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OZET

Doktora Tezi

TURKIYE'DE YAYILIS GOSTEREN BAZI HELOPHORIDAE,
HYDROCHIDAE VE HYDROPHILIDAE TURLERININ MITOKONDRIYAL
SITOKROM OKSIDAZ C GENINE DAYANARAK, MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Somayeh GHOLAM ZADEH

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Zooloji Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Umit INCEKARA
Ortak Danisman: Dog. Dr. Coskun GUCLU
Molekiiler belirtecler, farkli taksonlara ait organizmalar arasindaki filogenetik iligkileri
belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu ¢alismada mitokondriyal DNA'daki, sitokrom
oksidaz ¢ alt tnite 1 dizilerinin kullanimiyla Helophoridae, Hydrochidae ve
Hydrophilidae familyalarinin molekiiler karakterizasyonu arastirilmistir. Calisilan bu
familyalardan 33 tiire ait 99 bireyin sekanslari elde edilmis ve UPGMA yoOntemi
kullanarak tiirlerin soy agaci analizi yapilmistir. UPGMA soy agacina gore, daha once
morfolojik tiir tayin yontemiyle Helophorus griseus, Helophorus daedalus ve
Helophorus abeillei olarak tanimlanan tiirlerin ayni tiir oldugu belirlenmistir. Elde
edilen filogenetik analiz sonuglarina goére birbirine en yakin cinslerin Helophorus,
Helochares ve Chaetarthria (%0.002), en uzak cinslerin ise Chasmogenus ve Berosus
(%3.97) oldugu tespit edilmistir.

2017, 56 sayfa

Anahtar Kelimeler: Helophoridae, Hydrochidae, Hydrophilidae, sitokrom oksidaz c,

filogenetik analiz.



ABSTRACT

PHD Thesis

PHYLOGENY OF THE SOME SPECIES OF HELOPHORIDAE,
HYDROCHIDAE AND HYDROPHILIDAE BASED ON MITOCHONDRIAL
CYTOCHROME OXIDASE C GENE FROM DIFFRENT REGIONS OF
TURKEY

Somayeh GHOLAM ZADEH

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Department of Zoology

Advisor: Prof. Dr. Umit INCEKARA
Co Advisor: Assoc. Prof. Dr. Coskun GUCLU
Molecular markers represent an essential part in reconstruction of phylogenetic
relationships between different taxa of organisms. In this thesis, phylogeny of the some
species of Helophoridae, Hydrochidae and Hydrophilidae based on mitochondrial DNA
cytochrome ¢ oxidase gene subunit [ was investigated. The sequences of 99 individuals
belong to 33 species of these families were obtained. It is known that Helophorus
griseus, Helophorus daedalus and Helophorus abeillei, have been morphologically
determined as different species. According the our result, those species have same
region. Based on phylogenetic analysis, low composition distance was seen among
Helophorus, Helochares and Chaetarthria (%0.002), and high distance between
Chasmogenus and Berosus (%3.97).
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1. GIRIS

Morfoloji ve biyokimyasal tani tekniklerine ilaveten molekiiler tani tekniklerinin
kullaniminin yayginlagsmasi, taksonomik arastirmalarda tiirlerin tanimlanmasinda yeni
bakis agilar1 getirmistir. Taksonominin yalnizca morfolojik esaslar {izerinden yapilmasi
tirlerin dogru teshislerinin giivenirliligini azaltmaktadir. Bazi tiirlerin fenotiplerine
bakilarak birbirlerinden ayrilamamasi, ikiz tiirlerlerin varlig1 ya da eseysel dimorfizm,
tiirlerin teshisinde pek ¢ok yanligliklara yol agmaktadir. Bu yiizden tiirlerin teshisinde
molekiiler yontemlerin kullanilmas1 ¢ok Onemlidir. Bugiin pek ¢ok iilke molekiiler

sistematigini bir gen kiitiiphanesi olusturmak i¢in kullanmaktadir.

Hayvan ve bitki aleminde bugiin toplam 1.7 milyon tiiriin varlig1 bilinmektedir. Bu
sayinin gelecekte 10 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Bu tiirlerin teshisleri i¢in
daha kesin sonug veren yeni yontemlerin kullanilmasi gereklidir (Godfray 2002; Blaxter
2003) (Sekil 1.1).

Son zamanlarda bocek molekiiler sistematigi tiir teshisinde DNA’dan
yararlanilmaktadir. Bu anlamda mitokondriyal DNA (mtDNA) ve niiklear DNA
(rDNA)’nin dizilenmis bolgeleri tiire spesifik karakterler tasimaktadir. Bocek molekiiler
sistematiginin genel olarak, daha diisiik taksonomik seviyelerdeki (tiir, alt tlir ve tiir
gruplar1) akrabaliklarin ¢o6ziilmesinde daha basarili sonuglar verdigi goriilmektedir.
Ozellikle tiir seviyesinde onemli olgiide belirteclerin gelistirilmesi, bu basariy:
saglamaktadir. Son bes yilda molekiiler teknikler kullanilarak yapilan sistematik
calismalarda O6nemli asamalar kaydedilmistir. Diinyada bu calismalarin 6nciiliiglinii
merkezi Kanada’da bulunan Guelph Universitesi'ne bagh “Canadian Barcode of Life
Network Biodiversity” Enstitiisii yapmistir. Bu kurumdan Hebert et al. (2003a, 2003b)
tarafindan yapilan ¢alismalarda, kisa standartlastirilmis genomik bolgeler (DNA Barcodes)
kullanilarak hayvan tiirlerinin morfolojik olarak birbirinden ayrilabilecegi ortaya konmus
ve DNA barkodlama yontemiyle Okaryotik canlilarin birbirlerinden tiir diizeyinde
ayrilabilecegi ilk defa sunulmustur. Bu yontem, standart kisa gen bolgelerinden

faydalanilarak tiirlerin birbirinden ayrilmasi ilkesine dayanmaktadir.



Bilinen biyocesitlilik: Tahmin edilen biyocesitlilik:
bilinen 1.7 milyon bitki ve hayvan tiirii. 10 milyon tiir

Spiders
and Kin

Crustaceans
Insects Molluscs
Vertebrates |

Other Animals

Flowering Plants Other Plants

1 kare = 10000 tiir

Sekil 1.1. Canlilarin biyogesitliligi (Godfray 2002; Blaxter 2003)

Bu konuda diinyada yapilan son ¢alismalarda sadece canlilarin birbirlerinden ayrilmasi
degil, ayn1 zamanda molekiiler olarak tanimlanmis tiirler igin bir elektronik kiitiiphane
olusturma ve elde edilen niikleik asitlerin en iyi sekilde saklanmasi ve korunmasi
hususuna da odaklanilmistir (Hebert et al. 2003a, 2003b; Hajibabaei et al. 2006a, 2006b).
Son zamanlarda, bocek molekiiler sistematiginde boceklerin mitokondriyal DNA
(mtDNA) ve niiklear DNA’s1 kullanilmaktadir. Niiklear DNA calismalarinda en fazla
sekanst ¢ikarilmig genler ise 18s rDNA, 28s rDNA, SSU ve LSU genleridir.
Mitokondriyal DNA bu tezin konusu oldugu igin detayl sekilde ayrica anlatilacaktir.

Molekiiler belirtegler, farkli organizmalar arasindaki filogenetik iligkilerin yeniden
diizenlenmesi agisindan 6nemlidir. Bu yontemler, Kamberiyen radyasyonu esnasinda bu
tir ayrismalart 6nemli sorularini ¢dzmesinin Gtesinde, morfoloji vasitasiyla verilen
bilgiyi genisletmeye bir firsat saglar. Son bir ka¢ y1l i¢inde mevcut molekiiler veriler
artmistir. BOyle 1yi bir isaretleyiciye Ornek, mitokondriyal genomdur ki farkh
taksonomik diizeylerde filogenetik bilgi igerir. Hayvan mitokondriyal DNA’s1 bir kag

Ozellige sahip olmast nedeniyle molekiiler taksonomide cazip olmustur. Hiicre



igerisinde ¢ok fazla kopyasinin olmasi, haploid 6zellik gostermesi, rekombinasyona
ugramamasi, anasal kalitim ve yliksek bir mutasyon oranina sahip olmas1 mitokondriyal
DNA’nin 6nemli 6zelliklerindendir (Ballard and Whitlock 2004; Ballard and Rand
2005).

Giliniimiizde sulak alanlar1 koruma projeleri ve c¢alismalart 6nemli oldugu i¢in su
boceklerinin stoklarinin hazirlanmasi ve ¢esitliliklerinin  degerlendirilmesi esastir

(Fauziah 2009).

Bu tezde mitokondriyal DNA, sitokrom oksidaz c¢ alt tinite I dizilerinin kullanimiyla,
Tirkiye'de  yayilis gosteren Helophoridae, Hydrochidae ve Hydrophilidae

familyalarinin molekiiler karakterizasyonu arastirilmastur.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Hayvanlarda Mitokondriyal Genom

Metazoa'larda mitokondriyal DNA (mt DNA) iki sarmal, yuvarlak ve yaklasik 14-39 Kb
biytikliiktedir. 13 mRNA (COI, 1II ve I, Cytb, ND1-6, ND4L, ATP6 ve ATP8), 22
tRNA ve 2 rRNA (16S ve 12S rRNA) kodlayan gene sahiptir (Wolstenholme 1992)
(Sekil 2.1). Genellikle bu genomda Adenin ve Timin bakimindan zengin bir bolge
vardir ve bu bolge omurgalilarda mtDNA'nin replikasyon baslangict olarak
tanimlanmaktadir (Brown 1985). Drosophila tiirlerinde mtDNA’nin her iki sarmalinin
replikasyon noktasi da bu bolgedir (Fauron and Wolstenholme 1980; Clary and
Wolstenholme 1985). Bu bdolge farkli canlilarda, genomun uzunluk degisikliklerine
neden olmaktadir (Inohira et al. 1997). Boceklerde tam mitokondriyal niikleotid
sekanslar1 19 tlirde elde edilmistir ve bunlardan 2’si Coleoptera takimina aittir. Halbuki
Gen Banka’sinda binlerce bocegin mitokondrisinden alinan bazi gen parcalarinin
sekans1 bulunmaktadir ve degisik bolgelerin sekans degisiklikleri, populasyonlarin
genetik yapisinda veya farkli bocek tiirlerinin evrimsel iliskilerinde 6nemli bilgiler

tasimaktadir (Zhang et al. 1995; Besansky et al. 1997; Kim et al. 2000; Bae et al. 2001).



Pyrocoelia rufa

Mitochondrial Genome
17,739 bp
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Sekil 2.1. Pyrocoelia rufa (Coleoptera) mitokondriyal genom

Tiir bazinda filogenetik iliskilerin belirlenmesinde mitokondriyal DNA verileri son
zamanlarda en yaygin kullanilan verilerdir. DNA sarmalinin her iki yaninda genler
kompakt olarak dagilmistir. Okaryotlarda mitokondriyal DNA’daki mutasyon oranlart
degiskendir. Mitokondride bazi bdlgeler hizla degisirken, bazi bolgeler son derece
korunmustur. Iste bu farkli bolgeler farkli taksonomik seviyelerin analizine imkan verir
(Simon et al. 1994). Boceklerde mitokondriyal DNA ¢alismalarinda en fazla sekansi
cikarilmig genler sitokrom oksidaz I, Il ve I, 12S ve 16S rDNA genleridir. Bu
caligmalar arasinda sSitokrom oksidaz II'nin ¢ok fazla bocek takimi arasinda sekansi
cikarilmis hemen hemen tiim takimlarda homolog sekanslar elde edilmistir. Sitokrom
oksidaz I’de yine farkli bocek gruplarinda calisilmig, ancak uzunlugundan dolay1
spesifik olan bdlge calismadan calismaya farklilik gostermektedir. Diger gen bolgeleri

boceklerle yapilan ¢alismalarin sadece bir kaginda yer almaktadir.



Behura 2006'ya gore, mitokondriyal DNA markirlarinin popiiler olmasinin nedenleri

sunlardir:

1. Her bir hiicrede ¢ok sayida mitokondri bulunur. Dolayisiyla mitokondriyal DNA ¢ok
fazladir ve elde edilmesi ¢ok kolaydir.

2. Mitokondriyal DNA’nin amplifikasyonu uygun olmayan kosullarda saklanmig
orneklerde bile kolaydir.

3. Mitokondriyal DNA digerlerine gore daha kisadir ve mutageniktir.

4. Mitokondriyal DNA genleri disi tarafindan aktarilan genlerdir.

2.2. Sitokrom Oksidaz | Gen

Hebert et al. 2003b hayvanlarin barkodlanmasi i¢in uygun bir dizi olarak mitokondriyal
gendeki sitokrom oksidaz c altiinite I (COI)’in kullanimini teklif etmistir. Sitokrom ¢
oksidaz, oksidatif fosforilasyonda en sondaki enzimdir. Bu enzim oksijenin suya
indirgenmesini saglar ve reaksiyonda tliketilen her hangi bir proton i¢in protonlarin
fazlasin1 zardan disartya pompalar. Boyle bir elektrokimyasal egimin sonucunda, ATP
sentezlenir. Sitokrom oksidaz | (COI) geninin 648-bp bolgesi, hayvanlar aleminin
tiyeleri i¢in primer barkod dizilim formu olarak kabul edilmektedir (Hebert et al. 2003a;

Savolainen et al. 2003).

2.3. Coleoptera Takimi

Diinyada 360 000 civarinda tiirii tanimlanmis olan Coleoptera takiminin yaklagik olarak
70 000’1 Tiirkiye'de yasamaktadir. Holometabol baskalasim gosteren bu takimin, hayat
asamalar1 yumurta- larva- pupa ve ergin seklindedir. ki ¢ift kanada sahip oldugu
varsayilan Coleoptera takimina ait tiirlerin, zamanla 6n kanatlarinin ugma yetisini
kaybederek “elitra” y1 olusturdugu ve arka kanatlarin ugma islevlerini koruyarak, 6n

kanatlar tarafindan korundugu kabul edilmektedir (Gillott 2005; Jich and Balke 2008).



Sucul kinkanatlilar herhangi bir su kiiltesi veya sulak alanlardaki biyolojik igerigin ¢ok
onemli bir unsurudur. Sucul bocekler ¢esitli gruplara sahiptir ve biyo gdsterge olarak
habitatin yasi, kalitesi ve 6zelliklerini yansitir (Bilton 2009). Bu nedenle bu bocekler
ekolojik c¢esitlilik ve habitat Ozelliklerinin bir gostergesidir (Foster 1987; Eyre and
Foster 1989; Foster et al. 1990; Ribera and Foster 1993; Fernandez et al. 2004). Ciinkii
bunlar takson se¢iminde genel olarak kabul edilen indikatdrlerin en uygunu olarak kabul
edilirler (Pearson 1994). Gegici ve kalict durgun sular bu grup hayvanlarin en énemli
habitatlaridir. Gilintimiizde bu hassas ekosistemler yogun artropojenik etkiler nedeniyle
tehdit altindadir (Schneider-Jacoby and Ern 1993; Valladares et al. 2002; Celik et al.
2005). Birgok tiir 20. yiizyilin ortalarindan beri énemli dlctide dramatik bir azalma
gostermistir. Ozellikle dtrofikasyonla sulak alanlarin kurumasi, Kirlilik ve tarimsal

faaliyetlerde artis da bu duruma sebep olmustur (Bilton 2009).

Jach ve Balke (2008) yaklasik olarak 18,000 tiiriin sucul bocek tiirii oldugunu tahmin
etmis ve bunlarm %70'ini tanimlanmistir. Yaklasik 30 familya sucullarin temsilcisidir
ve bunlarin 25’inin sucul oldugu kesinlesmistir. Bunlardan en yaygin tahminler su
sekildedir: Dytiscidae 3,908 tiir ve yaklasik 5,000 tiiriin hayatta olma ihtimali,
Hydraenidae (1,380/2,500), Hydrophilidae (1,800/2,320), Elmidae (1,330/1,850),
Scirtidae (900/1,700) ve Gyrinidae (750/1,000). Palaearctic zoocografik bolgesi
tanimlanmis 3,350 tiir ve tahmini olarak yaklasik 3,900 tiirliyle en ¢ok tiir zenginligine
sahip olan bdlgedir, bunu takiben Neotropical (2,510/3,900), Afrotropical (2,700/3,750),
Oriental (2,200/3,580) ve Australian (1,300/2,100) bolgeleri gelmektedir. Tiir ¢esitliligi
bakimindan en fakir bolge, Nearctic (1,420/1,550) bolgesidir.

Glinlimiizde bilim insanlar1 hayatta olan su boceklerini 4 alt takima ayirmuslardir:
Adephaga (yaklagik 35,000 tiir) Archostemata (yaklasik 35 tiir) Myxophaga (yaklasik
65 tiir) ve Polyphaga (yaklasik 315,000 tiir) (Arnett and Thomas 2000; Arnett et al.
2002). Yasamakta olan bocekler i¢in yiiksek diizeyde en son siniflandirilmada 16 st
familya ve 168 familya tamimlanmistir (Lawrence and Newton 1995; Beutel and
Leschen 2005).



Hydrophiloidea tist familyasi, Polyphaga alt takimina aittir (Lawrence and Newton
1995; Hansen 1991, 1995). Bu tezde c¢alisilan familyalar Hydrophiloidea iginde yer

almaktadir.

2.4. Hydrophiloidea Ust Familya

Hydrophiloidea diinya ¢apinda yayilis gosteren genis bir gruptur. 475 cins ve 6600
tanimlanmis tiir iceren bu grup Ui¢ karasal familya (Synteliidae, Sphaeritidaec ve
Histeridae) ve en Onemli sucul olarak taninan Hydrophilidae familyasii igerir
(Lawrence and Newton 1995; Archangelsky et al. 2005). Hydrophiloidea baska bir
siniflanmada iist familya olarak (Crowson 1981; Hansen 1991, 1997a, 1999c; Lawrence
1991) 6 familyayr (Helophoridae, Hydrochidae, Epimetopidae, Georissidae,
Spercheidae ve Hydrophilidae) igerir. Archangelsky et al. (2005) smiflandirmalarinin
devaminda Hydrophilidae familyasin1 9 alt familyaya ayirmistir. Hansen (1991)’in
familyalar1, Horelophinae, Horelophopsinae, Hydrophilinae ve Sphaeridiinae bu 9 alt
familyalarin1 igermektedir. Yukarida belirtilen siiflandirmalar, asagidaki sekilde
gosterilmistir (Sekil 2.2). Hydrophiloidea morfoloji ve taksonomi olarak en iyi
arastirilan Coleoptera gruplarindan birisidir (Richmond 1920; Béving and Henriksen
1938; Hansen 1987, 1991, 1995, 1997a, 1999b, 1999c; Archangelsky 1997, 1998, 2001,
2002a, 2002b; Beutel 1994; Beutel and Komarek 2004; Komarek 2004, 2006, 2007;
Komarek and Beutel 2007). Buna ragmen Hydrophiloidea filogenisi hala tartismalidir
(Hansen 1991, 1997a; Archangelsky 2004; Korte et al. 2004; Archangelsky et al. 2005;
Bernhard et al. 2006).

Hydrophiloidea i¢indeki filogenetik iliskiler yillardir tartisma konusu olmus, sucul ve
karasal yasam arasindaki yinelenen degisiklikleri iyi anlagilmamistir. Son yillarda
Coleoptera takimi ve Hydrophiloidea iist familyasinin taksonomi ve filogenisiyle ilgili
¢ok sayida arastirma yapilmstir (Cizelge 2.1). Cizelgede goriildiigu gibi, larva ve ergin
boceklerin  morfolojik ozellikleri, niiklear ve mitokondriyal genlere dayanarak,
molekiiler karakterler, morfoloji ve molekiiler karakterler birlikte esas olarak

kullanilmastir.



Hansen 1991'e gore siniflandirma:

Familya Alt Familya

Epimetopidae

Helophoridae Hydrophilinae
Hydrophiloidea (Ust Familya) | Hydrochidae Sphaeridiinae

Hydrophilidae ====| Horelophinae
Georissidae Horelophopsinae

Spercheidae

Lawrence and Newton 1995 ve Archangelsky et al. 2005'e gore siniflandirma:

Familya Alt Familya
Horelophinae
Histeridae Horelophopsinae

Hydrophilidae === Hydrophilinae

Hydrophiloidea (Ust Familya) Sphaeritidae Sphaeridiinae
Synteliidae Spercheinae
Georissinae

Epimetopinae
Hydrochinae

Helophorinae

Sekil 2.2. Hansen (1991), Lawrence and Newton (1995) ve Archangelsky et al. (2005)'e
gore filogenetik siniflandirma

Cizelge 2.1. Coleoptera ve Hydrophiloidea iizerinde yapilan ¢aligmalar

Whiting etal. | 1997 Holometabolous Insect Molecular and 18S and 28S
(involves aquatic insects) morphology

Caterino et al. | 2002 Coleoptera( include Molecular 18s rDNA
aquatic and terrestrial
families)
Korte et al. 2004 | Staphyliniform(involves Molecular 18S and 28S

aquatic families) rDNA
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Cizelge 2.1. (devam)

Caterino et al. | 2005 Staphyliniformia( Molecular and 18S rRNA
Hydrophiloidea and morphology
Staphylinoidea)
Bernhard et | 2006 Hydrophiloidea Molecular SSU rDNA and
al. LSU rDNA, 12S

rDNA, 16S
rDNA, COlI, COllI

Ciampor and | 2006 Elminae( Coleoptera)

Molecular and

18S rRNA and

morphological
characters of

Ribera morphology (ribosomal
unit + tRNAleu +
5’ end of the
NADH

dehydrogenasel)
cytochrome b and

Col

Hayashiand | 2008 | Coleoptera: Psephenidae | Molecular and Col

Sota morphology

Bernhard et | 2009 Hydrophiloidea molecular data | Nuclear SSU and

al. and LSU

mitochondrial
rrnS, rrnL, cox1

adults and and cox2 genes.
immature
stages
Hayashiand | 2010 Coleoptera: EImidae Molecular and coxl
Sota morphology
Madarig etal. | 2013 Hydrophilidae Molecular 28S rRNA,
18S rRNA, 16S
rRNA, 12S
rRNA, COI and
coll
Short and 2013 Hydrophilidae Molecular Col, COll and
Fik'a c’ek 16S
18S, 28S and

arginine kinase

2.5. Helophoridae Familyasi

Helophorus, Helophoridae ailesinin tek cinsidir. Yaklasik 200 tiirii tanimlanmuistir
(Angus 1992) ve bunlardan 30"u Avrupa’da bulunur. Helophoridae, Palaearktik bolgede
¢ok cesitlenmistir (>150 spp.). 40 tiirii Kuzey Amerika ve 4 tiir Ethiopian ve Oriental
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bolgelerde taninmustir (Angus 1992). En géze carpan Ozelligi pronotumlari iizerinde
bulunan ve sayilart bes olan yarik dizisidir ki Almanca bir kelimeden
"Furchenwasserkafer” alinmistir (Sekil 2.3). Cok sayida tiire sahip olmalarina ragmen,
ergin morfolojisi agisindan son derecede benzerlik gosterdiginden tiir teshisi oldukca
zordur (Angus 1992). Viicut boyutlar1 2-8 mm arasindadir. Erginleri sucul veya yari
sucul olmalarma ragmen Empleurus alt cinsinin bir kag tiirii istisna olarak karasaldir.
Ergin Helophorid diger sucul Hydrophiloid'ler gibi, antenlerini yardimci solunum
organi olarak kullanir ve havayr viicudun karin kismi tarafinda plastron gibi depolar
(Klausnitzer 1996). Bu bocekler ¢ok kotii yiiziiclidiir veya hi¢ ylizme yetenekleri yoktur.
Su habitatlarinin altindaki maddelerde veya bitkilerin batik parcalar {izerinde hareket

ederler. Yayilislarinda u¢ma 6zelligini kullanirlar.

aane00
CPonc et®

ELB S B ARAR AR 60w

Sekil 2.3. Helophoridae'nin genel viicut sekli, tistten (Pirisinu 1981)
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2.6. Hydrochidae Familyasi

Hydrochidae sadece bir cinsi ve toplam 87 tiirii igeren, biitlin zoocografik bolgelerde
yayilis gosteren bir familyadir. Viicudun boyuna uzamasi, yedi segmentli antene sahip
olmalari  ve pronotumlar1 iizerinde c¢okiintiilerin  bulunmasi  karekteristik
ozelliklerindendir (Angus 1977; Hansen 1987, 1999a; Hebauer and Klausnitzer 1998;
Valladares et al. 1999) (Sekil 2.4). Tiirkiye'de sadece dort tiirii bilinen bu familyanin,

Avrupa’dan ise yedi tiirii bilinmektedir (Hansen 1991; Hebauer 1994; incekara 2004a,
2004b).

AN
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-
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Sekil 2.4. Hydrochidae'nin genel viicut sekli, iistten (Angus 1977)
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2.7. Hydrophilidae Familyasi

Hydrophilidae tiim diinya {izerine yayilmis 172 cins ve 2716 tiir ile temsil edilmektedir.
Ulkemizde bulunan tiirlerinin daha ¢cok Asya faunasi ile benzerlik gosterdigi (Kosswing
1995) ve boylarinin 1-60 mm arasinda degistigi, sucul, yar1 sucul ve karasal formlarinin
bulundugu, sucul olanlarin genelde her tirlii tath sularda yasadiklari, diger
familyalardan; antenlerinin son {i¢ segmentinin genislemis ve killi olmasi, karin
bolgelerinde bes adet segment bulunmasi ile ayirt edildikleri, Berosus gibi bazi cinslerin
1yl yiiziicii olduklari, su bitkileri, yosunlar ve bitkisel dokiintiiler ile beslendikleri,
baliklar ve su kuslari i¢in besin degeri tasidiklari, géllerde, kiiclik birikintilerde ve hizli
akan sulari s1g kesimlerinde bulunduklari, yari sucul olanlarin suya yakin kisimlardaki
topraklarin igerisinde veya c¢iliriimeye baslamis bitki, saman gibi dokiintiilerin altinda
bulunduklari, karasal olanlarmin ise inek, kegi v.s. gibi omurgali hayvanlarin diskilari
iginde veya altinda, bitkisel ¢iirlimenin ¢ok oldugu yerlerde, hatta kus yuvalarinda bile
(Cercyon) bulunabildikleri (Spangler 1982; Hansen 1987, 1991, 1999a, 2004; Hebauer
2002); milimetrik elek, atrap ve 151k tuzaklari gibi aletlerle yakalandiklar1 (Hilsenhoff
1985, 1991) genelde parlak siyah, kahverengi veya sarimsi renkte olduklari
kaydedilmektedir (Hansen 1987, 1991; Angus 1992; Oliva 1993). Hydrophilidae
familyasinin diinyada Horelophinae, Horelophopsinae, Hydrophilinae ve Sphaeridiinae
olmak tizere toplam dort altfamilyasi bulunmaktadir. Ancak, Palearktik bolgeden sadece

Hydrophilinae ve Sphaeridiinae altfamilyalar1 bilinmektedir (Sekil 2.5).



frons

fro

pronctum

prt
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pronotum sistematik

skutellar nokta

skutellum
scu / W b \ scx
e" 3 nokta serisi

elitra

asp

apikal diken

tarsus

trs

tirnak
cla
—_

rsp

glitral sistematil
spe

elitral dikis
sut

sutral nokta
sst

I Internal intersitice

Sekil 2.5. Hydrophilidae'nin genel viicut sekli, tistten (Hansen 1991)

Bu c¢alismada morfolojik tiir tayini yapilan 3 familyaya ait bireylerin molekiiler
karakterizasyonu amaglanmustir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Cahsilan Tiirlerin Hazirlanmasi

Bocek numuneleri; Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanan ve Atatiirk Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Hayvan Sistematigi Laboratuari'nda koruma altina
alimmis ve morfolojik tiir tayini de Hansen (1991, 1997a ve 1999¢)’e dayanarak teshis
edilmis miize 6rneklerinden temin edildi. Molekiiler ¢alismalar, her tiire ait 3'er 6rnek

tizerinden yiiriitildu.

Kullanilan bocek tiirleri:

Helophoridae:

Helophorus abeillei (Guillebeau 1896)
H. daedalus (Orchymont 1932)

H. faustianus (Sharp 1916)

H. fulgidicollis (Motschulsky 1860)

H. griseus (Herbst 1793)

. helenae (Angus 1998)

. lewisi (Angus 1985)

. montenegrinus (Kuwert 1885)

. nubilus (Fabricius 1777)

. pallidipennis (Mulsant and Wachanru 1852)
. paraminutus (Angus 1986)

I T T T T T T

. terminassianae (Angus 1984)

Hydrochidae:
Hydrochus ignicollis (Motschulsky 1860)
H. nitidicollis (Mulsant 1844)
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Hydrophilidae:

Anacaena limbata (Fabricius 1792)

A. lutescens (Stephens 1829)

A. rufipes (Guillebeau 1896)

Berosus byzantinus (Ganglbauer 1904)
B. fulvus (Kuwert 1888)

B. guttalis (Rey 1883)

Chaetarthria seminulum (Herbst 1797)
Chasmogenus livornicus (Kuwert 1890)
Cymbiodyta marginella (Fabricius 1792)
Enochrus bicolor (Fabricius 1792)

E. fuscipennis (Thomson 1884)
Helochares lividus (Forster 1771)

H. obscurus (O.F.Muller 1776)
Hydrochara caraboides (Linnaeus 1758)
Hydrophilus aterrimus (Eschscholtz 1822)
Laccobius obscuratus (Rottenberg 1874)
L. syriacus (Guillebeau 1896)
Paracymus aeneus (Germar 1824)

P. chalceolus (Solsky 1874)

3.2. Molekiiler Calismalar

Temel olarak boceklerin filogenisinde mitokondrial DNA sitokrom oksidaz | gen
lokasyonu kullanildi. Bu amagta Lizis, DNA izolasyonu, PCR ve jele yiikleme

asamalari, takip edildi. DNA izolasyonu Qiagen protokoliine dayanarak yiiriitiildii.

3.2.1. Lizis

Lizis islemi i¢in, 2 ml'lik ependorf tiip icerisine 180 pl Lizis buffer (buffer ATL) ve 20

ul Proteinase K eklendi. Sonra bu karisim igerisine bocek bacaklari (tercihen arka
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femur, 0,5 mm den kiigiik bocekler i¢in viicudun tamami) ilave edildi (Sekil 3.1). Tiip
etiketlenip materyal kaydi yapilarak 56°C’deki inkubator igerisinde en az 16 saat
bekletildi (Sekil 3. 2). Lizis buffer boceklerin kuru i¢ dokularini pargalayip, kitinli dis
iskeleti yumusatmaktadir. Arka bacagi kullanmak ise simbiyotik kontaminasyon riskini
azaltmaktadir. Elde edilen DNA orani kesinlikle taze toplanan 6rneklere gore diisiiktiir.
Bu nedenle yikama bufferi (elution buffer) standart sekilde protokolde uygulanmaktadir.
Kullandigimiz doku miktar1 da elde edilen DNA’y1 etkilemektedir. Bu problemi
gidermek igin, Qiagen protokolii 50 mg’den fazla doku kullanmay1 énermektedir (Crane
2011). Buffer ATL'nin iginde SDS ve EDTA maddeleri bulunur. SDS membranlarin
eritilmesi ve proteinlerin denatiirasyonunda kullanilir, EDTA ise enzim tespitine ve
kalsiyum gibi iyonlarin ayirilmasina neden olur. Proteinase K, glikoproteinleri parcalar

ve RNase ve DNase enzimlerini inaktif hale getirir.

Sekil 3.1. Lizis asama
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Sekil 3.2. Inkiibasyon

3.2.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda farkli yontemler degisik etkilere sebep olur (Waldschmidt 1997,
Chen et al. 2008). Tercih edilen yontemde, elde edilen DNA miktarinin fazla, DNA
bozulmasi1 ve masraflar orani, caligma siiresi ve reaksiyonda olusan zararli atik
maddelerin  disik olmasi beklenmektedir. Chen et al. (2010)’a gore DNA
izolasyonunda 5 farkli yontem kullanmistir. SDS (sodium dodecyl sulfate), CTAB
(cetyltrimethyl ammonium bromide), DNAzol®, Puregene® Kit ve DNeasy®. Bu
calismada DNeasy en uygun yontem olarak se¢ildi. Deneyler Qiagen® DNeasy Blood
& Tissue Kiti kullanildi.

Lizis edilmis tipler 1500 rpm devirde 15 saniye santrifiij edildi. Sonra DNA
izolasyonunda kitler ve Qiagen robot (Sekil 3.3) protokolu takip edildi. izole edilmis
DNA -20°C’de kullanilmak tizere sogutucuda saklandi. Qiagen kit iginde bulunan 4
buffer (Buffer AE, Buffer AL, Buffer AW1 ve Buffer AW2) bu asamada kullanildi.
Buffer AL de buffer ATL gibi lizis bufferdir. Bu buffer lizis agsamasin1 sonlandirir ve
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DNA’nin spin columnda silika membrana yapismasina yardimci olur (Crane 2011).
Guanidinium chlorid igeren AWI1 buffer, proteinleri bozup, hiicre ve ¢ekirdek
membranin: pargalar. Etanol igeren buffer AW2 siitundaki tuzu kaldirir ve DNA'nin saf

hale getirilmesini saglar. Lizis edilmis plateler ve bufferlerin robot i¢inde nasil yerlestigi

ve DNA izolasyonunun asamalar1 Sekil 3.4 ve 3.5'te gosterilmistir.

Sekil 3.4. Lizis edilmis plateler ve bufferlerin robot i¢inde nasil yerlesmeleri
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DNeasy Blood and Ti

_sues and rodent tails:Standard
Remaining time: 39:03 min

i

Sekil 3.5. DNA izolasyonunda robota uygulanan agamalar

3.2.3. PCR

1986 yilinda gelistirilen PCR yontemi DNA molekiillerindeki istenilen gen bolgesinin
canli hiicre igine sokulmadan yalitilip ¢ogaltilmasina olanak saglar. Genomdan secilen
kiigiik miktardaki bir gen bolgesinin bile milyonlarca kopyast bu yontemle
yapilabilmektedir. Bunun i¢in sadece bu dizinin, en azindan bir kisminin Onceden
biliniyor olmasi gerekmektedir. PCR iirtinii DNA'larin klonlamasinin yani sira dizi
analizi, hastalik tanisi, genetik tarama gibi ¢esitli amaglar i¢in de kullanilabilmektedir.
PCR, rekombinant DNA teknolojilerinin etkinligini ve giiclinii arttirmis, hatta bazi

yontemlerin yerini almistir. PCR reaksiyonunda 3 temel basamak vardir. Bunlar:

1) Denatiirasyon (Denaturation)

2) Baglanma (Annealing)

3) Uzama (Extension) asamalaridir. PCR asamalar1 Sekil 3.6’da gosterilmektedir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/1986
https://tr.wikipedia.org/wiki/Genom
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Kalip DNA

1. Asama
Denatiirasyon
(95°C’de 1 dakika)

2. Asama
Primer Baglanmasi
(50-54°C’de 1.5 dak)

; | | [T 3
LM lls - 3, Asama
' >N 7 7 Yeni Zincir Sentezi

N LN P 2
S'W}-y-ﬁ-fmrr = 1= 1l N (72°C’de1.sdakika)

Sekil 3.6. PCR asamalar1

Boceklerde genel bir primer olan LEPF1 (ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG)
ve LEPR1 (TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA) (Hebert et al. 2003a, 2003b)
kullanilarak PCR plateleri hazirlandi. PCR platelerin hazirlanmasinda, her 6rnek igin;
10.5 uL PCR master MIX igerisine 2 pL izole edilmis DNA materyali konuldu.
Platelerin agizlar1 aliminyum tabaka ile kapatilip 1s1 makinasinda preslendi. Bu plateler
CO1 Fast Thermocycler (96-13 0C) programina uygun olarak bir saat 50 dakika PCR
edildi (Sekil 3.7). CO1 igin PCR sartlar Cizelge 3.1'de verilmistir.

Bir reaksiyon i¢in PCR MIX hazirlanmas:

10% trehalose 6.25 puL
ddH20 2 puL
10Xbuffer 1.25 uL



50mM Mgcl,0.625 uL

10 uM F primer 0.125 puL

10 uM R primer 0.125 pL
10mM dNTPs 0.0625 uL

Taq polymerase(5U/ uL) 0.06
Total hacim 10.5 pL.

Cizelge 3.1. COl i¢in PCR sartlar

22

Sicaklik Zaman Devre Asama
95°C 5min Baglatma
95°C Imin 40 Denatiirasyon
50°C 1.5min 40 Baglanma
72°C 1.5min 40 Uzama
72°C 10min Son Uzama

Sekil 3.7. PCR cihaz1
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3.2.4. Jele yiikleme

PCR edilmis plateler énce 1000 rpm devirde 1 dakika santrifiij edildikten sonra
Invitrogen etidyum bromid igerikli agaroz jele yiiklendi (Sekil 3.8). Bunun icin jelin her
kuyucuguna 14 ul embriyo transfer su yiiklendikten sonra 3 ul amplifiye DNA aktarildi.
Jeller 4 dakika Invitrogen tabelada (Sekil 3.9) elektroforez edildikten sonra UV
gortintiileme sistemine (Sekil 3.10) konularak DNA bantlar1 fotograflanip kontrol edildi.

Sekil 3.8. invitrogen etidyum bromid igerikli agaroz jel
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Sekil 3.9. invitrogen tabela

Sekil 3.10. UV goriintiileme sistemi
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3.2.5. DNA gen dizilimi sonu¢larimin degerlendirilmesi

UV goriintiileme sisteminde net DNA bantlar goriildii. Sekans islemleri hizmet alimi
yoluyla yapildi. Elde edilen Thrace file’ler CodonCode Aligner 3.7.1 programinda
diizenlendikten sonra genetik varyasyonlar UPGMA dendogramlar1 “Molecular
Evolutionary Genetics Analizis” (Mega 5.2) programu ile goriintiilenerek baz dizilimleri
Fasta formati haline getirilip Kiimeleme analizler yapildi. Elde edilen dizilimler
National Center for Biotechnology Information de (NCBI) blast edilip tiirlerin kontrolii

yapildi.



26

4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu grup boceklerin morfolojik tiir tayininde en giivenilir karekter Aedeagofor

oldugundan, calisilan tiirlerin Aedeagoforlar1 genel viicut sekliyle birlikte sunulmustur

(Sekiller 4.1- 4.33).

0,2 mm

0,2 mm

A

Sekil 4.2. A: Helophorus daedalus, B: erkek genital organ
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ww o

Sekil 4.4. A: Helophorus fulgidicollis, B: erkek genital organ
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Sekil 4.6. A: Helophorus helenae, B: erkek genital organ
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0,2 mm

0,2 mm

wweso

Sekil 4.9. A: Helophorus nubilus, B: erkek genital organ
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0,2 mm

025 mm

Sekil 4.12. A: Helophorus terminassianae, B: erkek genital organ
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Sekil 4.13. A: Hydrochus ignicollis, B: erkek genital organ

Sekil 4.15. A: Anacaena limbata, B: erkek genital organ
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Sekil 4.18. A: Berosus byzantinus, B: erkek genital organ

0.2 mm
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Sekil 4.20. A: Berosus guttalis, B: erkek genital organ

0,2 mm
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wwco

Sekil 4.22. A: Chasmogenus livornicus, B: erkek genital organ
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Sekil 4.25. A: Enochrus fuscipennis, B: erkek genital organ

0,2 mm
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A “ B

Sekil 4.26. A: Helochares lividus, B: erkek genital organ

_ / {
A E[ E
: T

Sekil 4.27. A: Helochares obscurus, B: erkek genital organ

@ g
E
B

Sekil 4.28. A: Hydrochara caraboides, B: erkek genital organ

0,5 cm
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Sekil 4.29. A: Hydrophilus aterrimus, B: erkek genital organ

I mm

A B

Sekil 4.30. A: Laccobius obscuratus, B: erkek genital organ

0,2 mm
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1 mm

1 mm

Sekil 4.32. A: Paracymus aeneus, B: erkek genital organ
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Sekil 4.33. A: Paracymus chalceolus, B: erkek genital organ

UV goriintiileme sisteminde net DNA bantlar goriildii. Baz: tiirlere ait jel goriintiileri
Sekil 4.34'de verilmistir.

Sekil 4.34. Tiirlere ait jel goriintiileri
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Yapilan calismalar sonucunda Onceden teshisleri yapilmis 33 tiire ait 99 bocek
numunesinin sekanslar1 elde edilerek tiirlerin soy agaglar1 verilmistir (Sekil 4.35).
Ayrica A+T orant (Sekil 4.36) ve kodon poz isyon oranlar1 (Cizelge 4.1) da
gosterilmektedir.

Helophorus daedalus
Helophorus abeillei
Helophorus griseus
Helophorus fulgidicollis
Helophorus terminassianae
Helophorus montenegrinus
Helophorus lewisi
Helophorus pallidipennis
Helophorus paraminutus

Helophorus nubilis

Helophorus helenae
Helophorus faustianus
Paracymus chalceolus

Paracymus aeneus

Hydrochara caraboides

Cymbiodyta marginella

Laccobius syriacus
Laccobius obscuratus
Chaetarthria seminulum

Anacaena rufipes

Anacaena lutescens
Anacaena limbata
Helochares obscurus

Helochares lividus

Hydrophilus aterrimus

Enochrus bicolor

N0l AT O L

Enochrus fuscipennis

Berosus byzantinus

[ Berosus fulwvus

L Berosus guttalis

Chasmogenus livornicus

| Hydrochus nitidicollis

Hydrochus ignicollis

=
[x)
=
=
~a
m
=
na
=
=
—
m
=
—
=
=
=
(S}
=
o+
=

Sekil 4.35. Tiirlerin soy agaci



Domain: Data

Hydrophilus aterrimus
Enochrus bicolor
Enochrus fuscipennis
Berosus fulws
Paracymus chalceolus
Helophorus fulgidicollis
Chaetarthria seminulum
Berosus guttalis
Helophorus griseus
Laccobius syriacus
Helophorus daedalus
Paracymus aeneus
Cymbiodyta marginella
Helophorus helenae
Helophorus faustianus
Hydrochus nitidicollis
Helophorus abeillei
Helophorus lewisi
Anacaena lutescens
Helochares obscurus
Helophorus paraminutus
Helophorus pallidipennis
Laccobius obscuratus
Helophorus montenegrinus
Helochares Ihidus
Chasmogenus livoricus
Hydrochus ignicollis
Helophorus nubilis
Helophorus terminassianae
Anacaena limbata
Hydrochara caraboides
Anacaena rufipes
Berosus byzantinus

Avy.

35.9
35.6
36.1
33.7
37.1
3.1
374
33.9
35.3
37.8
35.3
36.9
374
35.9
35.7
39.1
353
36.6
31.7
36.6
36.9
36.3
37.8
35.9
35.8
36.1
34.6
35.9
35.7
37.5
36.6
38.4
353
36.3

TU) C

19.3
18.8
18.1
211
16.1
17.9
17.6
21.0
18.2
16.4
18.2
16.3
16.3
18.1
18.2
153
18.2
18.0
17.2
18.1
17.8
175
16.4
18.4
18.4
16.7
18.9
16.7
18.4
16.3
17.6
154
19.8
17.8

Sekil 4.36. A+T orani

A

21.2
28.3
29.7
26.6
315
29.5
28.9
26.4
30.2
29.5
30.2
315
29.9
29.2
29.2
31.2
30.2
28.7
28.7
28.7
29.0
31.6
29.5
29.0
29.5
34.8
30.4
29.9
29.5
29.8
30.1
29.9
29.2
29.6

G

175
17.3
16.1
18,5
153
175
16.1
18.7
16.3
16.3
16.3
153
16.4
16.9
16.9
143
163
16.7
16.4
16.6
16.3
14.7
16.3
16.7
163
124
16.1
175
16.4
16.3
15.7
16.3
158
16.3

Total

657.0 32
658.0 32
657.0 32
658.0 30
658.0 34
658.0 35
658.0 32
658.0 30
658.0 33
658.0 33
658.0 33
658.0 34
658.0 33
658.0 33
658.0 33
823.0 37
658.0 33
628.0 31
658.0 34
658.0 33
658.0 34
510.0 32
658.0 33
658.0 32
657.0 33
748.0 36
820.0 34
658.0 34
658.0 34
624.0 34
658.0 31
656.0 35
658.0 32
664.1 33

23.9
234
234
25.7
21.6
20.7
234
25.7
21.6
23.0
21.6
21.6
21.6
22.1
22.1
19.3
21.6
23.0
21.6
23.0
22.5
25.6
23.0
22.5
23.0
20.1
21.2
22.1
2.1
22.2
234
20.7
234
224

41

22.1
21.6
22.5
2.1
23.0
22.1
23.0
22.1
23.0
22.1
23.0
23.0
22.5
21.6
21.6
26.3
23.0
235
22.1
21.2
21.6
22.1
2.1
23.0
21.6
28.1
26.7
21.6
22.1
22.2
23.9
22.1
22.5
22.8

22.5
23.0
22.1
22.5
21.6
22.5
2.1
22.5
22.1
2.1
22.1
21.6
22.5
23.0
23.0
175
22.1
2.1
22.5
22.5
21.6
20.3
2.1
2.1
22.1
16.1
17.9
22.5
2.1
21.2
21.6
2.1
21.6
21.6

222.0 46
222.0 47
222.0 45
222.0 40
222.0 45
222.0 39
222.0 46
222.0 41
222.0 42
222.0 43
222.0 42
222.0 44
222.0 42
222.0 43
222.0 42
274.0 43
222.0 42
213.0 41
222.0 47
222.0 44
222.0 43
172.0 43
222.0 43
222.0 41
222.0 44
249.0 37
273.0 38
222.0 41
222.0 40
212.0 45
222.0 44
222.0 48
222.0 43
223.8 43

183
16.4
17.9
21.0
16.4
20.1
174
20.5
19.2
17.8
19.2
16.9
174
174
17.8
15.2
19.2
20.2
183
183
18.7
17.2
17.8
19.2
174
15.9
171
183
19.6
15.0
18.7
14.7
20.5
18.0

Cizelge 4.1 agagidaki bilgilere dayanarak olusturulmustur.

title: Fasta file
Ntaxa: 33

Description: Analizis

Analizis -------------=--m-mmmmeee-

Estimate Variance: Variance Estimation Method

Substitutions Type

Distance Estimation

Pairs of taxa

Nucleotide

22.9
25.6
28.0
26.5
315
288
28.3
26.0
29.7
29.2
29.7
315
30.6
30.6
30.6
314
29.7
21.9
247
214
29.7
32.0
29.2
311
30.3
36.7
32.7
29.7
315
30.4
28.3
21.2
21.9
29.4

124
11.0
9.2
123
7.3
123
8.2
12.8
8.7
9.6
8.7
7.3
9.6
9.1
9.1
10.5
8.7
111
9.6
10.0
8.7
1.7
9.6
8.7
8.7
10.8
12.0
114
9.1
9.2
9.1
10.1
8.2
9.8

218.0 30
219.0 28
218.0 31
219.0 31
219.0 33
219.0 32
219.0 35
219.0 31
219.0 30
219.0 37
219.0 30
219.0 33
219.0 36
219.0 31
219.0 31
271.0 38
219.0 30
208.0 38
219.0 32
219.0 32
219.0 34
169.0 34
219.0 37
219.0 34
218.0 30
251.0 36
275.0 32
219.0 33
219.0 34
207.0 33
219.0 35
217.0 32
219.0 30
2211 33

15.7
16.6
12.9
16.6
10.1
12.9
12.0
16.6
138

8.3
13.8
10.1

9.7
147
147
114
138
10.6
115
12.9
12.0

9.5

8.3
13.4
147
141
18.4

9.7
13.4
117
10.6
10.6
15.2
12.8

36.9
37.8
38.7
313
40.1
378
35.5
313
38.2
37.3
38.2
40.1
36.9
355
35.5
36.0
38.2
34.8
39.6
37.8
35.9
40.8
37.3
33.2
36.9
39.5
31.6
38.7
35.0
37.1
38.2
40.6
373
36.9

17.5
18.0
171
20.7
171
17.5
18.0
20.7
18.0
171
18.0
171
171
18.4
18.4
151
18.0
16.9
171
171
18.4
16.0
171
19.4
18.0
10.5
18.4
18.4
18.0
185
16.1
16.6
17.5
175

T1C1 Al G1 Pos#1T2C2 A2 G2 Pos#2 T3C3 A3 G3 Pos#3

217.0
217.0
217.0
217.0
217.0
217.0
217.0
217.0
217.0
217.0
217.0
217.0
217.0
217.0
217.0
272.0
217.0
207.0
217.0
217.0
217.0
169.0
217.0
217.0
217.0
248.0
272.0
217.0
217.0
205.0
217.0
217.0
217.0
219.2
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Model/Method ---------------=--=----- Maximum Composite Likelihood
Substitutions to Include ------------ : Transitions + Transversions
Rates among Sites ------------------- Uniform rates

Pattern among Lineages -------------- Same (Homogeneous)
Gaps/Missing Data Treatment --------- Complete deletion

Codons Included --------------------- 1st+2nd+3rd+Non-Coding

No. of Sites : 499

[ 1] #Hydrophilus aterrimus

[ 2] #Enochrus bicolor

[ 3] #Enochrus fuscipennis

[ 4] #Berosus fulvus

[ 5] #Paracymus chalceolus

[ 6] #Helophorus fulgidicollis
[ 7] #Chaetarthria seminulum
[ 8] #Berosus guttalis

[ 9] #Helophorus griseus

[10] #Laccobius syriacus

[11] #Helophorus daedalus
[12] #Paracymus aeneus

[13] #Cymbiodyta marginella
[14] #Helophorus helenae

[15] #Helophorus faustianus
[16] #Hydrochus nitidicollis
[17] #Helophorus abeillei

[18] #Helophorus lewisi

[19] #Anacaena lutescens

[20] #Helochares obscurus
[21] #Helophorus paraminutus
[22] #Helophorus pallidipennis
[23] #Laccobius obscuratus
[24] #Helophorus montenegrinus
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[25] #Helochares lividus

[26] #Chasmogenus livornicus
[27] #Hydrochus ignicollis

[28] #Helophorus nubilis

[29] #Helophorus terminassianae
[30] #Anacaena limbata

[31] #Hydrochara caraboides
[32] #Anacaena rufipes

[33] #Berosus byzantinus

Cizelge 4.1. Kodon pozisyon oranlari

[12345678910111213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33]
[1]

[2]0.074

[3]0.403 0.186

[4] 0.363 0.441 1.104

[ 5] 1.134 0.735 0.206 2.210

[ 6] 0.339 0.096 0.130 0.681 0.487

[ 7] 0.403 0.230 0.022 1.253 0.206 0.230

[8] 0.379 0.471 1.168 0.002 2.299 0.727 1.315

[ 9] 0.607 0.283 0.052 1.176 0.194 0.098 0.134 1.248

[10] 0.687 0.527 0.242 1.910 0.251 0.559 0.136 1.964 0.435

[11] 0.607 0.283 0.052 1.176 0.194 0.098 0.134 1.248 0.000 0.435

[12] 1.088 0.691 0.180 2.114 0.002 0.443 0.190 2.202 0.160 0.267 0.160

[13] 0.651 0.387 0.094 1.641 0.094 0.291 0.068 1.703 0.166 0.076 0.166 0.094

[14] 0.218 0.054 0.046 0.772 0.391 0.054 0.080 0.818 0.110 0.313 0.110 0.359 0.164

[15] 0.206 0.044 0.054 0.709 0.427 0.044 0.098 0.756 0.110 0.363 0.110 0.391 0.198 0.002

[16] 1.060 0.884 0.469 2.539 0.327 0.908 0.315 2.599 0.697 0.046 0.697 0.361 0.194 0.595 0.663

[17]0.607 0.283 0.052 1.176 0.194 0.098 0.134 1.248 0.000 0.435 0.000 0.160 0.166 0.110 0.110 0.697

[18]0.194 0.094 0.074 0.924 0.407 0.174 0.052 0.966 0.218 0.180 0.218 0.387 0.136 0.036 0.050 0.407 0.218

[19] 0.293 0.154 0.054 1.108 0.297 0.194 0.026 1.156 0.186 0.118 0.186 0.283 0.074 0.050 0.070 0.311 0.186 0.010

[20] 0.244 0.074 0.026 0.804 0.361 0.066 0.062 0.856 0.086 0.323 0.086 0.327 0.166 0.006 0.006 0.603 0.086 0.046

0.056
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Cizelge 4.1. (devam)

[21]0.3750.204 0.014 1.174 0.226 0.204 0.002 1.236 0.118 0.170 0.118 0.206 0.086 0.066 0.080 0.367 0.118 0.050
0.0300.046

[22]0.876 0.471 0.122 1.5250.126 0.198 0.212 1.607 0.026 0.485 0.026 0.098 0.184 0.228 0.234 0.711 0.026 0.353
0.291 0.198 0.202

[23]0.687 0.527 0.242 1.910 0.251 0.559 0.136 1.964 0.435 0.002 0.435 0.267 0.076 0.313 0.363 0.046 0.435 0.180
0.1180.323 0.170 0.485

[24]0.206 0.058 0.038 0.743 0.411 0.074 0.072 0.794 0.110 0.345 0.110 0.375 0.196 0.008 0.006 0.635 0.110 0.044
0.062 0.002 0.054 0.236 0.345

[25]0.439 0.186 0.094 0.792 0.435 0.074 0.200 0.858 0.054 0.633 0.054 0.383 0.341 0.104 0.086 0.980 0.054 0.236
0.246 0.074 0.166 0.140 0.633 0.080

[26] 3.050 2.291 1.325 3.814 0.842 1.609 1.509 3.970 0.984 1.978 0.984 0.808 1.421 1.741 1.741 2.134 0.984 2.014
1.8361.611 1.493 0.7391.978 1.697 1.224

[27]0.090 0.020 0.178 0.405 0.760 0.116 0.234 0.443 0.267 0.611 0.267 0.707 0.447 0.074 0.056 0.988 0.267 0.130
0.194 0.074 0.200 0.459 0.611 0.054 0.134 2.146

[28]0.519 0.206 0.120 1.028 0.307 0.038 0.206 1.080 0.068 0.435 0.068 0.277 0.174 0.086 0.090 0.717 0.068 0.194
0.178 0.102 0.194 0.114 0.435 0.126 0.134 1.393 0.255

[29]0.351 0.126 0.024 0.868 0.315 0.054 0.086 0.928 0.036 0.395 0.036 0.277 0.182 0.030 0.026 0.685 0.036 0.106
0.106 0.014 0.066 0.122 0.395 0.022 0.030 1.353 0.110 0.080

[30]0.615 0.377 0.134 1.627 0.154 0.313 0.094 1.681 0.230 0.054 0.230 0.158 0.010 0.174 0.212 0.166 0.230 0.126
0.0700.1900.116 0.263 0.054 0.218 0.411 1.653 0.461 0.194 0.226

[31]0.679 0.387 0.040 1.553 0.066 0.251 0.050 1.629 0.068 0.198 0.068 0.052 0.050 0.154 0.174 0.357 0.068 0.174
0.1140.126 0.054 0.078 0.198 0.154 0.194 1.048 0.387 0.168 0.104 0.102

[32]0.956 0.629 0.210 2.104 0.054 0.469 0.170 2.174 0.267 0.098 0.267 0.066 0.030 0.331 0.377 0.154 0.267 0.291
0.194 0.331 0.200 0.234 0.098 0.375 0.519 1.313 0.705 0.287 0.335 0.044 0.098

[33]0.473 0.295 0.295 0.607 0.838 0.255 0.427 0.675 0.267 1.040 0.267 0.764 0.715 0.291 0.251 1.473 0.267 0.451
0.5010.236 0.3710.411 1.040 0.222 0.086 1.495 0.174 0.419 0.186 0.812 0.475 0.976
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5. TARTISMA ve SONUC

Tiirlerden elde edilen sekanslar ilk once CodonCode Aligner 3.7.1 programinda
diizenlendikten sonra genetik varyasyonlar UPGMA dendogramlari “Molecular
Evolutionary Genetics Analizis” (Mega 5.2) programi ile goriintiilenerek baz dizilimleri

Fasta File haline getirilip cluster analizler yapildi.

UPGMA soy agacina gore Helophorus griseus, Helophorus daedalus ve Helophorus
abeillei aym tiir olarak belirlenmistir. Filogenetik analizde birbirine en yakin tiirler
Helophorus helenae ve Helophorus faustianus; Berosus fulvus ve Berosus guttalis;
Laccobius syriacus ve Laccobius obscuratus; Helophorus montenegrinus ve Helochares
obscurus; Paracymus aeneus ve Paracymus chalceolus; Chaetarthria seminulum ve
Helophorus paraminutus (%0.002) ve en uzak tiirler ise Chasmogenus livornicus ve
Berosus guttalis (%3.97) oldugu gorilmustir. Tirler arasindaki fark g¢ogunlukla
%0.5’den daha az olup Chasmogenus livornicus tiirii filogenetik agagta %3.97 kadar
diger tiirlerden farkli goriilmektedir. Ayrica bu tiirler i¢in biitiin kodon pozisyon oranlari
belirlenerek tabloda verilmistir (Cizelge 4.1). Buna gore galisilan tiirlerde tiir sinirinin

PR

%0.002- 3.97 arasinda degistigi tespit edilmistir.

Calisma sonucunda 99 numunenin sitokrom oksidaz | gen (COI) bolgesinde 620-658bp
sekanslar1 elde edilerek tanilar1 yapilmistir. Buna gére A+T orani 1. bdlgede en yliksek
olan tiir Hydrochus nitidicollis (%59.3) ve bu bolgede en diisiik orana sahip olan tiir ise
Berosus fulvus ve Berosus guttatilis (%52.1) olarak tespit edilmistir. 2. bolgede ise A+T
orani en yiiksek olan tiir Paracymus chalceolus (%76.5) en diisiik tiir ise Berosus fulvus
(%66.5) dur. 3. bolgedeki A+T oranina bakildiginda en yiiksek tiir Chasmogenus
livornicus (%75.5) en diisiik olan tiir ise Berosus fulvus ve Berosus guttatilis (%62.3)
dir. Bu ii¢ bolgenin ortalamalar1 dikkate alindiginda en yiiksek A+T oran1 Chasmogenus
livornicus (%70.9), en diisiik A+T orani ise Berosus fulvus ve Berosus guttalis (%60.3)
dir (Sekil 4.36). Calismadan elde edilen sonuglarda goriildiigii gibi zayif hidrojen bagi

ile birbirine baglanan A=T'in yiiksek yiizdelerde olmasi1 Helophoridae, Hydrochidae ve
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Hydrophilidae familyalar: tiirlerinin ayrilmasinda sitokrom oksidaz 1 (COI) bolgesinin

oldukca elverisli oldugunu gostermektedir.

Bernhard et al. (2006)'da 2 niiklear (SSUrDNA ve LSUrDNA) ve 4 mitokondriyal gen
(12SrDNA, 16SrDNA, COI, COII) kullanilmig, tiim arastirdiklar1 mitokondriyal
genlerde, A+T orami yiiksek seviyede tespit edilmistir (ortalama %71.9). Yalniz
COlI'daysa A+T oram1 %68.4 tiir. Bizim ¢alismamizda COI genomdaki calistigimiz 3
bolgede, en yiiksek A+T orani ortalama %70.9 dur. Dolaysiyla bu agidan sonuglarimiz
Bernhard et al. (2006)'in sonuglarina benzerlik gostermektedir. Diger taraftan Clary &
Wolstenholme (1985) ve Simon et al. (1994) baska bocekrede A+T baz oraninin

mitokondriyal genomda yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Hansen (1991, 1997a) ve Beutel & Komarek (2004), morfolojik karakterlere dayanarak
Hydrophiloideanin monofiletik oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢aligmalar1 Hansen (1991)
ergin bocekler, Beutel (1994) ise larvalar {izerinde yapmislardir. Hansen'in yaptigi
kladogramda 2 farkli hat bulunmaktadir: Helophorid ve Hydrophilid (Sekil 5.1). Sekilde
goriildiigii gibi Helophoridae ve Hydrochidae "Helophorid” hatta, Hydrophilidae ise
baska hatta yer almaktadir. Bu tezde elde edilen kladogram, Beutel (1994)'e daha yakin

bulunmaktadir.

Bernhard et al. (2009)'da Hydrophiloidea iizerinde yeni bir ¢alisma yaptiginda bu {ist
familya ve Helophoridae familyasinin monofiletik oldugunu belirtmektedir. Bizim
yaptigimiz ¢aligmanin SOy agacinda goriildigi tizere Helophoridae familyasinin ve
Hydrophiloidea iist familyasinin monofiletik oldugu belirlendi. Bernhard et.al (2009)'a
gore Hydrochidae, Hydrophiloidea'nin diger familyalariyla sister grup olusturmaktadir.

Bu ¢alismada ayn1 sonuglar tespit edildi.
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Hansen {1291)

Helophoridae
Helophorid lineage|
Epimetopidae
Georissidae
Hydrochidae
Spercheidae
Hydrophilid lineage

Hydrophilidae

Beutel (1994)

Spercheidae

Hydrochidae

Helophoridae

Hydrophilidae

Georissidae

Epimetopidae

Sekil 5.1. Hydrophiloidea filogenisiyle ilgili, Hansen (1991) ve Beutel (1994)
tarafindan sunulan iki alternatif 6neri

Calismalarimiz sonucunda ¢izdigimiz soy agacina gore (Sekil 4.35) Helophorus griseus,
Helophorus daedalus ve Helophorus abeillei ayni tiir olarak belirlenmistir. Bu tiirlerin
dis morfolojileri birbirine oldukca benzer olup (Sekil 5.2), ayirt edilmeleri oldukca
giictiir. Diger taraftan Helophorus griseus ve Helophorus abeillei tiirlerinin genital
yapilart da birbirine oldukca benzerdir. Bu nedenle klasik yontemle (morfolojik tiir
tayini) yapilan tiir teshisinin hatali olabilecegi diistiniilmektedir. Ayn riskin, kendine
O0zgli genital organ sekli nedeniyle H. daedalus i¢in gegerli olmadig
degerlendirilmektedir. Bu nedenle s6z konusu ii¢ tiir ile ilgili aym calismayi, farkl

miizelerdeki tiir numuneleri ile tekrarlamanin yararli olacagi kanaatindeyiz.



48

Sekil 5.2. A: Helophorus abeillei, B: Helophorus daedalus, C: Helophorus griseus
a: H. abeillei; b: H. daedalus; c: H. griseus erkek genital organ

Bilindigi {izere, filogenetik analizlerde sadece bir gene dayanarak cins ve cinsten yukari
taksonlarin arasindaki iliskileri kolayca ¢ozebilir. Ama genelde cinsten asagi

taksonlarda bu durum ayni oranda islevsel degildir (Madaric' et al. 2013). Bu nedenle
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bir ka¢ genin birlikte kullanmasi veya morfolojik karakterlerin ve molekiiler 6zelliklerin
aynt zamanda kullanilmas1 daha mantikli ve elverisli sonuglara ulasilmasini

saglayacaktir.
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