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Bocek tiirleri bakimidan zengin bir cografyada yasamaktayiz. Ancak cografyamizda tespit edilen
bocek tiirleri sayisi tahmin edilen sayidan ¢ok daha azdir. Buradan yola ¢ikarak yapilan bu ¢aligmada,
Kocaeli ilinden rastgele toplanilan cesitli bocek tiirlerinin molekiiler diizeyde tespit edilmesi
amaglandi. Bunun i¢in boceklerden dnce DNA izolasyonu ardindan mitokondrial COI bolgelerine ait
evrensel primerler kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve DNA sekans analizi yapildi.
Her bir DNA dizisi NCBI Nucleotide BLAST’a yiiklenerek erisim numaralari elde edildi. Bocek
tirlerine ait COI gen dizileri MEGA 7.0 programina yiiklenerek modelleme yontemleri ve mesafeleri
belirlendi. DNA barkod geni olarak yaygin bir sekilde kullanilan COI geni ile yapilan bu ¢alismada,
bocek tirlerinin  Exechia seriata, Phlebotomus neglectus, Chironomus riparius, Drosophila
tsukubaensis, ve Rhamphomyia sp. olduklar tespit edildi.
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Accepted Date : 22/10/2018 We live in a region having rich fauna of insect species. However, the number of insect species
detected in our geography is less than the estimated number. Hence, in this study, it was aimed to

Keywords determine the various insect species collected randomly from Kocaeli province, with molecular level

COI Gene analysis. Thus, after DNA isolations, Polymerase Chain Reaction (PCR) and DNA sequence analysis

Insect, ' using universal primers belonging mitochondrial COI regions were applied. Each DNA sequence was

Phylogenetic Analysis, loaded into the NCBI Nucleotide BLAST to obtain their accession numbers. COI gene sequences of

Kocaeli insect species were loaded into the MEGA 7.0 program to determine modeling methods and distances.
In this study with COI gene which is widely used as a DNA barcode gene, insect species detected
were Exechia seriate, Phlebotomus neglectus, Chironomus riparius, Drosophila tsukubaensis and
Rhamphomyi sp.

1. Giris oldugu tahmin edilmektedir  [1]. Yeryliziinde tespit

edilememis canlilarin ve biyolojik ¢esitliligin biiylik bir

Yeryiizinde 700 bin degisik bdcek tiirii belirlenmis kismim1 da bdcekler olusturmaktadir [2, 3]. Bocekler
olup, 10 milyonu asan sayida daha degisik bdcek tiirii yagmur ormanlari, ¢oller, sicak su kaynaklari, buzullar,
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cesitli bitki kozalaklart ve tohumlari gibi hemen her
ortamda bulunabilirler. Yasam ortamlarinin bu denli
cesitlilik gostermesindeki en biiyliik etken ugabilme
yeteneklerine sahip olmalaridir. Bdcekler cevreye ¢ok
kolay adapte olabilirler. Cogalma giigleri sayesinde en kot
kosullarda bile iiremeye devam ederler. Bocekler
cogunlukla karasal hayvanlardir fakat az bir kismi da suda
yasayabilmektedir [4]. Bu canlilar, insanlar ve diger
canlilarin yasaminda biiyiik bir ekolojik 6neme sahiptirler.
Bocekler, besin zinciri ve besin aglarinin hacim ve sayisal
olarak en baskin grubunu olustururlar.  Bocekler aym
zamanda evrim, anatomi, fizyoloji, biyokimya, genetik, tip,
adli entomoloji, entomotoksikoloji gibi bilim dalim
birlestirici bir rol tstlenmektedirler [3, 5]. Cok farkh
disiplinleri birlestiren bu canli grubu bilim insanlarinda
stirekli merak ve ilgi uyandirmaktadir.

Tim diinyada oldugu gibi bocek (Insecta) grubu
Tirkiye’de de ¢ok zengindir. Ancak bazi gruplarda hig
calisma olmamasi, baz1 gruplardaki ¢aligmalarin yetersiz
olusu gibi nedenlerle Tiirkiye bocek faunasi hakkinda
kesin rakamlar vermek miimkiin olmamaktadir. Tiirkiye’de
bugiine kadar tespit edilmis bocek tiirli yaklasik 30.000
civarindadir. Bununla birlikte tahmin edilen say1 60.000-
80.000 arasindadir [6].

Tiirkiye’nin, biyocografik olarak yer aldigi bati
Palaearktik bolgesindeki iilkelerle kiyaslandiginda, zengin
bocek faunasina sahip oldugu belirtilmektedir. Burada
ozellikle, Akdeniz {ilkeleri, yiliksek biyogesitlilikleriyle
tanimlandigindan, bu iilkeleri kapsayan ¢esitli faunistik ve
sistematik caligmalar cogunlukta olmaktadir [7, 8].
Bununla birlikte giiniimiizde mevcut bilimsel gelismelere
paralel olarak klasik sistematik caligmalarin molekiiler
verilerle desteklenmesine de gereksinim duyulmaktadir.

Yapilan bu galismada, Kocaeli ilinden elde edilen
cesitli bocek tiirlerinin DNA barkod geni olan Sitokrom
Oksidaz Altiinite I (COI) geni ile molekiiler diizeyde
karakterize etmek amaglanmistir. Baglica segilen bocekler
Exechia seriata, Phlebotomus neglectus, Chironomus
riparius, Drosophila tsukubaensis ve tiir bazinda tespit
edemedigimiz Rhamphomyia sp.’dir [9].

Mantar sivrisineklerinin (Mycetophilidae) ailesinden
bir sivrisinek tiirii olan Exechia seriata’nin bilimsel ad1 ilk
olarak 1830’da Meigen
Taksonomisi su sekildedir;
Domain: Eukaryota

Kingdom: Metazoa
Phylum: Arthropoda
Class: Insecta
Order: Diptera
Family: Mycetophilidae
Genus: Exechia
Species: Exechia seriata

tarafindan  yayinlanmustir.

Phlebotomus neglectus, kuzey Italya’dan Tiirkiye nin
giineydogusuna ve Akdeniz’in dogu kiyilarina kadar Orta
ve Dogu Akdeniz’de yayilis gosteren Palaearctic bir tiirdiir
[10]. Viseral leismanya vektorii olarak da rapor edilen [11].
Phlebotomus  neglectus’un  taksonomisi  asagidaki
sekildedir;

Domain: Eukaryota
Kingdom: Metazoa
Phylum: Arthropoda
Class: Insecta

Order: Diptera
Family: Psychodidae
Genus: Phlebotomus

Species: Phlebotomus neglectus

Chironomus thummi olarak da bilinen Chironomus
riparius, palyago sinegi olarak adlandirilir. Larvalan
kirmizi renkli olmasindan dolayr kan kurdu olarak da
bilinir. Kuzey Amerika ve Avrupa’da yaygmndir. 1804’de
Johann Wilhelm Meigen tanimlanmustir.
Boceklerde genom yapr analizi igin genellikle model
olarak kullanilir. Ayrica fonksiyonel gelisimsel genetik
calismalarda ve toksikoloji testlerinde de kullanilir. Hem
yetiskinler hem de larva formlar1 hastalik vektorleri olarak
gOriilmiistiir ancak ayni zamanda tatli su besin zincirlerinin
o6nemli bir parcasidir [12]. Chironomus riparius’un
taksonomisi asagidaki gibidir.

Domain: Eukaryota

Kingdom: Metazoa

Phylum: Arthropoda
Class: Insecta

Order: Diptera

Family: Chironomidae
Genus: Chironomus
Species: Chironomus riparius

tarafindan

J. W. Zetterstedt tarafindan 1838-1859 yillar1 arasinda
tanimlanan ve dans sinekleri olarak bilinen Rhamphomyia
sp. nin taksonomisi [9, 13] su seklidedir.

Domain: Eukaryota
Kingdom: Metazoa
Phylum: Arthropoda
Class: Insecta
Order: Diptera
Family: Empididae
Genus: Rhamphomyia

Drosophila, Drosophilidae familyasina ait sineklerin bir
cinsidir. Bu familya iiyeleri kiiciik meyve sinegi olarak
isimlendirilir.  Sirke sinegi de denilen Drosophila
tiyelerinden D. melanogaster gelisimsel biyolojide model
organizma olarak kullanilir. Bu cinsin 1500°den fazla tiyesi
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bulunmaktadir [14]. Bu aileye ait olan tiirlerden biri olan
Drosophila tsukubaensis’in taksonomisi soyledir:
Domain: Eukaryota
Kingdom: Metazoa
Phylum: Arthropoda
Class: Insecta
Order: Diptera
Family: Drosophilidae
Genus: Drosophila
Species: Drosophila tsukubaensis

2. Materyal ve Metod

2.1. DNA izolasyonu-Polimeraz  Zincir
Reaksiyonu (PZR)-Agaroz Jel Elektroforezi

Kocaeli ilinde Temmuz 2017 tarihinde, 40.640525-
29.938661 koordinatlarinda toplanan bocek drnekleri DNA
izolasyonlar1 yapilana kadar %70’lik alkolde, -20 °C’de
derin dondurucuda bekletildi. DNA izolasyonu igin
MACHEREY-NAGEL marka (Genomic DNA from
insects, NucleoSpin DNA Insect) DNA izolasyon kitinde
onerilen protokol modifiye edilerek uygulandi. izole edilen
DNA’lardan mitokondrial COI bolgelerine ait evrensel
primerler LCO1490 5'-GGTCAACAAATC
ATAAAGATATTGG-3' ve HCO 2198 5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3" kullanild:.
PZR reaksiyon karigimi 5x FIREPol Master Mix (Solis
BioDyne) kullanildi. PZR reaksiyonu 30 pl olacak sekilde
6ul 5x Master Mix, 0.5 pl 10 uM primer (sense), 0.5 pl 10
UM primer (antisense), 50 ng DNA alinarak hazirlandi.
PZR sartlari; baglangic denatiirasyonu 94°C’de 5 dk.
olacak sekilde 35 dongii 94°C’de 1 dk denatiirasyon,
55°C’de 1 dk. annealing, 72°C’de 1 dk. extension ve
72°C’de 7 dk son wuzama basamagi
gerceklestirildi. %1°lik agaroz jel PZR dirlinleri UV 15181
altinda goriintiilendi.

ardindan

2.2. DNA Sekansi

PCR (driinleri ExoSAP-ITTM PCR Product Cleanup
Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA) kiti prosediirleri
kullanilarak BM lab tarafindan saflastirilip COI’e ait sense
ve antisense primerler ile kanstirilarak dizi analizi
gergeklestirildi.  Dizi  analizi  Macrogen  Hollanda
laboratuvarinda, ABI 3730XL Sanger dizileme cihaz
(Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye
Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti kullanilarak yapildi.

2.3. Filogenetik Analiz

DNA sekanslari, Chromas (Version: 2.6.5) programi
kullanilarak goriintiilendi ve Chromas {izerinden ayr1 ayri
FASTA formatinda kaydedildi. Dizilerin ileri ve reverse
komplement okumalar1 ClustalW programu ile hizalanarak
karsilagtirildi. Her bir bocek tiirii igin COI gen bdlgesine
ait diziler FASTA formatinda NCBI Nucleotide BLAST a
yiklendi. NCBI veri bankasinda kayith dizilerle
benzerlikleri kargilastirildi. En ¢ok benzerlik gosteren
diziler, benzerlik GeneBank erigim
numaralari ile birlikte filogenetik agacta kullanilmak iizere
not edildiler. Caligmamiza ait diziler ile NCBI
Nucleotide’den elde edilen bocek tiirlerine ait COI gen
dizileri MEGA 7.0 programina yiiklenerek modelleme
yontemleri ve  mesafeleri  belirlendi. Maksimum
Likelyhood metodu, Tamura-Nei Modeli (1993), Bootstrap
1000°de filogenetik agaclar1 olusturuldu.

siralarina  gore

3. Bulgular

NCBI genom veri bankasindan, S12 kodlu drnegimiz
Rhamphomyia sp. icin MH431699, S21 kodlu drnegimiz
Exechia seriata voucher i¢in MH431698, S22 kodlu
ornegimiz Phlebotomus neglectus igin MH431697, S23
kodlu Ornegimiz Chironomus riparius
MH431696, S24 kodlu 6rnegimiz Chironomus riparius i¢in
MH431695, S27 kodlu 6rnegimiz Drosophila tsukubaensis
icin MH431694 erisim numaralari alindi. Calismamizda
her bir 6rnege ait COI DNA dizileri ayr1 ayrt NCBI Blast’a
girilerek veri tabaninda kayitli bocek tiirleriyle benzerlik
oranlar1 karsilastirildi. S12 6rnegimize ait COI dizisinin
%90 oraninda Rhamphomyia cinsine ait oldugu, S21
ornegimizin %99 oraninda Exechia seriata voucher, S22
ornegimizin %97 oraninda Phlebotomus neglectus, S23
ornegimizin %99 oraninda Chironomus riparius voucher,
S24  ornegimizin %100 Chironomus riparius, S27
Ornegimizin ise %87 oraninda Drosophila tsukubaensis
olduklar tespit edilmistir. Filogenetik agac olusturmak igin
NCBI veri tabaninda bulunan %100 ile % 87 arasinda
benzerlik oranlar1 gosteren bocek tiirleri belirlendi. Bu
tiirlerin  isimleri; Rhamphomyia sp (KR972034.1),
Rhamphomyia filicauda voucher (KU373238.1), Empis
barbatoides voucher (KC192963.1), Empidadelpha sobrina
(KP264798.1), Exechia seriata voucher (KT364885.1),
Exechia  seriata  (KM679369.1), Mycetophilinae
sp.(KR252181.1), Anopheles rangeli voucher
(JX205120.1), Phlebotomus_neglectus_(KY848830.1),
Phlebotomus syriacus (KF483674.1), Anopheles minimus
(HQ877369.1), Chironomus riparius voucher

voucher ig¢in
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(HM137887.1), Chironomus riparius (LN894518.1),
Chironomus  riparius  (LN894518.1), Drosophila
tsukubaensis (AB669766.1), Rhinoleucophenga punctulata
(KU728947.1), Drosophila paulistorum (MG010099.1),
Drosophila polychaeta (DQ471555.1) seklindedir. Daha
sonra COI dizileri MEGA 7.0 programina yiiklendi. Model
olarak GTG+G+I kullanildi. Baz frekanslar1 f(A)=0.277,
f(T)=0.386, f(C)=0.175, f(G)=0.161 ve +G (Gamma
distribution)=2.57,  +1=0.57  bulundu.  Maksimum
Likelihood (ML) Metodu, Tamara-Nei Modeli (1993),
Bootstrap 1000 kullanilarak filogenetik aga¢ olusturuldu
Chironomus riparius (LN894518.1)

(Sekill).
( ki Cl riparius voucher (HM137887.1)

L I‘ $23 (MH431696)

Phiebotomus syriacus (KF483674.1)
100 $22 (MH431697)
74 Phiebotomus neglectus (KY848830.1)
minimus (HQ877369.1)

Anopheles rangeli voucher (JX205120.1)
Mycetophilinae sp.(KR252181.1)

$21 (MH431698)
0 [ Exechia seriata voucher (KT364885.1)
81L Exechia seriata (KM679369.1)

sobrina (KP264798.1)
ia flicauda woucher (KU373238.1)

§24 (MH431695)

Empis woucher (KC192963.1)

28 S$12 (MH431699)
53 Rhamphomyia sp (KR972034.1)

Drosophila polychaeta DQ471565.1
D

(MG010099.1)
Rhinoleucophenga punctulata (KU728947.1)

$27 (MH431694)
Drosop (AB669766.1)

Sekil 1. S12, S21, S22, S23, S24 ve S27 Orneklerine ait
COI gen bolgeleri icin ML metodu ile olusturulan
molekiiler filogenetik agaci

4. Tartisma ve Sonuc

Hayvanlarin teshisinde COI geni yiiksek taksonomik
kategorilerden az sayida Ornek ile test edilmis, elde
kapsamli COI verisi bulunursa tiirlerin de teshis
edilebilecegi anlagilmistir [15]. Bu c¢aligmalarin ardindan
iki onemli sonuca varilmustir. Ilki, tiir i¢i mesafenin
nadiren %2’nin iizerine ¢ikmasi ve ¢ogunlukla da %1 ve
altinda goriilmesi olmustur [16]. Ikincisi, tiir ici mesafenin
%?2’nin lizerinde bulundugu gruplarin genellikle cografi
olarak izole olmus populasyonlar oldugu, ge¢miste gen
havuzunda ayrilmalar goriilmiis olabileceginin isareti
oldugunu gostermistir. Birgok tiirlin ise, taksonomik
statiisii belirgin olmayan soylar igerdigi de saptanmistir.
Sonucta bu filocografik aragtirmalar COD’in tiirleri
birbirinden aywrmak i¢in uygun bir gen bdlgesi
olabilecegini gostermistir [17].

Gegmiste yapilan bir¢ok sistematik analiz ¢alismasinda

kullanilan 12S rRNA ve 16S rRNA genleri, gostermis
olduklar1 yiiksek insersiyon ve delesyon frekansi nedeniyle
elde edilen dizilerin hizalanmasinda ve karsilastirilmasinda
biliylik zorluklara neden olmustur. Cok hiicreli tiirlerin
mitokondriyal genomlarinda bulunan 13 protein kodlayan
gen genellikle bu insersiyon ve delesyonlari igermektedir.
COI geninin diger protein kodlayan mitokondriyal
genlerden listlinliigii, metazoan tiirler ig¢in evrensel primer
ciftleri kullanilarak ¢ogaltilabilmesi ve bir¢cok farkli
taksonomik seviyede kullanilabilir bir filogenetik sinyale
sahip olmasidir. COI geninde bulunan kodonlarin {igiincii
pozisyonundaki niikleotidleri yliksek oranda substitiisyon
gostermekte ve boylece mitokondriyal rRNA genlerine
oranla ii¢ kat daha yiiksek molekiiler evrim hizina sahip
olarak degerlendirilmektedirler. Bir bagka 6nemli nokta da
COI geninde gergeklesen evrimin, yakin tiirlerin ayrimina
imkan taniyan ve cografik yapi ile iliskilendirilebilen tiir
igi  varyasyonu ortaya koyabilecek bir hizda
gerceklesmesidir [15, 18- 20].

Sonug olarak, yapilan bu ¢aligmada, Kocaeli Ydresinde
dogal ortamlarindan toplanilan gesitli Diptera (Insecta)
tiirleri, DNA barkod geni olan Sitokrom Oksidaz Altiinite I
(COI) geni ile molekiiler diizeyde karakterize edilmeye
cahigtlmistir.  Ornegimiz S12’nin  (MH431698), NCBI
BLASTta incelendiginde, %90 oraninda Rhamphomyia
cinsine ait oldugu gorilmistiir. Tir bazinda tanimlama
yapilamamistir. Ornegimiz S21°nin  (MH431698) %99
benzerlikle Exechia seriata, S22°nin (MH431697) ise %97
benzerlikle Phlebotomus neglectus oldugu tespit edilmistir.
Orneklerimiz S23 (MH431696) ile S24’iin (MH431695)
%99  benzerlikle riparius  olduklari
goriilmiistiir. Ornegimiz S27 ise %87 oraninda Drosophila
tsukubaensis’a benzerlik gdstermistir. Bununla birlikte,
S27’nin Symplecta hybrida, Rhinoleucophenga punctulata,
Phortica longipensis, Palloptera ustulata, Drosophila
latifshahi, Drosophila paulistorum ve Drosophila polycheta
tirleri ile olan benzerlik orant %86’dir. S27°nin daha
spesifik tespiti i¢in farkli bir DNA barkod geni
kullanilmasi 6nerilmektedir.

Chironomus
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