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Colymbetes fuscus (Linnaeus, 1758), ywrtict dalgi¢ boceklerine (Coleoptera: Dytiscidae) ait Colymbetes
cinsinin bir tiridiir. Sucul ortamlarda yasayan ve genellikle biitiin sucul habitatlara adapte olmus yirtici
dalgi¢ bocekleri akintiya uyum saglayan basik viicut yapilarindan dolayr iyi yiiziiciidiirler. Dytiscidae
Sfamilyast iilkemizde 27 cinse ait 141 tiir ile temsil edilirken, ¢alismamiza konu olan Colymbetes cinsi ise
tilkemizde sadece iki tiir ile temsil edilmektedir.

Bu ¢alismada Colymbetes fuscus ornekleri (5 disi, 5 erkek) Diyarbakir ili Egil il¢esi sinirlart icerisinde yer
alan Egil deresinden toplandi. Calismamizda erkek ve disi bireyleri arasindaki bazi farkliliklar gosterilmeye
calisildi. Bu amagla; X- Isinlar difraktometresi (XRD), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yardimi ile erkek ve disi bireylerin kanat desenleri, elitralarindaki (dis kanat)
kitinin kristal yapilart ve DNAlarimin molekiiler agirliklar: karsilastirildi.

Yapilan analizler sonucunda; erkek bireylerin kanat desenleri disi bireylere gore daha muntazam oldugu ve
eskenar altigen desenler goze carparken, disi bireylerde kanat desenlenmelerinin polimorf yapida oldugu ve
altigen desenlenmelerine ek olarak besgen ve yedigen desenlenmelerin de oldugu gozlendi. Kanatlarda
yiizeyden derinlere inildikce kitin kristallerinin boyutlarinda kiigiilme ve mikrofibriller arasi mesafede
azalma tespit edildi. Kitin kristal yapilarimin erkek bireylerde disilere gore biraz daha diizenli oldugu
gozlendi. Ayrica molekiiler diizeyde eseysel dimorfizmi belirlemek amact ile disi ve erkek bireylerin kas
dokusundan izole edilen DNA molekiil agirliklar: incelendi. Bu amagla iki farkli rastgele primer kullanild:.
Calismamizda erkek ve disiler arasindaki benzerlik katsayisi kullanilan primerlere gore %66 ve %75 olarak
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Colymbetes fuscus, XRD, DNA, SEM, Diyarbakir

“Yazigmalarin yapilacagi yazar: Medeni AYKUT. medeni.aykut@dicle.edu.tr Tel: 0 (412) 248 85 61



M. Aykut

Giris

Colymbetes  fuscus (L., 1758); Palearktik
bolgede 15, iilkemizde ise iki tiir ile temsil
edilen Colymbetes Clairville, 1806 cinsine ait
bir tiirdiir (Darilmaz ve Kiyak, 2009; Nilsson ve
Hajek, 2015). Bu cinse ait 6rnekler 11-20 mm
biiyiikliige sahiptirler. Yassilagsmis ve akintiya
uyum saglamis basik viicut yapilarindan dolay:
iyl yliziiciidlrler. Bu cinsi ic¢inde barindiran
Dytiscidae familyas1 (yirtict dalgic bocekleri),
diinyada 143 cins ve yaklasik olarak 4300 tiir ile
temsil edilmektedir (Nilsson, 2015). Bu familya
Palearktik bolgede 42 cins ve yaklasik 1100 tiir
ile lilkemizde ise 27 cins ve 141 tiir ile temsil
edilmektedir (Gueorguiev, 1981; Nilsson ve
Holmen, 1995; Darilmaz ve Kiyak, 2009;
Nilsson ve Hajek, 2015).

Yirtict dalgig bocekleri, genellikle biitiin sucul
habitatlara adapte olmuslardir. Derin gukurlar,
agac oyuklari, sicak kaynaklar, aci sular, alkali
ve kirli su Dbirikintileri, orman golleri,
batakliklar, ici su ile dolmus tekerlek izlerinde
ve artezyen kuyularinda bile bulunabilirler.
Ayni zamanda; yeralt1 sular1, nehir ve akintilarin
kenarlar1, kaynakla beslenen kiigiik dereler gibi
habitatlarda bulundugu gibi, s1g, yabani otlar1
bol olan goller, birikintiler, hendekler ve
kaynaklar gibi habitatlarda da mevcutturlar.
Yirtict dalgic boceklerinin ergin ve larvalart
ayni ortamda bulunurlar (Nilsson, 1996).

Bocekler integliment adi verilen bir dis iskelete
sahiptirler. Integiiment, boceklerde dayaniklilik,
sertlik, madde alis verisi ve renklenmeyi saglar.
Bu yap1 kiitikula, epidermis ve bazal membran
tabakalarindan olusur. integiimentin dis tabakas1
olan kiitikulanin % 25-60’n1 bir polisakkarit
olan kitin olusturur (Gigli, 1999).  Kitin
polimorf bir madde olup, bdceklerin dig
iskeletinde a-, B- ve y- olmak iizere li¢ farkli
formda bulunabilir. Bu farkli formlar kitin
olusumunda hidrojenlerin (H) baglanma agist
(Hidratlasma agis1), birim hiicredeki sayilar1 ve
boyutlarina  gore  degiskenlik  gosterirler
(Merzendorfer ve Zimoch, 2003). Kitini
olusturan polisakkarit mikrofibriller; kitinin alfa
(o) formunda anti paralel, beta (f) formunda
paralel dizilirken, gama (y) formunda iki paralel

sira arasinda tekli anti paralel sira halinde
dizilmiglerdir (Vermeulen ve Wessels, 1986).
Bocek dis iskeletinde kitinin her {i¢ formu da
bulunur. Yapilan calismalarda kitin
kristallerinin; a=4.85 A, b=9.26 A, ¢=10.38 A
(lif ekseni), ve y =97.5° boyutlarinda ve
monoklinik (tekrarli diizen) yapida oldugu
bildirilmistir. Bu yap1 paralel olmayan kitin
mikrofibrillerin kuvvetli hidrojen baglar1 ile bir
arada tutunmalar1 ile saglamlik ve sertlik
kazanir (Gardner ve Blackwell, 1975). Biitiin
bocek gruplarinda, bocek kanatlarinin  dis
ylizeyine dikkatli bakildiginda kitin
kristallerinin olusturdugu desenler belirgin bir
sekilde goriilebilir. Bu desenlerin dizilim sekli
bocek sistematiginde ¢ok Onemli bir yere
sahiptir (Gliglii, 1999).

Eseysel dimorfizim; bir tirin erkek ve disi
bireyleri arasinda viicut boyutu ve sekli ile renk
veya desenlerinde farkliliklar  gdriilmesi
seklinde tanimlanir. Biitiin canli gruplarinda
oldugu gibi yirtict dalgic boceklerinde de
eseysel dimorfizim mevcuttur (Bergsten vd.,
2001; Miller, 2003).

Bugiine kadar yirtict dalgig  boceklerinin
morfolojisi ve sistematigi lizerine sayisiz
calisma yapilmistir. Son donemlerde klasik
morfolojik ¢aligmalara ek olarak molekiiler
sistematige agirhk veren c¢alismalar goze
carpmaktadir (Drotz, 2003; Ribera vd., 2002;
2003; Balke vd., 2004; Miller, 2007).

Bu ¢alismada; Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM), X -Ismlar1 Difraktometresi (XRD) ve
Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR) yardimi ile
Colmbetes fuscus tiriinin eseysel dimorfizmi
gosterilmeye calisiimustir.

Materyal ve Yontem
Orneklerin Toplanmasi

Calismada Colymbetes  fuscus tlrine  ait
ornekler (5 disi, 5 erkek birey) Diyarbakir ili,
Egil ilgesi simirlart iginde bulunan Egil
Deresi’nin vejetasyonlu birikintilerinden
(38°24’38N, 40°08°05E, 20.10.2013) 0,5 mm
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PCR ¢alismalar

gbzenege sahip atraplar yardimiyla toplandi.
Bocek ornekleri toplandigr yerde % 70°lik etil
alkole alinarak muhafaza altina alindi. Ornekler
laboratuvar ortaminda once ince bir firga
yardimi ile temizlendi. Daha sonra ultrasonik
temizleyici yardimi ile hassas temizlik yapilarak
iizerlerindeki mikro partikiillerden armdirildi.
Orneklerimizin fotograflanmasi stereo
mikroskop  (Z16 ~ APO, Leica) iizerine
yerlestirilen Leica MC190 HD kamera ile
yapild.

Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Orneklerimizin kanatlarmin  dis  yiizeyindeki
desenlerin ayrintili incelenmesi igin; kanatlar
bocek orneklerinden ayrildiktan sonra alkol ile
yikanip  kurutuldu.  Temizlenen  6rnekler
kurulama isleminden sonra herhangi bir
kaplamaya gerek kalmadan Taramali Elektron
Mikroskobunda (Quanta 250 FEG; FEI) diisiik
vakum ve ESEM modlarinda incelemeye alindi.

X- Isinlar: Difraktometresi (XRD)

Bocek orneklerimizin kanat yapilarmi olusturan
kitin  molekiillerinin ~ kristal  yapilarinin
incelenmesi amaci ile XRD kullanildi. Bu islem
icin bocek Orneklerinden ayrilan kanatlar
ogitiilmeden  incelemeye  alindi.  Kitin
molekiillerinin kristal yapilarina; Cu-Ka 15mim
(A = 1.5406 A) donammli BRUKER D8
DISCOVER toz difraktometresi yardimi ile 40
kV voltaj ve 40 mA akim altinda bakildi. Elde
edilen veriler EVA (EVA, Bruker Corporation)
yazilimi kullanilarak uluslar arasi toz kirmim
verilerine (PDF 00-035-1974; Newtown Square,
PA) gore degerlendirildi.

DNA Ekstraksiyonu ve Veri Analizi

PCR ¢alismalari i¢in bocek orneklerimizin kanat
ve bacak kaslart kullanildi. Kas dokusu
sonikatér yardimi ile homojenize edildikten
sontra DNA izolasyonuna gecildi. Kas
dokusundan DNA molekiillerinin izolasyonu
DNA izolsayon kiti (Bio Basic One-4-All
Genomic DNA Kit) kullanilarak ve bu kitin
talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi. izole

edilen DNA molekiilleri iki farkli primer (5°-
GAA TGC GAC G ve 5’-ACC GGG AAC G)
kullanilarak iki farkli PCR yapildi. PCR
uygulamasi su sekilde gergeklestirildi: DNA
molekiilleri denaturasyon (¢6ziilme) igin 94
C’de 5 dakika bekletildi. Daha sonra 94 °C’de
30 saniye, 36 °C’de 30 saniye ve 70 °C’de 30
saniye olacak sekilde 40 dongii ve ardindan 10
dakika 72 °C’de bir sicakliga tabi tutuldu. Bu
islemlerden sonra PCR iiriinleri elektroforezde
agaroz jelde ytirttildi.

Calismada kullanilan her iki primer igin ayri
ayrt degerlendirme yapildi. Erkek ve disi
bireyler  arasindaki  benzerlik  katsayisi
hesaplamalari i¢in; jelde olusan her DNA band:
icin ‘1°, olusmayan bant i¢in ise ‘0’ degeri
verildi. Disi ve erkek bireyler arasindaki
benzerlik katsayisi;, BKpez = 2npe (nptng)
formiilii kullanilarak hesapland1 (Butler vd.,
1994; Li vd., 2005; Degani, 2013). Formiilde
npg; disi ve erkek bireylerde olusan ortak
bantlari, np; disi bireylerde olusan bant sayisini
ve ng ise erkek bireyde olusan bant sayisini

ifade  etmektedir. Benzerlik katsayisinin
hesaplanmasinda  belirgin  olmayan DNA
bantlar1 ihmal edilmistir.

Sonuclar

Morfolojik dl¢iim analizi

Yapilan  mikroskobik  ol¢iimlerde, erkek

bireylerin [17.05 mm (16.73 - 17.48) n=5] az da
olsa disi bireylerden [16.67 mm (16.36 - 17.25)
n=5] daha biiyiik oldugu tespit edildi.

SEM analizi

Elde edilen SEM goriintiilerine gore; erkek
bireylerin dis kanatlarindaki desenlerin diizenli
altigen (hegzagonal) yapida oldugu, bu altigen
desenlerin diizenli dagildigi, disi bireylerde ise
altigenlere ek olarak besgen ve yedigen
desenlerin de goriildiigii ve ¢okgenlerin kenar
uzunluklarinda esitligin olmadig1 belirgin bir
sekilde gortilmektedir (Sekil 1).

XRD analizi
Calismada bocek  Orneklerinden — ayiklanip
incelemeye alinan kanatlar herhangi bir 6n
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isleme tabi tutulmadan direkt olarak XRD de
degerlendirildi. Dolayisiyla kanatlardan elde
edilen XRD verileri saf olmayan kitinden alindi.
Kitinin kristallilik indeksi (Crl) ve CMA
degerleri Kristallik esitligi denklemi (Esitlik 1)
kullanilarak hesaplandi. Esitlik 1 deki Imax ve
Iam sirasiyla; maksimum yansima siddeti ve
amorf yansima siddetini ifade etmektedir. Bu
degerler disi bireylerde; ~591 ve ~243, erkek
bireylerde ise 652 ve ~235 olarak hesaplandi
(Sekil 2).

Caligmamizda elde edilen yansima degerleri ile
hesaplanan kristallilik indeksi disi bireyler igin
%358,883, erkek bireyler i¢in ise %63,957 olarak
hesaplandi. Ayn1 zamanda kitin mikrofibrilleri
arasindaki diizlem mesafesini ifade eden ‘d’
degerleri de pikl ve pik 2 de disi ve erkek
bireylerde farklilik gostermektedir (Tablo 1). Bu
degerlere  gore;  kitin  mikrofibrillerinin

Tablo 1. Kitinin kristal yapisi ile ilgili XRD verileri

diizlemler aras1 mesafeleri kanadm alt yiizeyine
dogru inildik¢e azalmaktadir.

Cri= D Lan 1 (1)

Max

Calismamizda erkek Dbireylerin  kristallilik
endeksinin disi bireylere gore daha iyi oldugu
sonucu elde edildi. Bu durum Sekil 1’de verilen
SEM goriintiilerinde de goze garpmaktadir. Disi
ve erkek bireylere ait elde edilen XRD pikleri
ve bu piklere ait degerler sekil 2. ve Tablo 1. de
verilmistir. Sekil 2’de goriilecegi gibi her iki
ornekten elde edilen pikler ilk bakista benzerlik
gostermekle beraber, farkli degerlere sahiptirler.
Hem disi hem de erkek bireylerde kitin
verilerinden elde edilen ilk pikin kristal boyutu,
ikinci pikin kristal boyutundan daha biiytiktiir.
Bu veri ise kitin kristal boyutunun yiizeyden
asag inildik¢e kiiciildiiglini gostermektedir.

Disi
2Theta d(A) Sayisal veri  Kristal boyutu
Pik 1 9.231 9.681 585 97.4
Pik 2 19.579 4.550 591 58.9
Erkek
Pik 1 9.355 9.316 641 204.1
Pik 2 19.662 4411 652 79.2

Kaynak PDF: PDF 00-035-1974

PCR analizi: Erkek ve disi bireylere ait RAPD-
PCR sekil 3’te verilmistir. 1ki random
primerden toplam 31 belirgin bant elde edildi.
Elde edilen bu bant verilerine gore; erkek ve

disi bireyler arasindaki benzerlik katsayist (BK),
5’- GAA TGC GAC G primerine gore; %66, 5’
- ACC GGG AAC G primerine gore %75 olarak
hesaplandi.
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Sekil 1. Colymbetes fuscus ‘un kanat desenlenmelerinin SEM goriintiisii, A: Erkek, B: disi

(a) Erkek

g 400 WW‘\!W £ 4004
g 300 i 3 300 W
° 200 w

8 10 12 14 16 18 20 22 24 2 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
2Theta 2Theta

Sekil 2. Kitin kristallerinin yansima siddetleri, a: Erkek, b.: Digi

DNA ladder Q d' Q d' DNA ladder

——
—
—
—
—_—
—
——
—

—

Sekil 3. 5°-ACC GGG AAC G (4) ve 5’-GAA TGC GAC G (B) primerlerinden elde edilen DNA
bantlari
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Tartisma

X gimlan  difraktometeresi ¢alismalari, kitin
molekiillerinin  kristallesme  oranmin  bu
molekiillerin bulundugu ortamdaki yogunlugu
ile dogru orantili oldugunu gostermistir (Zia vd.,
2008; 2009). Calismamizda elde ettigimiz

verilere gbre bocek  Orneklerimizin  kin
kanatlarinda  kitin  oranin  diisik  oldugu
sonucuna  varilabilir.  Calismamizda elde

ettigimiz kitin konsantrasyonu Uzun ve Celik
(2015) tarafindan yapilan calisma ile uyumluluk
gostermektedir. Ayni sekilde erkek ve disi
bireylerin kitin kristal yapilarinda elde ettigimiz
farkliliklar daha once esey dimorfizmi {izerinde
yapilan  caligmalar ile de  uyumluluk
gostermektedir (Schulte-Hostedde ve Alarie,
2006; Fairn vd., 2007a, b).

Calismamizda erkek bireylerin dis kanat
desenlerinin disilere gére daha muntazam halde
oldugunu belirledik. Elde ettigimiz bu veri, disi
bireylerin kanat yapilarinin erkek bireylere
oranla daha yumusak (Bergsten vd., 2001) ve
erkek kanatlarinin disiye gore daha diizenli
oldugunu bildiren ¢aligmalar (Miller, 2002) ile
uyumluluk gostermektedir.
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SEM, XRD and PCR studies on sexual
dimorphism of Colymbetes fuscus
(L., 1758), (Dytiscidae: Coleoptera)

Extended abstract

Colymbetes fuscus (Linnaeus, 1758); is member of
Genus Colymbetes Clairville, 1806. Colymbetes; is a
small genus represented by 15 species in Palearctic
region and only by two species in Turkey. They
range in total body length from 11 to 20 mm. Family
Dytiscidae that include Colymbetes is represented
by 143 genera and approximately 4,300 species,
which are distributed around the world. In the
Palearctic region, it is represented by 15 tribes, 42
genera, and approximately 1100 species. This family
is represented by 27 genera and 141 species in our
country.

They are generally adapted to all aquatic habitats,
and can be found in deep pits, tree cavities, hot
springs, bitter waters, alkaline waters, forest lakes,
swamps, dirty puddles, wheel tracks filled with water
and artesian wells. They are good swimmers due to
their flattened bodies. Adults and larvae are located
in the same environments.

In this study, some differences between male and
female specimens of Colymbetes fuscus (Linnaeus,
1758) were illustrated. Male and female Pattern
shapes, crystalline sizes of outer surface of wings
and DNA molecular weights were compared by
using X-Ray Diffractometer (XRD), Scanning
Electron Microscope (SEM) and Polymerase Chain
Reaction (PCR).

Specimens of Colymbetes fuscus were collected from
the puddles of Egil Brook (38°24°38N, 40°08 05E,
20.X.2013, 10 Ex.) that was about to dried, by using
a net with a mesh size of 0.5 mm, from Egil, district
of Diyarbakir Province of Southeastern Anatolian
Region of Turkey. Beetles were killed with 70%
ethanol at spot. Coarse particles of beetles were
cleaned with a small paintbrush also minor particles
were cleaned with portable ultrasonic cleaner.

Male specimens were slightly larger [17.05 mm
(16.73 - 17.48) n=>5] than female ones [16.67 mm
(16.36 - 17.25) n=5]. Males were also slightly
lighter brownish according to females.

According to the SEM images; fly wings patterns of
males  Colymbetes  fuscus look like regular
hexagonal and uniform distribution of patterns
could be seen. Dimensions of male hexagons were
approximately at the same size. In female, beside the
hexagonal patterns, pentagonal and heptagonal
patterns could be seen. The irregularity of female
wings patterns could be seen at first glance.

XRD peak of male and female samples; In both
samples have two distinct peaks and their
appearance is very similar but some values obtained
are different. In both samples, the crystal size of the

first peak is greater than the crystal size of second

peak. Average 2theta values of female and male are
9.293 and 19.62. This shows us that crystal sizes are
shrinking.

Representations of the RAPD-PCR profiles
produced for male and female Colymbetes fuscus;
From two random primers a total of 31 bands were
defined. The similarity coefficients (SC) between
male and female individuals, upon pair wise were
66% for 5'- GAA TGC GAC G primer and 75% for
5"-ACC GGG AAC G primer.

Keywords: Colymbetes fuscus, XRD, DNA, SEM,
Diyarbakir
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