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Böcek sistematiğinde moleküler markörlerin kullanımı  

Usage of molecular markers in insect systematics 

Nurper GÜZ 1*   Neşet KILINÇER 1 

Summary 

Insect systematics is based on morphological characters. However, molecular marker systems have been 

developed in recent years especially in order to discriminate closely related species and in order to identify the 

species which couldn’t be distinguished by systematic methods currently employed. Molecular markers can be 

divided into DNA markers and protein markers. DNA markers have been widely used due to the disadvantages of 

allozymes and isozymes which can be referred as protein markers. In this review preservation of samples for DNA 

analysis are summarized and widely used molecular techniques are described. The current techniques are compared 

to each other as well as the advantages and disadvantages of these techniques are discussed. Furthermore target 

genes used in DNA sequence analysis and their potentials in systematic research have been overviewed.  
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Özet 

Böcek sistematiği çalışmalarında yaygın olarak morfolojik karakterler kullanılmaktadır. Ancak son yıllarda 

özellikle klasik sistematik uygulamalarında tanıları yapılamayan ya da birbirinden ayrılamayan türlerin tanılarında 

kullanılmak üzere moleküler markör sistemleri geliştirilmiştir. Moleküler markörleri, protein markörleri ve DNA 

markörleri olarak ikiye ayırmak mümkündür. Allozimlerin ve izozimlerin kullanıldığı protein markörleri bir takım 

dezavantajlarından dolayı yerini DNA markörlerine bırakmıştır. Bu derlemede entomoloji alanında DNA temelli 

çalışmalarda kullanılacak örneklerin muhafaza edilmesinden başlayarak DNA markörlerinin analizinde yaygın olarak 

kullanılan moleküler teknikler açıklanmış, mevcut teknikler birbirleriyle kıyaslanarak avantajları ve dezavantajları 

tartışılmıştır. Son olarak günümüzde DNA dizi analizinde kullanılan hedef genler hakkında bilgi verilerek bu genlerin 

sistematik çalışmalarda kullanım olanakları açıklanmıştır. 
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Giriş 
Böcekler dünyada önemli bir yaşam formunu temsil ederler. Çöllerden Antartika’ya kadar, hemen 

hemen tüm ekosistemlerde geniş bir dağılım gösterirler. Böceklerin bu şekilde geniş dağılım göstermesi, 
onların iyi bir ekolojik adaptasyona sahip olduklarını gösterir. Böceklerin bu biyolojik başarıları, inanılmaz 
vücut yapıları, büyüklükleri, çiftleşme stratejileri, beslenme ve davranışlarındaki adaptasyon yetenek-
lerinden kaynaklanır. 

Böcekler ipek, bal ve bal mumu (wax) gibi faydalı ürünler üretip, bitkilerde tozlaşmayı sağlar ve 
zararlı böceklere karşı doğal düşman olarak görev yaparlar. Ancak böcekler aynı zamanda bitkilere zarar 
verir, ölümcül hastalıkların yayılmasında vektör olarak görev yaparlar. Böceklerin bu kadar yaygın olma 
nedenleri, hangi genlerin ve hangi genetik mekanizmaların böceklerin yaşam formlarını düzenledikleri ve 
en önemlisi insanları doğrudan ve dolaylı olarak nasıl etkiledikleri bugüne kadar üzerinde çalışılan konular 
olmuştur. Böceklerin çevreyle olan karmaşık ilişkilerinin de etkisiyle böcek popülasyonları davranış ve 
morfolojileri bakımından birbirlerinden çok farklılık göstermektedir. Bu nedenle böceklerin evrimi ve 
dağılımlarını anlamak için böcek sistematiği çalışmaları oldukça önemlidir.  

Böceklerin sınıflandırılması günümüzde çeşitli sistematik karakterler kullanılarak yapılmaktadır. 
Bunlardan en yaygın olanı morfolojik karakterlerdir. Bazı böceklerde vücut kısımlarının ayrı ayrı ölçülmesi 
ve birbirine oranlanmasına dayalı sınıflandırmadan da yararlanılmaktadır. Böcek sistematiği 
uygulamalarında bir dönem böceklerin belli bir organının ya da bölgesinin detaylı yapısının incelenmesine 
dayanan elektron mikroskop teknikleri de kullanılmıştır. Ancak çok pahalı olmasından dolayı pek rağbet 
görmemiştir. Son yıllarda böceklerin sınıflandırılmasında moleküler tekniklerin kullanımı, böcek 
sistematiğine yeni bir boyut kazandırmıştır. 

Böcek sistematiğinde kullanılan moleküler markörleri DNA markörleri ve protein markörleri olarak 
ikiye ayırabiliriz. Proteinler için allozim elektroforezi kullanılırken, DNA çalışmaları için RAPD (Random 
Amplified Polymorphic DNA, Rastgele Çoğaltılmış Polimorfik DNA), AFLP (Amplified Lenght 
Polymorphism, Çoğaltılmış Parça Uzunluk Polimorfizmi), SSR (Simple Sequence Repeat, Basit Dizi 
Tekrarları), RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism, Polimeraz Zincir Reaksiyonu Restriksiyon 
Parça Uzunluk Polimorfizmi) ve DNA Dizi Analizi gibi teknikler kullanılmaktadır (Hoy, 2003).  

Protein markörleri 
Moleküler markörlerden ilki protein markörleridir. DNA teknolojisi kullanımından önce elektroforetik 

enzim analizleri tür içi ve türler arası genetik varyasyon araştırmalarında yaygın bir yöntem olarak 
kullanılmıştır (Richardson et al., 1986; Dawah, 1989; Kimani-Njogu et al., 1998; Atanassova et al., 1998). 
Elde edilen allel frekanslarının analizi türler arası ya da bir türün farklı popülasyonları arasındaki genetik 
uzaklığın hesaplanmasına imkan vermiştir (Cameron et al., 1984; Pinto et al., 1992; 2003; Pintureau, 
1993). Protein markörleri olarak allozimler ve izozimler kullanılır. Allozim ve izozimlerin sistematik ve 
popülasyon genetiğinde kullanımları 1960’ların ortasında başlamıştır (Hubby & Lewontin, 1966; Lewontin 
& Hubby, 1966). Allozimler aynı genin farklı allellerinin ürünüdür. İzozimler ise farklı genler tarafından 
üretilen ve farklı lokusları temsil eden enzimlerdir. 

Allozim elektroforez tekniği kısaca şöyle özetlenebilir.  

1. Örneklerin saklanması: Enzimlerin hassas olması ve çalışmaların uzun süreli olması nedeniyle 
mümkün olabildiğince taze örnekle çalışılmalı ya da çalışması planlanan örnekler -70ºC’de 
saklanmalıdır.   

2. Örneklerin homojenizasyonu: Örnekler ekstraksiyon sıvısı içerisinde homojenize edilir. 
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3. Jelin hazırlanması: Belli oranlarda hazırlanacak olan nişasta incelenecek olan enzimlere 
spesifik jel tamponu içinde çözülerek hazırlanır. Jel matriksi olarak poliakrilamid ya da selüloz 
asetat da kullanılabilir. 

4. Elektroforez: Elektroforez tankının bölmelerine kullanılacak enzimlere spesifik olan elektrot 
tamponu doldurulur. İncelenecek enzime spesifik olacak şekilde elektroforez işlemi gerçekleştirilir. 

5. Histokimyasal boyama: Her bir enzim için farklı reaksiyon karışımları hazırlanarak boyama yapılır. 

6. Jel fiksasyonu: Jel enzim bantlarının görüntülenmesinden sonra, fiksasyon solüsyonu ile yıkanır. 

7. Sonuçların değerlendirilmesi: Elde edilen bantlar görüntülenir ve gözlenen bant kalıpları çizilir. 
Enzimlerin anoda en yakın olanından başlanarak, yavaş ve hızlı hareket edenlere farklı harfler 
verilir ve sonuçlar değerlendirilir. 

Negatif elektrik yüküne sahip olan proteinler elektriksel bir alandan geçirildiklerinde negatiften 
başlayarak pozitif elektriksel alana doğru ilerlerler, yani bir başka deyişle katottan anoda doğru göç 
ederler. Allozim ve izozimler jelde yürütüldüklerinde birbirlerinden farklı görünürler; çünkü büyüklükleri ve 
elektrik yükleri birbirlerinden farklıdır. Allozimlerin poliakrilamid jelde yürütülmesi sonucunda ortaya çıkan 
görüntü belli bir genin farklı allellerini ayırt etmede kullanılır. Aynı şekilde izozimlerin jelde yürütülmesiyle 
elde edilen bantların kıyaslanmasıyla farklı popülasyonlar arasındaki genetik varyasyonu saptamak 
mümkündür. 

Loxdale & Brookes (1990) Sitobion fragariae (Walker) (Hemiptera: Aphididae) popülasyonlarının 
allozim frekanslarını inceleyerek yaprakbiti populasyonlarının yapısını ve populasyonlar arasındaki gen 
akışını belirlemişlerdir. Pek çok araştırıcı Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) türlerinin 
sistematiğinde allozim varyasyonundan yararlanmıştır (Hung & Huo, 1985; Pinto et al., 1992; 1993; 2003; 
Pintureau, 1993; Burks & Pinto, 2002). Ayrıca bal arılarındaki enzim polymorfizmleri incelenerek farklı 
bölgelerden toplanan arı ırkları arasındaki genetik varyasyon saptanmıştır (Nunamaker & Wilson, 1980; 
Gartside, 1980; Sheppard & Berlocher, 1984; Nunamaker et al., 1984; Badino et al., 1985; 1988; 
Sheppard 1988; Kandemir & Kence, 1995; Kandemir et al., 2000). 

Allozim elektroforezinin bazı avantajları ve dezavantajları vardır. Bunları şu şekilde özetlemek 
mümkündür (Gomez, 1988). 

Allozim elektroforezinin avantajları 

1. Elde edilen veriler objektiftir ve kolaylıkla ölçülebilir.  

2. Elde edilen veriler bir genetik varyasyonun sonucudur [Böylece fenotipik özelliklerden (fizyolojik 
değişiklikler gibi) etkilenmez]. 

3. Aynı anda çok sayıda bireyin analizine imkân verir. 

4. Heterezigot ve homozigot bireylerin ayrılmasını sağlar. 

5. Elde edilen varyantlar genom içerisine yayılmış farklı lokuslardaki bağımsız Mendel polimor-
fizmlerini açığa çıkarır. Bu varyasyonlar sistematik ve popülasyon ekolojisi gibi çalışmalarda 
moleküler markörler olarak kullanılabilirler. 

6. Diğer moleküler yöntemlere göre daha az zamanda sonuç verir ve daha ucuzdur. 



Böcek sistematiğinde moleküler markörlerin kullanımı 

128 

Allozim elektroforezinin dezavantajları 

1. Sadece yapısal genler incelenebilir. 

2. Bazı varyasyon gösteren allozimler seleksiyon baskısı altında olabilir ki, bu durumda zayıf bir 
genetik markör ortaya çıkar. 

3. Bu yaklaşımla genler arasındaki potansiyel pek çok farkın saptanması her zaman mümkün 
olmayabilir. Örneğin bazı aminoasit değişimleri elektrik yüklerini değiştirmeyebilir. Böyle bir 
durumda bir araştırıcı farklı elektroforetik mobiliteye sahip proteinlerin farklı olduğunu 
savunurken diğer araştırıcı tam tersine aynı mobiliteye sahip proteinlerin benzer amino asit 
dizisine sahip olmadıklarını düşünebilir. 

4. Bazı enzimlerin lokusları ya da allellerinin tanımlanması bazen zor olabilir. 

5. Bazı enzimler sadece belli dokularda bulunabilir. 

6. Enzimatik aktiviteyi saptamak için denatüre olmamış materyal gerekir. Bunun için her zaman 
canlı materyal ya da dondurulmuş materyalin kullanılması daha uygundur. Aynı zamanda bu 
metod çok sayıda örnek gerektirebilir.  

DNA markörleri 
Protein markörlerinin belirtilen dezavantajlarından dolayı DNA temelli markör sistemleri 

geliştirilmiştir. DNA markörleriyle protein markörlerinden daha fazla polimorfizm elde edildiği saptanmıştır 
(Behura, 2006). Bunun temel nedeni DNA bölgesinin intronlarında yer alan mutasyonların DNA 
seviyesinde protein seviyesinden daha fazla değişiklik göstermesidir. Ayrıca DNA örnekleri proteinlere 
göre daha stabildir. Bunun üzerine DNA markörleri türler arasındaki genetik farklılığın ölçümünde yaygın 
hale gelmiştir (Loxdale & Lushai, 1998; Heckel, 2003; Avise, 2004).  

DNA temelli analizlerde kullanılacak böcek örneklerinin muhafaza edilmesi 

Moleküler çalışmalarda kullanılacak böceklerin uygun olmayan koşullarda saklanması DNA 
kalitesinde ve miktarında azalmaya neden olacaktır. Bu tür örneklerle yapılacak olan PCR ve benzeri 
deneylerde sorun yaşanabilir. Uygun sıcaklıkta saklanmayan örnekler zamanla bozulabilir. Bu durum, 
istenilen miktar ve saflıktaki DNA’nın izole edilmesini engeller. PCR deneylerinde yeterince saf olmayan ve 
düşük miktarda DNA örneklerinin kullanımı hedef gen bölgesine primerin bağlanma verimini düşürebildiği 
gibi PCR reaksiyonu için yüksek miktarda DNA kullanılmasını gerektirebilir. Bu nedenle en ideali böceklerin 
önce sıvı azot içerisinde öldürülüp deneylerde kullanılıncaya kadar -80oC’de saklanmasıdır (Post et al., 
1993; Reiss et al., 1995; Dillon et al., 1996). Böylece böceğin sıvı azot içerisinde hızlı ölümü, DNA’sının 
DNase enzimi tarafından parçalanmasını azaltır. Ancak özellikle arazi koşullarında böcekleri optimal 
koşullarda öldürmek ve saklamak her zaman mümkün olmayabilir. Bu nedenle böcek DNA’sının daha az 
zarar göreceği alternatif saklama koşulları önerilmiştir (Dessauer et al., 1996). Bunlardan ilki örneklerin %95 
ya da %100 etanol içerisinde saklanmasıdır (Stern, 1994; Austin & Dillon, 1997). Ancak %95 etanolün 
altındaki koşullarda saklanması genellikle önerilmez çünkü böcek vücudundaki su etanolü seyrelteceği için, 
bu durum DNA’nın parçalanmasına neden olabilir. Bazı araştırıcılar böcek örneklerini %100 etanol 
içerisinde öldürdükten sonra 5 derecede muhafaza etmiş ve DNA izolasyonu sonucunda iyi kalitede DNA 
elde etmişlerdir (Catzeflis, 1991). Etanolün dışında aseton, 2-propanol, dietil eter, etil asetat içerisinde 
böceklerin 6 aya kadar saklanabileceği bulunmuştur (Fukatsu, 1999). Kuru örnekler ise özellikle hedef 
DNA’nın kısa bölgelerinin çoğaltılacağı ve DNA’nın bol miktarda bulunduğu deneylerde kullanılabilirler. 
Ancak tek kopyalı genlerin uzun DNA fragmanlarını kuru örneklerden çoğaltmak oldukça güç olabilir. Aynı 
şekilde metanol, kloroform ve düşük konsantrasyonda etanol içerisinde saklanan örneklerin DNA 
çalışmalarında kullanımı iyi sonuçlar vermemiştir (Post et al., 1993). 
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DNA markörlerinin kullanıldığı moleküler teknikler 
PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) 

Rekombinant DNA teknolojisi 1970’lerin başında geliştirilmiş ve takip eden yıllarda genetikçilerin ve 
moleküler biyologların araştırmalarında bir devrim yaratarak, biyoteknoloji endüstrisinde patlamaya neden 
olmuştur (Jackson et al., 1972; Lobban & Kaiser, 1973; Cohen et al., 1973). Ardından polimeraz zincir 
reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR) adı verilen teknik geliştirilmiş ve biyolojik araştırmalarda 
hızlı bir şekilde yerini almıştır (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986; Mullis & Faloona, 1987; Mullis, 1990). 
PCR, hücreden arındırılmış bir yöntem olarak, DNA klonlamasını kolaylaştırarak, rekombinant DNA 
araştırmalarının güçlü bir tekniği olmuştur. PCR analizi, moleküler biyoloji, insan genetiği, evrim, gelişim, 
adli vakalar ve sistematik çalışmalar gibi pek çok disiplinde uygulama olanağı bulmuştur.  

PCR, DNA molekülleri topluluğunda, özgül hedef DNA dizilerinin doğrudan çoğaltılmasına dayanır 
ve bu yöntemin uygulanabilmesi için, yok denecek kadar az miktarda DNA bile yeterlidir. PCR 
reaksiyonunun gerçekleşmesi için gerekli maddeler; kalıp DNA, primerler, dNTP karışımı, Taq DNA 
polimeraz enzimi, Mg+2 ve PCR tampon çözeltisidir. PCR ile belli bir bölgeyi çoğaltabilmek için, hedef 
DNA’nın nükleotid dizisi hakkında bazı bilgiler gerekir. Bu bilgi, tek zincir haline getirilmiş DNA’ya 
bağlanacak olan iki oligonükleotid primerin sentezi için kullanılır. Bu primerler, çoğaltılacak tek zincirli 
DNA molekülündeki tamamlayıcı dizilerle hibridize olur. Isıya dayanıklı Taq DNA polimeraz enzimi 
sayesinde, çalışılan DNA’daki hedef bölgenin sentezi sağlanır.  

PCR reaksiyonunda gerçekleşen olaylar kısaca şu şekilde anlatılabilir. İlk adımda çoğaltılacak olan 
DNA denatüre edilerek, yani 95 dereceye kadar ısıtılarak, tek zincir haline getirilir. Daha sonra sıcaklık 
genelde 50oC ila 70oC arasında bir değere düşürülür ve primerlerin tek zincir haline getirilmiş DNA’ya 
bağlanması sağlanır. Bu primerler, kalıp DNA’nın sentezi için, başlangıç noktası olarak görev yaparlar. 
PCR reaksiyonuna Taq DNA polimeraz ilave edilir ve DNA sentezi 70oC ila 75oC arasındaki sıcaklıklarda 
gerçekleşir. Polimeraz enzimi nükleotidleri 5’ucundan 3’ucuna doğru ekleyerek primerlerin uzamasını 
sağlar ve hedef DNA’nın iki zincirli kopyasını oluşturur. Yeni DNA zincirlerinin sayısı her döngüde iki 
katına çıkar ve yeni zincirler bir sonraki döngüde kalıp görevi görürler. Belli basamaklardan oluşan PCR 
reaksiyonunda; kalıp DNA çift zincirinin yüksek sıcaklıkta birbirinden ayrılması (denaturation), primerlerin 
komplementer dizilere bağlanması (annealing) ve polimeraz enzim aktivasyonu ile zincirin uzaması 
(extension) şeklinde meydana gelen olayların tümüne “döngü”adı verilir. PCR reaksiyonları “thermocycler” 
adı verilen PCR cihazlarında, önceden döngü sayısı ve sıcaklıkları belirlenen programlarla, otomatik 
olarak gerçekleştirilir. PCR analizi sonucunda elde edilen ürünlerin görüntülenmesi amacıyla jel 
elektroforezi yöntemi kullanılır. Elektroforez cihazı farklı moleküler ağırlıktaki DNA, RNA ve proteinlerin bir 
elektriksel alan etkisiyle hareket etmelerini sağlar. Örnekler gözenekli bir jel üzerine yüklendikten sonra, 
elektrik akımını geçiren bir çözeltinin içinde bulunduğu elektroforez tankı içerisinde yürütülür. Moleküller 
elektrik akımının etkisiyle zıt polaritedeki elektroda doğru hareket ederler. Küçük moleküller büyük 
moleküllere göre jelde daha hızlı yol alır. PCR ürünlerinin görüntülenmesinde yaygın olarak agaroz jel 
elektroforezi kullanılır ve ortaya çıkan bantlar etidyum bromür yardımıyla ultraviyole ışık altında 
görüntülenir. Moleküler ağırlığı küçük olan PCR ürünlerinin ayrılmasında Poliakrilamid jel elektroforezi 
(PAGE) tercih edilirken, protein çalışmalarında Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi 
(SDS-PAGE) kullanılır. Elektroforez sonrası elde edilen bantlar genellikle Coomassie Brilliant Blue (CBB) 
veya gümüş boyama yöntemleri ile görüntülenir. 

RFLP (Restriksiyon Parça Uzunluk Polimorfizmi)  

Sistematik çalışmalarda kullanılan yöntemlerden birisi RFLP adı verilen restriksiyon parça uzunluk 
polimorfizmidir. Bazı genler üzerinde, özellikle kodlayıcı olmayan bölgelerde nükleotid dizilerinde farklılık 
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görülebilir. Bu özel bölgelerdeki nükleotid değişiklikleri, tek bir nükleotid çiftinde değişiklik veya bir ya da 
birden fazla nükleotid çiftinin çıkarılması (delesyonu) veya araya sokulması (insersiyonu) şeklinde görülür. 
Bu durum bir restriksiyon enziminin kesim noktasını ortadan kaldırabilir ya da yeni bir kesim noktası 
yaratabilir. Bu şekilde yaratılan bir restriksiyon bölgesi bir kromozomda bulunur, diğer homolog 
kromozomda bulunmazsa, bu iki kromozom üzerindeki restriksiyon parçaları membrana aktarılan 
profillerin analizi ile birbirlerinden ayırt edilebilir (Jeffreys et al., 1985 a, b).  

Bu yöntemde DNA ekstraksiyonundan sonra DNA uygun restriksiyon enzimleri ile kesilerek, jel 
elektroforezi kullanılarak kesilen DNA bantları birbirinden ayrılır. Daha sonra jeldeki DNA bir membrana 
aktarılarak, radyoaktif ya da radyoaktif olmayan bir prob ile işaretlenir. Bağlanmayan problar yıkanarak 
elde edilen bantlar röntgen filminde ya da özel cihazlarda görüntülenir. Bu yöntem daha iyi bir rezolüsyon, 
yani çözünürlük ve daha fazla değişkenlik elde etmek için kullanılır. Ancak benzer işlemler prob 
kullanılmadan da yapılabilir. RFLP analizi fazla miktarda ve saflık derecesi yüksek olan DNA gerektirdiği 
için küçük böcek örneklerinden her bir bireye özgü DNA’nın izole edilmesinde sorunlar yaşanabilmektedir. 
Bunun yanı sıra fazla sayıda böcek örneğinin RFLP yöntemiyle analiz edilmesinin zaman alıcı ve pahalı 
olabileceğine dikkat çekilmiştir (Hoy, 2003).  Bu nedenle geleneksel RFLP analizinin modifiye edilmesiyle 
ortaya çıkan PCR-RFLP yönteminde belirtilen olumsuzlukların ortadan kaldırılması hedeflenmiştir (Karl & 
Avise, 1993). Böylece küçük örneklerden ve tek bir bireyden elde edilmiş az miktardaki DNA’nın PCR 
yoluyla çoğaltılmasına olanak veren bu yöntemde işaretlenmiş proba ihtiyaç duyulmaz. PCR-RFLP analizi 
PCR yoluyla belli bölgesi çoğaltılmış DNA’nın restriksiyon enzimleri ile kesilmesinin ardından agaroz jelde 
veya poliakrilamid jelde yürütülerek polimorfik bölgelerinin saptanmasına dayanmaktadır. PCR-RFLP 
analizi için literatürde primer bilgisinin mevcut olmadığı durumlarda gen bankasından hedef genin dizisine 
ulaşılabilir. Bu amaçla kullanılabilicek veri tabanları mevcuttur (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/; 
http://www.ebi.ac.uk/embl/; http://www.ddbj.nig.ac.jp/). Dizileri belirlenmiş genlere ait primerler 
tasarlanarak PCR aşamasında kullanılabilir ve uygun restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu 
gerçekleştirilebilir. Restriksiyon enzimlerinin belirlenmesi için ‘Webcutter 2.0’ ya da ‘NEBcutter V2.0’ gibi 
in siliko analiz programlarından yararlanılabilir (Maarek et al., 1997, Vincze et al., 2003). 

Böcek sistematiği çalışmalarında PCR-RFLP yöntemi klasik RFLP yönteminden daha yaygın 
olarak kullanılmıştır (West et al., 1997; Naegele et al., 2006; Alam et al., 2007; Behere et al., 2008; Rung 
et al., 2009; Chen & Dorn, 2009; Hirsch et al., 2010; Chua et al., 2010; Omondi et al., 2011). Özellikle 
insektisit direncinden kaynaklı mutasyonların belirlenmesinde büyük kolaylık sağlayan PCR-RFLP 
tekniğinde (Cassanelli et al., 2005; Hsu et al., 2006; Carletto et al., 2010;Yewhalaw et al., 2011) konukçu 
bitkiden kaynaklı genetik varyasyonun incelenmesi (Saldamando & Velez-Arango, 2010), Bemisia tabaci 
(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) biyotiplerinin belirlenmesi (Bosco et al., 2006) ve böcek 
simbiyontlarının belirlenmesinde faydalanılmıştır (Aksoy et al., 1997; Mitsuhashi et al., 2002; Kikuchi & 
Fukatsu, 2003; Graham et al., 2008). 

RAPD (Rasgele Çoğaltılmış Polimorfik DNA) PCR 

DNA’yı oluşturan bazı bölgeler genom içerisinde aynı nükleotid dizilerinin tekrarlanmasından 
meydana gelir. Bu dizilerin tekrarlanma sıklıklarındaki farklılıklar yeni varyasyonları ortaya çıkarır. Tür 
içerisinde ve türler arasındaki genetik varyasyonu DNA düzeyinde belirlemek için RAPD-PCR tekniği 
geliştirilmiştir (Williams et. al., 1990; Welsch & McClelland, 1990). Bu teknikte 6-10 nükleotid 
uzunluğundaki rastgele (random) primerlerin genom üzerindeki bazı bölgelere rastgele uyum sağlanması 
beklenir. Çoğaltılan DNA fragmanları agaroz jel ya da ayrım gücü daha yüksek olan poliakrilamid jel 
elektroforezi yardımıyla, molekül büyüklüklerine göre jelde farklı büyüklükte RAPD bantları verecek 
şekilde birbirinden ayrılır. Bantların var ya da yok olma durumuna bağlı olarak polimorfizmden söz edilir. 
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Diğer PCR uygulamalarının aksine bu teknikte her bir PCR reaksiyonunda bir çift primer yerine tek primer 
kullanılır (Williams et al., 1990).  

RAPD tekniğinin avantajları: 

1. Çabuk sonuç verir. 

2. Ucuzdur. 

3. Az iş gücü gerektirir. 

4. Polimorfizm oranı yüksektir. 

5. En önemlisi az ve düşük kalitede DNA örneklerinde bile sonuç verir. 

RAPD tekniğinin dezavantajları: 

1. Güvenirliliği sınırlıdır (Black, 1993). PCR koşulları değiştiğinde farklı sonuçlar verebilir; hatta 
örneklerin saklanma koşulları bile sonuçları etkileyebilir (Muralidharan & Wakeland, 1993; 
Schierwater & Ender, 1993). RAPD-PCR sonuçlarının tekrarlanabilirliği laboratuvardan 
laboratuvara değişebilmektedir (Black, 1993; Kazmer et al., 1995; Taylor & Szalanski, 1999; 
Hoy et al., 2000). 

2. Bu yöntem genomlardaki rastgele bölgeleri çoğalttığı için, iki tür arasındaki benzer büyüklükteki 
fragmanlar homolog olmayabilir (Haymer, 1994). 

3. Özellikle popülasyon çalışmalarında güvenirliliği az olduğu için tercih edilmez. 

4. Nadir de olsa örneklerde bakteriyel kontaminasyon sonucu farklı bantlar çıkabilir (Black, 1993).  

Ancak RAPD’in güvenilir bir biçimde uygulanması için örneklerin toplanması, DNA izolasyonları ve 
PCR koşullarının standart olması gerekir. RAPD PCR deneylerinden elde edilen sonuçların DNA dizi 
analizi yöntemi, SSCP yöntemi (Single Strand Conformation Polymorphism, Tek Sarmal Konformasyon 
Polimorfizmi) (Vaughn & Antolin, 1998; Sunnucks et al., 2000) ya da hibridizasyon deneyleriyle (Cognato 
et al., 1995) bant homolojileri kontrol edilebilir. RAPD-PCR sonucu elde edilen farklı bantlar kesilerek 
klonlanabilir ve DNA dizi analizi yapılabilir. Elde edilen dizilerin kullanılmasıyla SCAR (Sequence 
Characterized Amplified Region, Amplifiye Edilmiş Karakterize Dizi Bölgesi) primerleri tasarlanarak tekrar 
PCR yapılır. Bunun sonucunda allel spesifik PCR ürünleri elde edilebilir (Paran & Michelmore, 1993; 
Behura et al., 1999; Sylvain et al., 2000).  

RAPD-PCR tekniği kullanılarak böcek popülasyonları arasındaki genetik varyasyonun belirlendiği 
çok sayıda çalışma bulunmaktadır (Black et al., 1992; Williams et al., 1992; Haymer & McInnis, 1994; Lou 
et al., 1998; Pornkulwat et al., 1998; De Sousa et al., 1999; Bas et al., 2000; Gadelhak & Enan, 2005). 
RAPD markörlerinden yararlanılarak bazı böcek türlerinde linkaj (bağlantı) haritaları oluşturulmuştur (Hunt 
& Page, 1995; Yasukochi, 1998; Beeman & Brown, 1998; Nishimori et al., 2000; Yezerski et al., 2003). 
Yaprakbitlerinde konukçu bitkiden kaynaklanan genotipik varyasyon RAPD tekniği ile belirlenmiştir 
(Vanlerberghe-Masutti & Chavigny, 1998; Lushai et al., 2002). Böceklerde insektisit direncine neden olan 
genlerin tanımlanması ve haritalanması sırasında RAPD- PCR tekniğinden yararlanılmıştır. Edwards & 
Hoy (1995) pestisitlere dirençli ve hassas yaprakbiti parazitoit popülasyonlarının salımdan sonraki 
durumlarını RAPD markröleri ile izlerken, Schlipalius et al., (2002) fosfin gazına yüksek oranda direnç 
geliştirmiş Rhyzopertha dominica (Fab.) (Coleoptera: Bostrichidae) popülasyonunun dirençten sorumlu iki 
lokusunu tanımlamışlardır. Ayrıca halk sağlığında paraziter hastalıklara vektörlük yapan böceklerin 
hastalık yayma yetenekleri RAPD markörleri ile belirlenmiştir (Pinto et al., 1998; Bosio et al., 2000). 
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Böceklerde tritrofik ilişkilerin anlaşılmasında spesifik RAPD lokuslarından elde edilmiş SCAR markörle-
rinden yararlanılmıştır (Agusti et al., 1999; 2000). Bunlara ek olarak böcek davranış çalışmalarında RAPD 
PCR tekniği kullanılmıştır (Apostol et al., 1994; Hunt et al., 1998; Bustamante et al., 2002). 

AFLP (Çoğaltılmış Parça Uzunluk Polimorfizmi) 

RFLP ve RAPD tekniğinin bir takım dezavantajları üzerine AFLP tekniği geliştirilmiştir. Bahsedilen 
bu tekniklerin tümüne aynı zamanda ‘DNA fingerprinting’ adı verilen ‘DNA parmak izi analizleri’ 
denilmektedir. Klasik hibridizasyona dayalı parmak izi tekniği, yani RFLP, genomik DNA’nın restriksiyon 
enzimleri ile kesilmesinden sonra elde edilen DNA fragmanlarının Southern hibridizasyonu ile 
polimorfizmlerin belirlenmesidir. PCR’a dayalı parmak izi tekniği yani RAPD’de ise polimorfik olan DNA 
fragmanlarının rastgele primerler ile çoğaltılarak belirlenmesidir. AFLP ise bu iki stratejinin birleşiminden 
ortaya çıkmış bir tekniktir. Yine örnekler arasındaki polimorfizmleri belirlemek için kullanılır. Aynı zamanda 
spesifik bir DNA’nın kimlik tespiti için ya da örnekler arasındaki akrabalığı belirlemede kullanılabilir. 
AFLP’nin bir diğer kullanım alanı ise moleküler markörlerin tanımlanması ve genetik lokusların 
haritalanmasıdır. 

AFLP tekniği DNA’nın restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonrası elde edilen DNA parçalarının ön 
seçici ve seçici PCR aşamaları ile çoğaltılmasına dayanır (Vos et. al., 1995). Bu teknikte önce DNA iki 
restriksiyon enzimi ile kesilir. Daha sonra kesilen DNA fragmanlarına adaptör olarak isimlendirilen 
oligonükleotidler bağlanır. Elde edilen DNA fragmanları farklı primerlerle PCR yoluyla çoğaltılır. Burada iki 
aşamalı PCR yapılır. İlk aşamada her iki uçtan DNA kesim enzimlerinin tanıdığı diziden sonraki ilk 
nükleotide göre seçici çoğaltımın yapıldığı pre-amplifikasyon yapılır. Asıl amplifikasyonda, pre-
amplifikasyondan elde edilen parçaların kullanımıyla kesim enzimi tanıma yerinden sonraki ikinci ve 
üçüncü nükleotidler için seçici üretim yapılır. Bütün primerler sentetik uçların nükleotid dizilişini de taşıdığı 
için üretim oldukça spesifik şartlarda yapılmış olur. Çoğaltılan fragmanlar gümüş boyama ile jelde ya da 
flerosan boyalar yardımıyla otomatik sekans cihazında izlenir. 

AFLP tekniğinin avantajları ve dezavantajları: 

1. Polimorfizm oranı çok yüksektir.  

2. RAPD tekniği kadar hızlı olmasa da, RFLP’den çok daha hızlıdır.  

3. Masraf, işgücü gereksinimi ve güvenirliliği açısından RAPD ve RFLP arasında yer almaktadır.  

4. Çok sayıda lokusu aynı anda ve etkili bir şekilde taraması bakımından parmak izi analizine 
uygundur. 

AFLP tekniği ilk defa ‘DNA parmak izinde yeni bir teknik’ başlığı altında Vos et al., (1995) 
tarafından tanımlanmıştır. Ardından Reineke et al., (1998) böceklerde AFLP uygulamalarında DNA 
izolasyon tekniklerini değerlendirmiştir. AFLP analizi kullanılarak farklı böcek türleri arasındaki genetik 
varyasyon incelenebildiği gibi (Kakouli-Duarte et al., 2001; Alamalakala et al., 2009; Beckert et al., 2010) 
aynı türün farklı coğrafik popülasyonlarına ait bireylerin genetik yapısını ortaya koymak mümkündür 
(Reineke et al., 1999; Suazo & Hall, 1999; Katiyar et al., 2000; Kazachkova et al., 2004; Clark et al., 
2007; Seyahooei et al., 2011; Lall et al., 2010). AFLP tekniğinde genomik DNA yerine cDNA’nın 
(komplementer DNA) kullanılmasıyla gen ekspresyonu tayini yapılabilir. cDNA genomik DNA’dan farklı 
olarak sadece ekzon bölgelerini içerdiği için ekspresyon çalışmalarına olanak verir. Örneğin farklı pirinç 
varyetelerinde beslenen Nilaparvata lugens’in (Stal) (Hemiptera: Delphacidae), arılarda kireç hastalığına 
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yol açan fungus ile enfekte olmuş Apis mellifera’nın L. (Hymenoptera: Apidae); Venturia canescens 
(Grav.) (Hymenoptera: Ichneumonidae) tarafından parazitlenen Ephestia kuehniella’nın Zell. 
(Lepidoptera: Pyralidae) genlerindeki ekspresyon değişikliği cDNA AFLP tekniği ile belirlenmiştir (Yang et 
al., 2006; Aronstein et al., 2010; Reineke & Löbman, 2005). 

AFLP markörleri genlerin haritalanması ve genom linkaj haritalarının oluşturulması için uygun 
markörlerdir (Behura, 2006). AFLP temelli linkaj haritaları Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bomycidae) (Tan 
et al., 2001); Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae) (Howthorne, 2001); Tribolium 
castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae) (Zhong et al., 2004); Ostrinia nubilalis (Hübner) 
(Lepidoptera: Pyralidae) (Dopman et al., 2004), Mayetiola destructor (Say) (Diptera: Cecidomyiidae) 
(Behura et al., 2004) ve Heliconius erato  (Linnaeus) (Lepidoptera: Nymphalidae) (Tobler et al., 2005) 
türlerinde oluşturulmuştur. Roderick (1996) böcek popülasyonlarının genetik yapısının şekillenmesinde 
coğrafik koşullar, göçler, seleksiyon, genetik sürüklenme ve gen akışı gibi faktörlerin rol oynadığını 
bildirmiştir. Gen akışından kaynaklanan popülasyonlar arası genetik çeşitliliğin belirlenmesinde AFLP 
markörlerinden yararlanılmıştır (Carisio et al., 2004; Timmermans et al., 2005; Timm et al., 2006; Krumm 
et al., 2008; Ahern et al. 2009; Seyahooei et al., 2011). AFLP tekniği aynı zamanda beyaz sinek 
popülasyonlarında genetik varyasyon ve biyotiplerinin belirlenmesinde (Cervera et al., 2000; Göçmen & 
Devran, 2002), yaprakbitlerinde fenotip özelliklerinin belirlenmesinde (Braendle et al., 2005), kelebeklerde 
erkek bireylerin dağılımının belirlenmesinde (Salvato et al., 2002) ve parazitoitlerde cinsiyet tayininin 
genetik temellerinin araştırılmasında (Reineke & Löbmann, 2005) kullanılmıştır. Özellikle sosyal 
böceklerde gözlenen bazı davranışların açıklanmasında yine AFLP markörlerinden yararlanılmıştır 
(Mendelson & Shaw, 2002; Garcia-Gonzalez et al., 2003; Arechavaleta-Velasco et al., 2003; Rueppell et 
al., 2004a, 2004b, 2009). Ayrıca insektisit direncinin genetik yapısını karakterize etmek için AFLP 
markörlerinin kullanıldığı çalışmalar mevcuttur (Hawthorne, 2001; Kazachkova 2007; Grubor & Heckel, 
2007; Kazachkova et al., 2007; Wee et al., 2008; Baxter et al., 2010; Zhou et al., 2010; Paris & Despres, 
2012). 

SSR (Basit dizi tekrarı) 

Basit tekrar dizileri kullanılarak türler arasındaki farklılık ortaya konulabilir. SSR veya mikrosatelitler 
ökaryotik genom boyunca dağılmış bulunan ve ardışık olarak tekrarlanmakta olan 2-6 nükleotid 
gruplarından oluşmaktadır. Bu gruplar örneğin (AT)n (GT)n (ATT)n şeklinde gösterilmekte ve ‘n’ ardışık 
tekrar sayısını belirtmektedir (van Oppen et al., 2000). 

Mikrosatelitleri çevreleyen DNA dizileri genellikle aynı türün bireyleri arasında korunmuş 
olduklarından, farklı genotiplerde çakışan SSR’ların PCR primerleri ile çoğaltılarak seçimine izin 
vermektedir. Ardışık SSR tekrarlarının sayısındaki farklılık PCR sonucu farklı uzunlukta bantlar ile 
sonuçlanır. Bu tekrarlar çok yakın türler arasında bile, tekrar sayılarının farklı olmasına neden olan 
mutasyonlar sebebiyle polimorfizm açısından iyi sonuçlar sağlar (Li et al., 2004).  

Bu yöntem DNA’nın farklı uçlarındaki iki mikrosatelit tekrar bölgesi arasında bulunan DNA 
segmentinin çoğaltılmasına dayanmaktadır. Farklı büyüklükteki SSR bölgelerinin çoğaltılması için 2, 3, 4 
veya 5’li mikrosatelit tekrarlarından oluşan 16-25 baz büyüklüğündeki primerler kullanılır. Enzim kesimi ve 
ligasyon gibi işlemlere gerek yoktur. Çoğaltılan PCR ürünleri jelde ya da otomatik sekans cihazında 
değerlendirilir (Nagaraju et al., 2002). 

SSR tekniğinin avantajları kodominant olması ve tekrarlanabilir olması; dezavantajları ise genom 
bilgisine ve dizi analizine ihtiyaç göstermesi olarak belirtilmiştir (Morgante & Olivieri, 1993; Lowe et al., 
2004). Ayrıca bazı mikrosatellitlerin gen regülasyonunda görev almasından dolayı bu lokusların 
filogenetik analizlerde kullanılmasının uygun olmadığı belirtilmiştir (Schlotterer, 2000; Li et al., 2002).  
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SSR’ın en önemli dezavantajı yeni markör geliştirmenin oldukça zor olmasıdır (Meglecz & 
Solignac, 1988). Genellikle yapılan çalışmalar önceki çalışmalarda bulunan SSR spesifik primerleriyle 
sınırlı kalmıştır. Çünkü yeni markör geliştirilmesi için genomik DNA klonlarının tekrarlanan oligonükleotid 
içeren problarla hibridizasyonunun yapılması, nükleotid dizilişlerinin belirlenmesi ve yan yana tekrarlanan 
yapıların başlangıç ve bitiş yerlerinden özel primerlerin geliştirilmesi gerekmektedir. Bu da oldukça fazla iş 
gücü gerektiren bir işlemdir. Ancak son yıllarda yeni nesil sekanslama teknolojisinden yararlanarak 
yaprakbitlerinde SSR markörleri geliştirilmiştir (Jun et al., 2011). Bunun yanı sıra SSR yaklaşımının 
modifikasyonu sonucunda ters konumlanmış ve çoğaltılabilir uzaklıktaki iki mikrosatellit bölgesi arasındaki 
DNA parçasının PCR yoluyla çoğaltılmasına dayalı bir teknik olan ‘ISSR (inter simple sequence repeat: 
basit tekrarlı diziler arası polymorfizm)’ tekniği geliştirilmiştir (Zietkiewicz et al., 1994). ISSR metodunda 
mikrosatellit markörlerinin aksine kullanılacak primerler için ön dizilim bilgisine gerek yoktur (Bornet & 
Branchard, 2001). 

Böcek popülasyonlarının genetik yapısının belirlenmesi amacıyla bazı çalışmalarda SSR ya da 
ISSR tekniklerinden yararlanılmıştır (Harr et al., 1998; Lanzaro et al., 1998, Schlotterer et al., 1998; 
Bonizzoni et al., 2000; Reddy et al., 1999 a, b; Li et al., 2007; Velu et al., 2008). İpek böceği, bal arısı ve 
Drosophila genomları kullanılarak mikrosatellit temelli haritalar oluşturulmuştur (Staten et al., 2004; 
Solignac et al., 2004; Miao et al., 2005). Böceklerde insektisit direncinin fenotipinin belirlenmesi, sperm 
rekabeti, böcek simbiyont ilişkisi, zararlı konukçu ilişkisinin genetik temellerinin açıklanması için SSR 
markörlerinden faydalanılmıştır (Ranson et al., 2000; Simmons & Achmann, 2000; Simon et al., 2003; 
Miller et al., 2005). Böcek davranışlarının araştırılmasında SSR markörlerinden yararlanılmıştır (Crozier et 
al., 1997; Arechavaleta-Velasco et al., 2003; Knight et al., 2005; Solignac et al., 2005; Jensen et al., 
2005; Trontti et al., 2005).  

Archak et al. (2007) tarafından böcek mikrosatellit veri tabanı (InSatDb: Insect Microsatellite 
Database) oluşturulmuştur. Bu veri tabanında genomu bilinen bazı böceklere ait mikrosatellitlerin 
büyüklükleri, genomik lokasyonları ve dizi kompozisyonları gibi bir takım bilgiler yer almaktadır.  

DNA dizi analizi 

DNA markörlerinin dizi analizi yapılarak sistematik çalışmalarda kullanılmaktadır. Bu amaçla önce 
sistematik olarak problemli türler belirlenir. Daha sonra bu türlerin ayrımında kullanılacak hedef gen 
belirlenir. Bu genlere spesifik primerler dizayn edilir. Örneklerin DNA ekstraksiyonu ve spesifik primerler 
ile PCR amplifikasyonu yapılır. Çoğaltılan gen bölgesinin DNA dizi analizi yapılır. Elde edilen diziler 
birbirleriyle kıyaslanarak filogenetik ağaç oluşturulur. Filogenetik ağaç oluştururken Neighbor-joining 
(Saitou & Nei, 1987), Maximum parsimony (Sober, 1983), UPGMA (Sokal & Michener, 1958; Murtagh, 
1984) ve Maximum likelihood (Harris & Stocker, 1998) metodlarından uygun olanı seçilerek Paup Version 
4 (Swofford, 2003) ya da Mega 4 (Tamura et al., 2007) bilgisayar programlarından yararlanılabilir. 

DNA analizinde kullanılan bölgeler 

1. Mitokondrial DNA 

2. Ribozomal DNA 

3. Satelit DNA 

4. İntronlar 

5. Nükleer protein kodlayan genler 
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Mitokondrial DNA  

Tür bazında filogenetik ilişkilerin belirlenmesinde mitokondrial DNA verileri son zamanlarda en 
yaygın kullanılan verilerdir. Mitokondrial DNA ökaryotlarda daireseldir. DNA sarmalının her iki yanında 
genler kompakt olarak dağılmıştır. Ökaryotlarda mitokondrial DNA’daki mutasyon oranları değişkendir. 
Mitokondride bazı bölgeler hızla değişirken, bazı bölgeler son derece korunmuştur. İşte bu farklı bölgeler 
farklı sistematik seviyelerin analizine imkân verir (Simon et al., 1994). Böceklerde mitokondrial DNA 
çalışmalarında en fazla DNA dizisi çıkarılmış genler sitokrom oksidaz I ve II, 12 S ve 16 S genleridir 
(Caterino et al., 2000; Hebert et al., 2003;. Shokralla et al., 2011). Behura et al. (2006)’a göre 
mitokondrial DNA markörlerinin popüler olmasının nedenleri şunlardır; 

1. Her bir hücrede binlerce mitokondri bulunur. Dolayısıyla mitokondrial DNA çok fazladır ve elde 
edilmesi çok kolaydır.  

2. Mitokondrial DNA’nın amplifikasyonu uygun olmayan koşullarda saklanmış örneklerde bile 
kolaydır.  

3. Mitokondrial DNA diğerlerine göre daha küçüktür. Hızlı evrimsel gelişme gösterir.  

4. Mitokondrial DNA genleri anne tarafından aktarılan genlerdir.  

Ribozomal RNA  

Sistematik çalışmalarda kullanılan bir diğer bölge ribozomal RNA’dır. Ribozomlar hücrenin temel 
komponentleridir. Bunlar messenger RNA’ları proteinlere çevirmekle görevlidir. Ribozomlar, ribozomal 
RNA ve proteinlerden oluşur. Bütün ribozomlar büyük ve küçük olmak üzere iki alt birimden meydana 
gelir. Ökaryotlarda büyük alt birimi 28S, 5,8S ve 5S oluştururken küçük alt birimi 18S ribozomal RNA 
oluşturmaktadır. Ribozomal RNA’lar korunmuş ve değişken bölgelere sahip olduklarından türler 
arasındaki ilişkileri açıklamak için kullanılırlar (Hillis & Dixon, 1991).  

Ribozomal RNA üzerinde tekrar dizileri yer alır ve aralayıcı DNA (spacer DNA) dizileri ile 
birbirinden ayrılır. Bunlara aynı zamanda tekrarlanan transkripsiyon birimleri de denir. Bunlar NTS (non 
transcribed spacer region), ITS (internal noncoding transcribed spacer region) ve ETS (external 
transcribed spacer) gibi bölgelerdir. Bu bölgelerde yüksek oranda polimorfizm bulunduğu için sistematik 
çalışmalarda çok sık tercih edilirler (Hoy, 2003). Ribozomal RNA ile ilgili yapılmış çalışmalar 
incelendiğinde farklı böcek takımlarında en fazla 28 S, ITS 1 ve ITS 2 bölgelerinin kullanıldığı 
saptanmıştır (Caterino et al., 2000). 

Satelit DNA  

Tekrarlı dizilerden oluşan satelit DNA bölgelerinin türlerin genetik analizinde kullanıldığı bildirilmiştir 
(Queller et al., 1993). Ancak Satelit DNA yapısının sibling türlerde farklılık göstermesinden dolayı 
moleküler analizlerde markör olarak kullanılması uygun bulunmamıştır (Bachmann et al., 1993). 

İntronlar 

DNA’da mRNA ve protein kodlanmasına katılmayan dizilere “intron” adı verilir. Tek kopyalı nükleer 
genlerdeki intronların sistematik çalışmalarda kullanılması önerilmiştir. Ancak türler arasındaki varyasyon 
intronların sistematik çalışmalarda kullanımını sınırlamıştır (Villablanca et al., 1998). 

Nükleer Protein Kodlayan Genler 

Böcek moleküler sistematiğinde protein kodlayan lokusların bazıları incelenmiş ve bunlardan 
yaygın olarak EF-1 α geninin kullanıldığı bildirilmiştir (Belshaw & Quicke, 1997; Cho et al., 1995; Mitchell 
et al., 1997; Reed & Sperling, 1999).  
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Nükleer protein kodlayan genlerin dezavantajları şu şekilde sıralanmıştır (Fang et al., 1997; 
Danforth & Ji, 1998): 

1. Bu genler düşük kopya sayısına sahiptirler. Bundan dolayı PCR yoluyla çoğaltılmaları güçtür.  

2. Bu genlerin pek çoğu büyük intronlar içerir. Bu nedenle birden fazla ekzon bölgesini çoğaltmak 
RT-PCR analizini gerektirir.  

3. Pseudogenler problem yaratabilir. 

Sonuç olarak son yıllarda moleküler markörler kullanılarak böcekler arasındaki genetik ilişkiler, 
filogenetik, popülasyon dinamikleri, böceklerin gen ya da genom haritalanması konularında yapılan 
çalışmalar hız kazanmıştır. Böcek sistematiğinde ve biyolojik zenginliklerin envanterinin yapılmasında 
moleküler teknikler önemli rol oynamaktadır ve gelecekte de oynayacaktır. Günümüzde entomolojide 
kullanılan moleküler markörlerin geliştirilmesi için daha kesin ve etkin sonuçlar vermesi, daha az maliyette 
genotipleme metodlarının geliştirilmesi için çalışmalar sürdürülmektedir. Ülkemizde böcek sistematiği 
alanında moleküler markörlerin kullanımına sıkça başvurulmaya başlanmış olup ileride kullanımlarının 
yaygınlaşacağı düşünülmektedir. 
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