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Derleme (Review)

Bocek sistematiginde molekuiler markorlerin kullanimi
Usage of molecular markers in insect systematics
Nurper GUZ ™ Neset KILINCER *

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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Ozet

Bocek sistematigi calismalarinda yaygin olarak morfolojik karakterler kullaniimaktadir. Ancak son yillarda
ozellikle klasik sistematik uygulamalarinda tanilari yapilamayan ya da birbirinden ayrilamayan turlerin tanilarinda
kullaniimak Uzere molekiler markor sistemleri geligtirilmistir. Molekiler markorleri, protein markdrleri ve DNA
markorleri olarak ikiye ayirmak mimkindur. Allozimlerin ve izozimlerin kullanildidi protein markdrleri bir takim
dezavantajlarindan dolayi yerini DNA markérlerine birakmistir. Bu derlemede entomoloji alaninda DNA temelli
calismalarda kullanilacak érneklerin muhafaza edilmesinden baglayarak DNA markdrlerinin analizinde yaygin olarak
kullanilan molekdler teknikler agiklanmis, mevcut teknikler birbirleriyle kiyaslanarak avantajlari ve dezavantajlari
tartisiimistir. Son olarak glinimizde DNA dizi analizinde kullanilan hedef genler hakkinda bilgi verilerek bu genlerin

sistematik ¢alismalarda kullanim olanaklari agiklanmistir.

Anahtar sozciikler: Bocek sistematigi, molekuller markérler, molekiler teknikler, protein markérleri
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Giris

Bdcekler diinyada dnemli bir yasam formunu temsil ederler. Collerden Antartika’ya kadar, hemen
hemen tim ekosistemlerde genis bir dagihm goésterirler. Béceklerin bu sekilde genis dagihm géstermesi,
onlarin iyi bir ekolojik adaptasyona sahip olduklarini gésterir. Béceklerin bu biyolojik basarilari, inaniimaz

vicut yapilari, buyiklikleri, giftlesme stratejileri, beslenme ve davraniglarindaki adaptasyon yetenek-
lerinden kaynaklanir.

Bocekler ipek, bal ve bal mumu (wax) gibi faydali Grinler Uretip, bitkilerde tozlasmayi sadlar ve
zararh boceklere karsi dogal disman olarak gorev yaparlar. Ancak boécekler ayni zamanda bitkilere zarar
verir, 6limcul hastaliklarin yayilmasinda vektér olarak gérev yaparlar. Béceklerin bu kadar yaygin olma
nedenleri, hangi genlerin ve hangi genetik mekanizmalarin boceklerin yasam formlarini diizenledikleri ve
en 6nemlisi insanlari dogrudan ve dolayli olarak nasil etkiledikleri bugiine kadar Uzerinde ¢alisilan konular
olmustur. Bdceklerin gevreyle olan karmasik iligkilerinin de etkisiyle bécek populasyonlari davranis ve
morfolojileri bakimindan birbirlerinden ¢ok farklilik gostermektedir. Bu nedenle bdéceklerin evrimi ve
dagilimlarini anlamak igin bdcek sistematigi calismalari oldukga 6nemlidir.

Bdceklerin siniflandiriimasi gunimuizde gesitli sistematik karakterler kullanilarak yapilmaktadir.
Bunlardan en yaygin olani morfolojik karakterlerdir. Bazi boceklerde viicut kisimlarinin ayri ayri élgilmesi
ve Dbirbirine oranlanmasina dayali siniflandirmadan da yararlaniimaktadir. Bdcek sistematigi
uygulamalarinda bir dénem bdceklerin belli bir organinin ya da bélgesinin detayli yapisinin incelenmesine
dayanan elektron mikroskop teknikleri de kullaniimistir. Ancak ¢ok pahali olmasindan dolay! pek ragbet
gormemistir.  Son yillarda bdceklerin  siniflandiriimasinda molekdler tekniklerin  kullanimi, boécek
sistematigine yeni bir boyut kazandirmistir.

Bocek sistematiginde kullanilan molekiler markérleri DNA markdrleri ve protein markérleri olarak
ikiye ayirabiliriz. Proteinler icin allozim elektroforezi kullanilirken, DNA ¢alismalari icin RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA, Rastgele Cogdaltimis Polimorfik DNA), AFLP (Amplified Lenght
Polymorphism, Cogaltilmis Par¢ga Uzunluk Polimorfizmi), SSR (Simple Sequence Repeat, Basit Dizi
Tekrarlar), RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism, Polimeraz Zincir Reaksiyonu Restriksiyon
Parga Uzunluk Polimorfizmi) ve DNA Dizi Analizi gibi teknikler kullaniimaktadir (Hoy, 2003).

Protein markorleri

Molekuiler markérlerden ilki protein markorleridir. DNA teknolojisi kullanimindan énce elektroforetik
enzim analizleri tur ici ve tUrler arasi genetik varyasyon arastirmalarinda yaygin bir yontem olarak
kullanilmistir (Richardson et al., 1986; Dawah, 1989; Kimani-Njogu et al., 1998; Atanassova et al., 1998).
Elde edilen allel frekanslarinin analizi tlrler arasi ya da bir tirin farkhi popilasyonlari arasindaki genetik
uzakligin hesaplanmasina imkan vermistir (Cameron et al., 1984; Pinto et al., 1992; 2003; Pintureau,
1993). Protein markoérleri olarak allozimler ve izozimler kullanilir. Allozim ve izozimlerin sistematik ve
poptlasyon genetiginde kullanimlari 1960’larin ortasinda baslamistir (Hubby & Lewontin, 1966; Lewontin
& Hubby, 1966). Allozimler ayni genin farkl allellerinin Griiniidir. izozimler ise farkli genler tarafindan
Uretilen ve farkli lokuslari temsil eden enzimlerdir.

Allozim elektroforez teknigi kisaca soyle 6zetlenebilir.

1. Orneklerin saklanmasi: Enzimlerin hassas olmasi ve c¢alismalarin uzun sireli olmasi nedeniyle
mumkiin olabildigince taze 6rnekle calisiimali ya da c¢alismasi planlanan Ornekler -70°C’de
saklanmalidir.

2. Orneklerin homojenizasyonu: Ornekler ekstraksiyon sivisi igerisinde homojenize edilir.
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3. Jelin hazirlanmasi: Belli oranlarda hazirlanacak olan nisasta incelenecek olan enzimlere
spesifik jel tamponu iginde ¢ozilerek hazirlanir. Jel matriksi olarak poliakrilamid ya da sellloz
asetat da kullanilabilir.

4. Elektroforez: Elektroforez tankinin boélmelerine kullanilacak enzimlere spesifik olan elektrot
tamponu doldurulur. incelenecek enzime spesifik olacak sekilde elektroforez islemi gerceklestirilir.

5. Histokimyasal boyama: Her bir enzim igin farkl reaksiyon karigimlari hazirlanarak boyama yapilr.
6. Jel fiksasyonu: Jel enzim bantlarinin gérintilenmesinden sonra, fiksasyon solUsyonu ile yikanir.

7. Sonuglarin degerlendiriimesi: Elde edilen bantlar gorintilenir ve gézlenen bant kaliplari gizilir.
Enzimlerin anoda en yakin olanindan baslanarak, yavas ve hizli hareket edenlere farkl harfler
verilir ve sonuglar degerlendirilir.

Negatif elektrik yiukiune sahip olan proteinler elektriksel bir alandan gecirildiklerinde negatiften
baslayarak pozitif elektriksel alana dogru ilerlerler, yani bir bagska deyisle katottan anoda dogru goég¢
ederler. Allozim ve izozimler jelde yurutilduklerinde birbirlerinden farkli gortnirler; ¢linki blyuklikleri ve
elektrik yUkleri birbirlerinden farklidir. Allozimlerin poliakrilamid jelde ylrutilmesi sonucunda ortaya ¢ikan
gorunta belli bir genin farkh allellerini ayirt etmede kullanilir. Ayni sekilde izozimlerin jelde yuritilmesiyle
elde edilen bantlarin kiyaslanmasiyla farkl popullasyonlar arasindaki genetik varyasyonu saptamak
muimkundar.

Loxdale & Brookes (1990) Sitobion fragariae (Walker) (Hemiptera: Aphididae) poptlasyonlarinin
allozim frekanslarini inceleyerek yaprakbiti populasyonlarinin yapisini ve populasyonlar arasindaki gen
akigini belirlemiglerdir. Pek c¢ok arastirici Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) turlerinin
sistematiginde allozim varyasyonundan yararlanmistir (Hung & Huo, 1985; Pinto et al., 1992; 1993; 2003;
Pintureau, 1993; Burks & Pinto, 2002). Ayrica bal arilarindaki enzim polymorfizmleri incelenerek farkli
bdlgelerden toplanan ari irklari arasindaki genetik varyasyon saptanmistir (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 bazi avantajlari ve dezavantajlari vardir. Bunlari su sekilde 6zetlemek
muimkundir (Gomez, 1988).

Allozim elektroforezinin avantajlari

1. Elde edilen veriler objektiftir ve kolaylikla dlgulebilir.

2. Elde edilen veriler bir genetik varyasyonun sonucudur [Boylece fenotipik 6zelliklerden (fizyolojik
degisiklikler gibi) etkilenmez].

3. Ayni anda ¢ok sayida bireyin analizine imkan verir.
4. Heterezigot ve homozigot bireylerin ayrilmasini saglar.

5. Elde edilen varyantlar genom icerisine yayillmis farkli lokuslardaki bagimsiz Mendel polimor-
fizmlerini agiga cikarir. Bu varyasyonlar sistematik ve populasyon ekolojisi gibi ¢alismalarda
molekuler markérler olarak kullanilabilirler.

6. Diger molekuler ydntemlere gére daha az zamanda sonug verir ve daha ucuzdur.
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Allozim elektroforezinin dezavantajlan
1. Sadece yapisal genler incelenebilir.

2. Bazi varyasyon gosteren allozimler seleksiyon baskisi altinda olabilir ki, bu durumda zayif bir
genetik markor ortaya gikar.

3. Bu yaklasimla genler arasindaki potansiyel pek ¢ok farkin saptanmasi her zaman mimkin
olmayabilir. Ornegin bazi aminoasit degisimleri elektrik ylklerini degistirmeyebilir. Béyle bir
durumda bir arastinici farkli elektroforetik mobiliteye sahip proteinlerin farkli oldugunu
savunurken diger arastirici tam tersine ayni mobiliteye sahip proteinlerin benzer amino asit
dizisine sahip olmadiklarini disunebilir.

4. Bazi enzimlerin lokuslari ya da allellerinin tanimlanmasi bazen zor olabilir.
5. Bazi enzimler sadece belli dokularda bulunabilir.

6. Enzimatik aktiviteyi saptamak icin denatlire olmamis materyal gerekir. Bunun igin her zaman
canli materyal ya da dondurulmus materyalin kullaniimasi daha uygundur. Ayni zamanda bu
metod ¢ok sayida 6rnek gerektirebilir.

DNA markorleri

Protein markdrlerinin  belirtilen dezavantajlarindan dolayr DNA temelli markdr sistemleri
geligtirilmistir. DNA markdrleriyle protein markoérlerinden daha fazla polimorfizm elde edildigi saptanmistir
(Behura, 2006). Bunun temel nedeni DNA bdlgesinin intronlarinda yer alan mutasyonlarin DNA
seviyesinde protein seviyesinden daha fazla degisiklik gostermesidir. Ayrica DNA &rnekleri proteinlere
gore daha stabildir. Bunun Gizerine DNA markoérleri tirler arasindaki genetik farkliligin dlgiminde yaygin
hale gelmistir (Loxdale & Lushai, 1998; Heckel, 2003; Avise, 2004).

DNA temelli analizlerde kullanilacak bocek orneklerinin muhafaza edilmesi

Molekiler calismalarda kullanilacak bdceklerin  uygun olmayan kosullarda saklanmasi DNA
kalitesinde ve miktarinda azalmaya neden olacaktir. Bu tir drneklerle yapilacak olan PCR ve benzeri
deneylerde sorun yasanabilir. Uygun sicaklikta saklanmayan 6rnekler zamanla bozulabilir. Bu durum,
istenilen miktar ve safliktaki DNA'nin izole edilmesini engeller. PCR deneylerinde yeterince saf olmayan ve
dusik miktarda DNA 6rneklerinin kullanimi hedef gen bdlgesine primerin baglanma verimini disurebildigi
gibi PCR reaksiyonu icin yuksek miktarda DNA kullanilmasini gerektirebilir. Bu nedenle en ideali bdceklerin
énce sivi azot igerisinde 6ldirilip deneylerde kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmasidir (Post et al.,
1993; Reiss et al., 1995; Dillon et al., 1996). Boylece bdcegdin sivi azot igerisinde hizli 6limi, DNA’sInin
DNase enzimi tarafindan pargalanmasini azaltir. Ancak Ozellikle arazi kosullarinda bdcekleri optimal
kosullarda 6ldirmek ve saklamak her zaman muimkiin olmayabilir. Bu nedenle bécek DNA’sinin daha az
zarar gorecegi alternatif saklama kosullari 6nerilmistir (Dessauer et al., 1996). Bunlardan ilki érneklerin %95
ya da %100 etanol igerisinde saklanmasidir (Stern, 1994; Austin & Dillon, 1997). Ancak %95 etanolin
altindaki kogullarda saklanmasi genellikle 6nerilmez ¢lnki boécek vicudundaki su etanoll seyreltecedi icin,
bu durum DNA’nin pargalanmasina neden olabilir. Bazi arastiricilar bocek o6rneklerini %100 etanol
icerisinde oldurdikien sonra 5 derecede muhafaza etmis ve DNA izolasyonu sonucunda iyi kalitede DNA
elde etmiglerdir (Catzeflis, 1991). Etanolin disinda aseton, 2-propanol, dietil eter, etil asetat igerisinde
bdceklerin 6 aya kadar saklanabilecegi bulunmustur (Fukatsu, 1999). Kuru ornekler ise Ozellikle hedef
DNA’nin kisa bdlgelerinin ¢ogaltilacagr ve DNA'nin bol miktarda bulundugu deneylerde kullanilabilirler.
Ancak tek kopyali genlerin uzun DNA fragmanlarini kuru érneklerden gogaltmak oldukga gi¢ olabilir. Ayni
sekilde metanol, kloroform ve duslik konsantrasyonda etanol igerisinde saklanan &rneklerin  DNA
calismalarinda kullanimi iyi sonuglar vermemistir (Post et al., 1993).
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DNA markorlerinin kullanildigi molekiiler teknikler
PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu)

Rekombinant DNA teknolojisi 1970’lerin baginda gelistiriimis ve takip eden yillarda genetikgilerin ve
molekuler biyologlarin aragtirmalarinda bir devrim yaratarak, biyoteknoloji endlstrisinde patlamaya neden
olmustur (Jackson et al., 1972; Lobban & Kaiser, 1973; Cohen et al., 1973). Ardindan polimeraz zincir
reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR) adi verilen teknik gelistirilmis ve biyolojik aragtirmalarda
hizli bir sekilde yerini almistir (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986; Mullis & Faloona, 1987; Mullis, 1990).
PCR, hicreden arindiriimis bir yontem olarak, DNA klonlamasini kolaylastirarak, rekombinant DNA
arastirmalarinin gugla bir teknigi olmustur. PCR analizi, molekdler biyoloji, insan genetigi, evrim, gelisim,
adli vakalar ve sistematik ¢calismalar gibi pek ¢ok disiplinde uygulama olanagi bulmustur.

PCR, DNA molekiilleri toplulugunda, 6zgul hedef DNA dizilerinin dogrudan ¢ogaltilmasina dayanir
ve bu ybntemin uygulanabilmesi igin, yok denecek kadar az miktarda DNA bile yeterlidir. PCR
reaksiyonunun gerceklesmesi icin gerekli maddeler; kalip DNA, primerler, dNTP karisimi, Taqg DNA
polimeraz enzimi, Mg+2 ve PCR tampon ¢ozeltisidir. PCR ile belli bir bolgeyi ¢ogaltabilmek igin, hedef
DNA'nin nukleotid dizisi hakkinda bazi bilgiler gerekir. Bu bilgi, tek zincir haline getiriimis DNA’ya
baglanacak olan iki oligonukleotid primerin sentezi icin kullanilir. Bu primerler, ¢cogaltilacak tek zincirli
DNA molekllindeki tamamlayici dizilerle hibridize olur. Isiya dayanikh Taq DNA polimeraz enzimi
sayesinde, caligilan DNA'daki hedef bdlgenin sentezi saglanir.

PCR reaksiyonunda gerceklesen olaylar kisaca su sekilde anlatilabilir. ilk adimda gogaltilacak olan
DNA denatuire edilerek, yani 95 dereceye kadar isitilarak, tek zincir haline getirilir. Daha sonra sicaklik
genelde 50°C ila 70°C arasinda bir degere dusurilir ve primerlerin tek zincir haline getirilmis DNA'ya
baglanmasi saglanir. Bu primerler, kalip DNA'nin sentezi igin, baslangi¢ noktasi olarak gérev yaparlar.
PCR reaksiyonuna Taq DNA polimeraz ilave edilir ve DNA sentezi 70°C ila 75°C arasindaki sicakliklarda
gerceklesir. Polimeraz enzimi nikleotidleri 5’'ucundan 3’'ucuna dogru ekleyerek primerlerin uzamasini
saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli kopyasini olusturur. Yeni DNA zincirlerinin sayisi her dénglde iki
katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki déngtide kalip gorevi goérrler. Belli basamaklardan olugsan PCR
reaksiyonunda; kalip DNA cift zincirinin yiiksek sicaklikta birbirinden ayrilmasi (denaturation), primerlerin
komplementer dizilere baglanmasi (annealing) ve polimeraz enzim aktivasyonu ile zincirin uzamasi
(extension) seklinde meydana gelen olaylarin timine “dongii”adi verilir. PCR reaksiyonlari “thermocycler”
adi verilen PCR cihazlarinda, dnceden ddngl sayisi ve sicakliklari belirlenen programlarla, otomatik
olarak gercgeklestirilir. PCR analizi sonucunda elde edilen Urtnlerin goruntilenmesi amaciyla jel
elektroforezi ydntemi kullanilir. Elektroforez cihazi farkli molekuler agirliktaki DNA, RNA ve proteinlerin bir
elektriksel alan etkisiyle hareket etmelerini saglar. Ornekler gézenekli bir jel lizerine yiiklendikten sonra,
elektrik akimini gegiren bir ¢dzeltinin iginde bulundugu elektroforez tanki igerisinde yuratdlar. Molekuller
elektrik akiminin etkisiyle zit polaritedeki elektroda dogru hareket ederler. Kigiuk molekdiller blyutk
molekillere gore jelde daha hizli yol alir. PCR Urlnlerinin gorintilenmesinde yaygin olarak agaroz jel
elektroforezi kullanilir ve ortaya c¢ikan bantlar etidyum bromir yardimiyla ultraviyole 1sik altinda
goruntulenir. Molekuler agirh@r kigik olan PCR Urlnlerinin ayrilimasinda Poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) tercih edilirken, protein galismalarinda Sodyum Dodesil Silfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE) kullanilir. Elektroforez sonrasi elde edilen bantlar genellikle Coomassie Brilliant Blue (CBB)
veya gumus boyama ydntemleri ile géruntilenir.

RFLP (Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi)

Sistematik calismalarda kullanilan yéntemlerden birisi RFLP adi verilen restriksiyon parga uzunluk
polimorfizmidir. Bazi genler tzerinde, 6zellikle kodlayici olmayan bdlgelerde nukleotid dizilerinde farklilk
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gOrulebilir. Bu 6zel bolgelerdeki niikleotid degisiklikleri, tek bir nikleotid ¢iftinde degisiklik veya bir ya da
birden fazla nukleotid ciftinin ¢ikarilmasi (delesyonu) veya araya sokulmasi (insersiyonu) seklinde goralir.
Bu durum bir restriksiyon enziminin kesim noktasini ortadan kaldirabilir ya da yeni bir kesim noktasi
yaratabilir. Bu sekilde yaratilan bir restriksiyon bdlgesi bir kromozomda bulunur, diger homolog
kromozomda bulunmazsa, bu iki kromozom (izerindeki restriksiyon pargalari membrana aktarilan
profillerin analizi ile birbirlerinden ayirt edilebilir (Jeffreys et al., 1985 a, b).

Bu ydntemde DNA ekstraksiyonundan sonra DNA uygun restriksiyon enzimleri ile kesilerek, jel
elektroforezi kullanilarak kesilen DNA bantlari birbirinden ayrilir. Daha sonra jeldeki DNA bir membrana
aktarilarak, radyoaktif ya da radyoaktif olmayan bir prob ile isaretlenir. Baglanmayan problar yikanarak
elde edilen bantlar rontgen filminde ya da 6zel cihazlarda géruntulenir. Bu ydntem daha iyi bir rezolisyon,
yani ¢ozinlrlik ve daha fazla degiskenlik elde etmek igin kullanilir. Ancak benzer islemler prob
kullanilmadan da yapilabilir. RFLP analizi fazla miktarda ve saflik derecesi yuksek olan DNA gerektirdigi
icin kiiguk boécek drneklerinden her bir bireye 6zgli DNA'nin izole edilmesinde sorunlar yasanabilmektedir.
Bunun yani sira fazla sayida bécek 6rneginin RFLP yontemiyle analiz edilmesinin zaman alici ve pahali
olabilecegine dikkat ¢ekilmistir (Hoy, 2003). Bu nedenle geleneksel RFLP analizinin modifiye edilmesiyle
ortaya ¢gikan PCR-RFLP ydnteminde belirtilen olumsuzluklarin ortadan kaldiriimasi hedeflenmistir (Karl &
Avise, 1993). Boylece kuguk 6rneklerden ve tek bir bireyden elde edilmis az miktardaki DNA'’nin PCR
yoluyla ¢ogaltilmasina olanak veren bu yontemde isaretlenmis proba ihtiya¢ duyulmaz. PCR-RFLP analizi
PCR yoluyla belli bélgesi cogaltiimis DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesinin ardindan agaroz jelde
veya poliakrilamid jelde yuritilerek polimorfik bodlgelerinin saptanmasina dayanmaktadir. PCR-RFLP
analizi i¢in literatiirde primer bilgisinin mevcut olmadi§i durumlarda gen bankasindan hedef genin dizisine
ulasilabilir. Bu amagla kullanilabilicek veri tabanlari mevcuttur (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/;
http://www.ebi.ac.uk/embl/; http://www.ddbj.nig.ac.jp/). Dizileri belirlenmis genlere ait primerler
tasarlanarak PCR asamasinda kullanilabilir ve uygun restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu
gerceklestirilebilir. Restriksiyon enzimlerinin belirlenmesi igin ‘Webcutter 2.0’ ya da ‘NEBcutter V2.0’ gibi
in siliko analiz programlarindan yararlanilabilir (Maarek et al., 1997, Vincze et al., 2003).

Bdcek sistematigi calismalarinda PCR-RFLP yontemi klasik RFLP ydnteminden daha yaygin
olarak kullaniimistir (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). Ozellikle
insektisit direncinden kaynakli mutasyonlarin belirlenmesinde bulyldk kolaylik saglayan PCR-RFLP
tekniginde (Cassanelli et al., 2005; Hsu et al., 2006; Carletto et al., 2010;Yewhalaw et al., 2011) konukgu
bitkiden kaynakli genetik varyasyonun incelenmesi (Saldamando & Velez-Arango, 2010), Bemisia tabaci
(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) biyotiplerinin belirlenmesi (Bosco et al., 2006) ve bdcek
simbiyontlarinin belirlenmesinde faydalaniimistir (Aksoy et al., 1997; Mitsuhashi et al., 2002; Kikuchi &
Fukatsu, 2003; Graham et al., 2008).

RAPD (Rasgele Gogaltiimig Polimorfik DNA) PCR

DNA’y1 olusturan bazi bdlgeler genom igerisinde ayni nikleotid dizilerinin tekrarlanmasindan
meydana gelir. Bu dizilerin tekrarlanma sikliklarindaki farkliliklar yeni varyasyonlari ortaya cikarir. Tlr
icerisinde ve turler arasindaki genetik varyasyonu DNA duzeyinde belirlemek icin RAPD-PCR teknigi
geligtirilmistir (Williams et. al., 1990; Welsch & McClelland, 1990). Bu teknikte 6-10 nlkleotid
uzunlugundaki rastgele (random) primerlerin genom Uzerindeki bazi bolgelere rastgele uyum saglanmasi
beklenir. Cogaltilan DNA fragmanlari agaroz jel ya da ayrim glcl daha yilksek olan poliakrilamid jel
elektroforezi yardimiyla, molekll blylklUklerine gore jelde farkh buyudklikte RAPD bantlari verecek
sekilde birbirinden ayrilir. Bantlarin var ya da yok olma durumuna bagh olarak polimorfizmden s6z edilir.
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Diger PCR uygulamalarinin aksine bu teknikte her bir PCR reaksiyonunda bir ¢ift primer yerine tek primer
kullanihr (Williams et al., 1990).

RAPD tekniginin avantajlari:

1. Gabuk sonug verir.

2. Ucuzdur.

3. Azis glcu gerektirir.

4. Polimorfizm orani yiksektir.
5

. En 6nemlisi az ve duslik kalitede DNA 6rneklerinde bile sonug verir.

RAPD tekniginin dezavantajlari:

1. Givenirliligi sinirhidir (Black, 1993). PCR kosullari degistiginde farkli sonuglar verebilir; hatta
orneklerin saklanma kosullari bile sonuglari etkileyebilir (Muralidharan & Wakeland, 1993;
Schierwater & Ender, 1993). RAPD-PCR sonuglarinin tekrarlanabilirligi laboratuvardan
laboratuvara degisebilmektedir (Black, 1993; Kazmer et al., 1995; Taylor & Szalanski, 1999;
Hoy et al., 2000).

2. Bu yontem genomlardaki rastgele bdlgeleri cogalttigi icin, iki tlr arasindaki benzer buyuklikteki
fragmanlar homolog olmayabilir (Haymer, 1994).

3. Ozellikle poplilasyon galismalarinda givenirliligi az oldugu icin tercih edilmez.
4. Nadir de olsa drneklerde bakteriyel kontaminasyon sonucu farkl bantlar ¢ikabilir (Black, 1993).

Ancak RAPD’in glvenilir bir bicimde uygulanmasi igin érneklerin toplanmasi, DNA izolasyonlari ve
PCR kosullarinin standart olmasi gerekir. RAPD PCR deneylerinden elde edilen sonuglarin DNA dizi
analizi yontemi, SSCP yontemi (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 farkli bantlar kesilerek
klonlanabilir ve DNA dizi analizi yapilabilir. Elde edilen dizilerin kullaniimasiyla SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region, Amplifiye Edilmis Karakterize Dizi Bolgesi) primerleri tasarlanarak tekrar
PCR vyapilir. Bunun sonucunda allel spesifik PCR Urinleri elde edilebilir (Paran & Michelmore, 1993;
Behura et al., 1999; Sylvain et al., 2000).

RAPD-PCR teknigi kullanilarak bécek populasyonlari arasindaki genetik varyasyonun belirlendigi
¢ok sayida galisma bulunmaktadir (Black et al., 1992; Williams et al., 1992; Haymer & Mclnnis, 1994; Lou
et al., 1998; Pornkulwat et al., 1998; De Sousa et al., 1999; Bas et al., 2000; Gadelhak & Enan, 2005).
RAPD markdrlerinden yararlanilarak bazi bécek turlerinde linkaj (baglanti) haritalari olusturulmustur (Hunt
& Page, 1995; Yasukochi, 1998; Beeman & Brown, 1998; Nishimori et al., 2000; Yezerski et al., 2003).
Yaprakbitlerinde konukcu bitkiden kaynaklanan genotipik varyasyon RAPD teknigi ile belirlenmigtir
(Vanlerberghe-Masutti & Chavigny, 1998; Lushai et al., 2002). Boceklerde insektisit direncine neden olan
genlerin tanimlanmasi ve haritalanmasi sirasinda RAPD- PCR tekniginden yararlaniimistir. Edwards &
Hoy (1995) pestisitlere direngli ve hassas yaprakbiti parazitoit populasyonlarinin salimdan sonraki
durumlarini RAPD markroleri ile izlerken, Schlipalius et al., (2002) fosfin gazina yuksek oranda direng
gelistirmis Rhyzopertha dominica (Fab.) (Coleoptera: Bostrichidae) populasyonunun direngten sorumlu iki
lokusunu tanimlamiglardir. Ayrica halk saghdinda paraziter hastaliklara vektorlik yapan bdceklerin
hastalik yayma yetenekleri RAPD markorleri ile belirlenmistir (Pinto et al., 1998; Bosio et al., 2000).
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Bdceklerde tritrofik iligkilerin anlasiimasinda spesifik RAPD lokuslarindan elde edilmis SCAR markdrle-
rinden yararlaniimistir (Agusti et al., 1999; 2000). Bunlara ek olarak bécek davranis ¢alismalarinda RAPD
PCR teknigi kullaniimistir (Apostol et al., 1994; Hunt et al., 1998; Bustamante et al., 2002).

AFLP (Cogaltilimis Parga Uzunluk Polimorfizmi)

RFLP ve RAPD tekniginin bir takim dezavantajlari Uzerine AFLP teknigi gelistiriimistir. Bahsedilen
bu tekniklerin timine ayni zamanda ‘DNA fingerprinting’ adi verilen ‘DNA parmak izi analizleri’
denilmektedir. Klasik hibridizasyona dayali parmak izi teknigi, yani RFLP, genomik DNA’'nin restriksiyon
enzimleri ile kesilmesinden sonra elde edilen DNA fragmanlarinin Southern hibridizasyonu ile
polimorfizmlerin belirlenmesidir. PCR’a dayali parmak izi teknigi yani RAPD’de ise polimorfik olan DNA
fragmanlarinin rastgele primerler ile gogaltilarak belirlenmesidir. AFLP ise bu iki stratejinin birlesiminden
ortaya ¢ikmig bir tekniktir. Yine 6rnekler arasindaki polimorfizmleri belirlemek i¢in kullanilir. Ayni zamanda
spesifik bir DNA’nin kimlik tespiti icin ya da drnekler arasindaki akrabaligi belirlemede kullanilabilir.
AFLP’nin bir diger kullanim alani ise molekiler markoérlerin tanimlanmasi ve genetik lokuslarin
haritalanmasidir.

AFLP teknigi DNA'nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonrasi elde edilen DNA pargalarinin 6n
secici ve segici PCR asamalari ile gogaltilmasina dayanir (Vos et. al., 1995). Bu teknikte dnce DNA iki
restriksiyon enzimi ile kesilir. Daha sonra kesilen DNA fragmanlarina adaptér olarak isimlendirilen
oligonulkleotidler baglanir. Elde edilen DNA fragmanlari farkli primerlerle PCR yoluyla ¢ogaltilir. Burada iki
asamali PCR vyapilir. ilk agsamada her iki ugtan DNA kesim enzimlerinin tanidi§i diziden sonraki ilk
nukleotide godre secici ¢ogaltimin yapildidi pre-amplifikasyon vyapilir. Asil amplifikasyonda, pre-
amplifikasyondan elde edilen pargalarin kullanimiyla kesim enzimi tanima yerinden sonraki ikinci ve
Uguncu nukleotidler igin segici tretim yapilir. Butlin primerler sentetik uglarin nikleotid dizilisini de tasidigi
icin Uretim oldukga spesifik sartlarda yapilmis olur. Cogaltilan fragmanlar giimis boyama ile jelde ya da
flerosan boyalar yardimiyla otomatik sekans cihazinda izlenir.

AFLP tekniginin avantajlari ve dezavantajlart:

1. Polimorfizm orani ¢ok yuksektir.

2. RAPD teknigi kadar hizli olmasa da, RFLP’den ¢ok daha hizlidir.

3. Masraf, isglict gereksinimi ve glvenirliligi agcisindan RAPD ve RFLP arasinda yer almaktadir.
4

. Cok sayida lokusu ayni anda ve etkili bir sekilde taramasi bakimindan parmak izi analizine
uygundur.

AFLP teknigi ilk defa ‘DNA parmak izinde yeni bir teknik’ bashgdi altinda Vos et al., (1995)
tarafindan tanimlanmigtir. Ardindan Reineke et al., (1998) bdceklerde AFLP uygulamalarinda DNA
izolasyon tekniklerini degerlendirmistir. AFLP analizi kullanilarak farkli bocek turleri arasindaki genetik
varyasyon incelenebildigi gibi (Kakouli-Duarte et al., 2001; Alamalakala et al., 2009; Beckert et al., 2010)
ayni tirin farkli cografik populasyonlarina ait bireylerin genetik yapisini ortaya koymak muimkuindur
(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 tekniginde genomik DNA yerine cDNA’nin
(komplementer DNA) kullaniimasiyla gen ekspresyonu tayini yapilabilir. cDNA genomik DNA’dan farkli
olarak sadece ekzon bélgelerini igerdidi icin ekspresyon galismalarina olanak verir. Ornegin farkli piring
varyetelerinde beslenen Nilaparvata lugens’in (Stal) (Hemiptera: Delphacidae), arilarda kire¢ hastaligina
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yol acan fungus ile enfekte olmus Apis mellifera’nin L. (Hymenoptera: Apidae); Venturia canescens
(Grav.) (Hymenoptera: Ichneumonidae) tarafindan parazitlenen Ephestia kuehniella’nin  Zell.
(Lepidoptera: Pyralidae) genlerindeki ekspresyon degisikligi cDNA AFLP teknigi ile belirlenmistir (Yang et
al., 2006; Aronstein et al., 2010; Reineke & Lobman, 2005).

AFLP markorleri genlerin haritalanmasi ve genom linkaj haritalarinin olusturulmasi icin uygun
markérlerdir (Behura, 2006). AFLP temelli linkaj haritalari 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 (Hubner)
(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)
turlerinde olusturulmustur. Roderick (1996) bdcek populasyonlarinin genetik yapisinin sekillenmesinde
cografik kosullar, gocler, seleksiyon, genetik suriklenme ve gen akisi gibi faktorlerin rol oynadigini
bildirmigtir. Gen akigindan kaynaklanan populasyonlar arasi genetik cesitliligin belilenmesinde AFLP
markorlerinden yararlaniimistir (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 teknigi ayni zamanda beyaz sinek
populasyonlarinda genetik varyasyon ve biyotiplerinin belirlenmesinde (Cervera et al., 2000; Gé¢men &
Devran, 2002), yaprakbitlerinde fenotip 6zelliklerinin belirlenmesinde (Braendle et al., 2005), kelebeklerde
erkek bireylerin dagihminin belirlenmesinde (Salvato et al., 2002) ve parazitoitlerde cinsiyet tayininin
genetik temellerinin arastirimasinda (Reineke & Lébmann, 2005) kullanilmistir. Ozellikle sosyal
boceklerde goézlenen bazi davraniglarin agiklanmasinda yine AFLP markdrlerinden yararlaniimigtir
(Mendelson & Shaw, 2002; Garcia-Gonzalez et al., 2003; Arechavaleta-Velasco et al., 2003; Rueppell et
al., 2004a, 2004b, 2009). Ayrica insektisit direncinin genetik yapisini karakterize etmek igin AFLP
markdrlerinin kullanildigi ¢alismalar 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 tekrari)

Basit tekrar dizileri kullanilarak tarler arasindaki farkhlik ortaya konulabilir. SSR veya mikrosatelitler
Okaryotik genom boyunca dagiimis bulunan ve ardisik olarak tekrarlanmakta olan 2-6 nikleotid
gruplarindan olusmaktadir. Bu gruplar érnegin (AT)n (GT)n (ATT)n seklinde gosteriimekte ve ‘n’ ardisik
tekrar sayisini belitmektedir (van Oppen et al., 2000).

Mikrosatelitleri c¢evreleyen DNA dizileri genellikle ayni tirin bireyleri arasinda korunmus
olduklarindan, farkli genotiplerde c¢akisan SSR’larin PCR primerleri ile g¢ogaltilarak secimine izin
vermektedir. Ardigik SSR tekrarlarinin sayisindaki farkliik PCR sonucu farkli uzunlukta bantlar ile
sonuglanir. Bu tekrarlar ¢ok yakin tlrler arasinda bile, tekrar sayilarinin farkh olmasina neden olan
mutasyonlar sebebiyle polimorfizm agisindan iyi sonuglar saglar (Li et al., 2004).

Bu yontem DNA’nin farkh uglarindaki iki mikrosatelit tekrar bdlgesi arasinda bulunan DNA
segmentinin ¢ogaltilmasina dayanmaktadir. Farkli bay(klikteki SSR bélgelerinin ¢ogdaltiimasi igin 2, 3, 4
veya 5’li mikrosatelit tekrarlarindan olusan 16-25 baz buyukligindeki primerler kullanilir. Enzim kesimi ve
ligasyon gibi iglemlere gerek yoktur. Cogaltilan PCR Urunleri jelde ya da otomatik sekans cihazinda
degerlendirilir (Nagaraju et al., 2002).

SSR tekniginin avantajlari kodominant olmasi ve tekrarlanabilir olmasi; dezavantajlari ise genom
bilgisine ve dizi analizine ihtiya¢ gdstermesi olarak belirtiimistir (Morgante & Olivieri, 1993; Lowe et al.,
2004). Ayrica bazi mikrosatellitlerin gen regllasyonunda goérev almasindan dolayr bu lokuslarin
filogenetik analizlerde kullaniimasinin uygun olmadigi belirtiimistir (Schlotterer, 2000; Li et al., 2002).
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SSR’In en 6nemli dezavantaji yeni markor gelistirmenin oldukga zor olmasidir (Meglecz &
Solignac, 1988). Genellikle yapilan ¢alismalar 6nceki ¢alismalarda bulunan SSR spesifik primerleriyle
sinirh kalmistir. Clnkd yeni markor gelistiriimesi icin genomik DNA klonlarinin tekrarlanan oligontikleotid
iceren problarla hibridizasyonunun yapilmasi, nikleotid diziliglerinin belirlenmesi ve yan yana tekrarlanan
yapilarin baslangi¢ ve bitis yerlerinden 6zel primerlerin gelistiriimesi gerekmektedir. Bu da oldukga fazla is
gucu gerektiren bir igslemdir. Ancak son yillarda yeni nesil sekanslama teknolojisinden yararlanarak
yaprakbitlerinde SSR markoérleri gelistirilmistir (Jun et al., 2011). Bunun yani sira SSR yaklasiminin
modifikasyonu sonucunda ters konumlanmis ve ¢ogaltilabilir uzakhktaki iki mikrosatellit bolgesi arasindaki
DNA pargasinin PCR yoluyla ¢ogaltiimasina dayali bir teknik olan ‘ISSR (inter simple sequence repeat:
basit tekrarl diziler arasi polymorfizm)’ teknigi gelistiriimistir (Zietkiewicz et al., 1994). ISSR metodunda
mikrosatellit markoérlerinin aksine kullanilacak primerler igin 6n dizilim bilgisine gerek yoktur (Bornet &
Branchard, 2001).

Bbcek populasyonlarinin genetik yapisinin belilenmesi amaciyla bazi galismalarda SSR ya da
ISSR tekniklerinden yararlaniimistir (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). ipek bécegi, bal arisi ve
Drosophila genomlari kullanilarak mikrosatellit temelli haritalar olusturulmustur (Staten et al., 2004;
Solignac et al., 2004; Miao et al., 2005). Bbceklerde insektisit direncinin fenotipinin belirlenmesi, sperm
rekabeti, bocek simbiyont iliskisi, zararli konukgu iligkisinin genetik temellerinin acgiklanmasi igin SSR
markorlerinden faydalaniimistir (Ranson et al., 2000; Simmons & Achmann, 2000; Simon et al., 2003;
Miller et al., 2005). Bécek davraniglarinin arastirimasinda SSR markérlerinden yararlaniimistir (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) tarafindan bdcek mikrosatellit veri tabani (InSatDb: Insect Microsatellite
Database) olusturulmustur. Bu veri tabaninda genomu bilinen bazi bdceklere ait mikrosatellitlerin
blayuklikleri, genomik lokasyonlari ve dizi kompozisyonlari gibi bir takim bilgiler yer almaktadir.

DNA dizi analizi

DNA markoérlerinin dizi analizi yapilarak sistematik ¢calismalarda kullaniimaktadir. Bu amacla énce
sistematik olarak problemli tirler belirlenir. Daha sonra bu tirlerin ayriminda kullanilacak hedef gen
belirlenir. Bu genlere spesifik primerler dizayn edilir. Orneklerin DNA ekstraksiyonu ve spesifik primerler
ile PCR amplifikasyonu yapilir. Cogaltilan gen bélgesinin DNA dizi analizi yapilir. Elde edilen diziler
birbirleriyle kiyaslanarak filogenetik agac¢ olusturulur. Filogenetik adag¢ olustururken Neighbor-joining
(Saitou & Nei, 1987), Maximum parsimony (Sober, 1983), UPGMA (Sokal & Michener, 1958; Murtagh,
1984) ve Maximum likelihood (Harris & Stocker, 1998) metodlarindan uygun olani segilerek Paup Version
4 (Swofford, 2003) ya da Mega 4 (Tamura et al., 2007) bilgisayar programlarindan yararlanilabilir.

DNA analizinde kullanilan bdlgeler
1. Mitokondrial DNA

2. Ribozomal DNA
3. Satelit DNA

4. intronlar
5

. Nukleer protein kodlayan genler
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Mitokondrial DNA

Tur bazinda filogenetik iligkilerin belirlenmesinde mitokondrial DNA verileri son zamanlarda en
yaygin kullanilan verilerdir. Mitokondrial DNA 6karyotlarda daireseldir. DNA sarmalinin her iki yaninda
genler kompakt olarak dagiimistir. Okaryotlarda mitokondrial DNA’daki mutasyon oranlari degiskendir.
Mitokondride bazi bolgeler hizla degisirken, bazi bélgeler son derece korunmustur. iste bu farkli bélgeler
farkl sistematik seviyelerin analizine imkén verir (Simon et al., 1994). Boceklerde mitokondrial DNA
calismalarinda en fazla DNA dizisi g¢ikariimis genler sitokrom oksidaz | ve Il, 12 S ve 16 S genleridir
(Caterino et al., 2000; Hebert et al., 2003;. Shokralla et al., 2011). Behura et al. (2006)a gére
mitokondrial DNA markérlerinin popdler olmasinin nedenleri sunlardir;

1. Her bir hiicrede binlerce mitokondri bulunur. Dolayisiyla mitokondrial DNA ¢ok fazladir ve elde
edilmesi gok kolaydir.

2. Mitokondrial DNA’nin amplifikasyonu uygun olmayan kosullarda saklanmis drneklerde bile
kolaydir.

3. Mitokondrial DNA digerlerine gore daha kuguktir. Hizli evrimsel gelisme gdsterir.

4. Mitokondrial DNA genleri anne tarafindan aktarilan genlerdir.

Ribozomal RNA

Sistematik ¢alismalarda kullanilan bir diger bolge ribozomal RNA'dir. Ribozomlar hiicrenin temel
komponentleridir. Bunlar messenger RNA’lari proteinlere ¢evirmekle gdérevlidir. Ribozomlar, ribozomal
RNA ve proteinlerden olusur. Butin ribozomlar blytk ve kigik olmak Uzere iki alt birimden meydana
gelir. Okaryotlarda buyik alt birimi 28S, 5,8S ve 5S olustururken kiigiik alt birimi 18S ribozomal RNA
olugturmaktadir. Ribozomal RNA’lar korunmus ve degdisken bdlgelere sahip olduklarindan turler
arasindaki iligkileri agiklamak igin kullanilirlar (Hillis & Dixon, 1991).

Ribozomal RNA Uzerinde tekrar dizileri yer alir ve aralayici DNA (spacer DNA) dizileri ile
birbirinden ayrilir. Bunlara ayni zamanda tekrarlanan transkripsiyon birimleri de denir. Bunlar NTS (non
transcribed spacer region), ITS (internal noncoding transcribed spacer region) ve ETS (external
transcribed spacer) gibi bdlgelerdir. Bu bdélgelerde yiksek oranda polimorfizm bulundudu igin sistematik
calismalarda c¢ok sik tercih edilirler (Hoy, 2003). Ribozomal RNA ile ilgili yapilmis c¢alismalar
incelendiginde farkli bdcek takimlarinda en fazla 28 S, ITS 1 ve ITS 2 bdlgelerinin kullanildig
saptanmistir (Caterino et al., 2000).

Satelit DNA

Tekrarli dizilerden olusan satelit DNA bolgelerinin tirlerin genetik analizinde kullanildidi bildirilmistir
(Queller et al., 1993). Ancak Satelit DNA yapisinin sibling tirlerde farkhlik gdstermesinden dolayi
molekduler analizlerde markor olarak kullaniimasi uygun bulunmamistir (Bachmann et al., 1993).

intronlar

DNA’da mRNA ve protein kodlanmasina katilmayan dizilere “intron” adi verilir. Tek kopyali niikleer
genlerdeki intronlarin sistematik ¢calismalarda kullaniimasi dnerilmistir. Ancak tlrler arasindaki varyasyon
intronlarin sistematik calismalarda kullanimini sinirlamistir (Villablanca et al., 1998).

Niikleer Protein Kodlayan Genler

Bdcek molekiler sistematiginde protein kodlayan lokuslarin bazilari incelenmis ve bunlardan
yaygin olarak EF-1 a geninin kullanildigi bildiriimistir (Belshaw & Quicke, 1997; Cho et al., 1995; Mitchell
et al., 1997; Reed & Sperling, 1999).
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Nukleer protein kodlayan genlerin dezavantajlari su sekilde siralanmistir (Fang et al.,, 1997;
Danforth & Ji, 1998):

1. Bu genler duguk kopya sayisina sahiptirler. Bundan dolayi PCR yoluyla ¢ogaltiimalari gigtur.

2. Bu genlerin pek ¢odu blylk intronlar icerir. Bu nedenle birden fazla ekzon boélgesini ¢ogaltmak
RT-PCR analizini gerektirir.

3. Pseudogenler problem yaratabilir.

Sonug olarak son yillarda molekiler markorler kullanilarak bocekler arasindaki genetik iligkiler,
filogenetik, populasyon dinamikleri, béceklerin gen ya da genom haritalanmasi konularinda yapilan
calismalar hiz kazanmistir. Bocek sistematiginde ve biyolojik zenginliklerin envanterinin yapilmasinda
molekuler teknikler énemli rol oynamaktadir ve gelecekte de oynayacaktir. Ginimuizde entomolojide
kullanilan molekiler markorlerin gelistiriimesi icin daha kesin ve etkin sonuglar vermesi, daha az maliyette
genotipleme metodlarinin geligtirimesi icin galismalar surdiriimektedir. Ulkemizde bécek sistematigi
alaninda molekiler markoérlerin kullanimina sikga basvurulmaya baslanmis olup ileride kullanimlarinin
yayginlasacagi distunilmektedir.
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