATAGC-A-TCGTA
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FEEEEEEEE e FEEEEEEEEEEr e et
~CTATTTCATTGATTGCAATTTTTTTTTTTTTATTTATTATTTGAGATAGATTT 712

17.0chthebius(Asiobates) oeskani Jach, Kasapoglu&Erman, 2003

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1

69

60

128

120

GTGGAAAAAAGGAAACTTTTGG-AATTCGCTTAATAATTTATGCAATAATAGCTATTGGA

FEEEEEEErr e o1 FEEEEEEEE e ey
GTGGAAAAAAGGAAACTTTTGGGACTTTAG-GGATAATTTATGCAATAATAGCTATTGGA

TTACTTGGATTTGTTGTATGGGCAATTCGCTTATTCACAGTCGGCATAGATGTTGATACT

FEEEEEEEE e RN RN RN
TTACTTGGATTTGTTGTATGGGCTCATCACATATTCACAGTCGGCATAGATGTTGATACT
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, Hatay ve Dogu Anadolu’dan toplanan 17 Ochthebius (Coleoptera,
Hydraenidae) tiirii molekiiler diizeyde calisilmistir. Bu tiirlerin DNA’lar1 izole edilip
mitokondriyal COI geninin niikleotid dizisi olusturulmustur. PCR ile COX 1 gen
dizisinin yaklasik olarak 655 baz ¢ifti kismi olusturulmus ve bu COI gen dizileri birer
molekiiler belirte¢ olarak kullanilmistir. 17 Ochthebius tiiriine ait mitokondriyal COX 1
gen dizileri tiir tayini amaciyla Gen bankasindaki verilerle karsilastiriimistir.
Filogenetik analizde, drneklerimize ait DNA dizileri ve Gen Bankasi’ndan elde edilen

referans dizileri kullanilmistir.

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

taramas1 sonucunda benzerlik oranlar ile tiir seviyesinde tanimlama yapilmistir. Gen
Bankasi’nda %100 benzesme gosteren tiirler disinda ve Gen Bankasi’nin kabul ettigi 15
Ochthebius tiirti bankanin veri tabanina eklenmistir. Bu tiirler Gen Bankasi i¢in yeni
kayittir. Zira bunlar ilk kez kaydedilmektedir. Eklenen tiirler sunlardir: Ochthebius
meridionalis, O. fausti, O. lividipennis, O. striatus, O difficilis, O ragusae, O. pusillus,
O. uskubensis, O. viridis, O. remotus, O. virens, O. hofratvukovitsi, O. kirschenhoferi,
O. foveolatus, O oezkani ve O. akbuluti’dir. Bu tiirlerin Gen Bankasinda molekiiler veri

kayitlar1 daha once olusturulmamistir.

COX 1 geni sadece tir tayininde kullanilmis, tiirlerin akrabalik iliskileri

konusunda yeterli ve giivenilir bir bilgi vermemektedir.

Elde edilen sonuglar Ochthebius tiirlerinin molekiiler verilerle teshisi agisindan
onemlidir. Ayrica bu ¢aligma ililkemizde yasayan Ochthebius tiirleri igin bir ilk niteligi

tasimaktadir.
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