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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Neoscona adianta (Walckenaer,
1802) and Neoscona byzanthina (Pavesi, 1876) (Araneae: Araneidae) SPECIES
USING iPBS PRIMERS

SECKIN, Asiye
M.Sc in Biology
Supervisor: Assoc Prof. Dr. Adile AKPINAR
December 2025
46 pages

In this thesis study, it was aimed to examine the morphological and genetic
characteristics of two spider species belonging to the Araneidae family, Neoscona
adianta (Walckenaer, 1802) and Neoscona byzanthina (Pavesi, 1876) in detail. The
morphological differences between these two species were evaluated by focusing on
the patterns found on the structure of the opisthosoma. In the molecular analyses, the
iPBS (Inter Primer Binding Site) marker system was used to investigate the genetic
structures of the species. In the study, band profiles obtained from PCR analyses
conducted with four iPBS primers were examined, and these profiles revealed the
genetic diversity and population structure of the species. The results showed that
Neoscona adianta and Neoscona byzanthina exhibit morphological and genetic
differences, and that these differences are also associated with locality-based variation.
As a result of the study, clear distinctions were identified between the morphological
and genetic characteristics of the two species, and the usability of the iPBS marker
system in the genetic characterization of spider species was confirmed. Additionally,
it was suggested that the morphological variations and genetic differences between
these species may be related to ecological adaptation processes. This study provides
significant contributions to the taxonomic research of the Araneidae family and
enables a better understanding of the population genetics of spiders belonging to the

genus Neoscona.

Keywords: Neoscona adianta, Neoscona byzanthina, iPBS, genetic characterization,

morphological analysis.



OZET

Neoscona adianta (Walckenaer, 1802) ve Neoscona byzanthina (Pavesi, 1876)
(Araneae: Araneidae) TURLERININ iPBS PRIMERLERI iLE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

SECKIN, Asiye
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji
Tez Damismani: Do¢. Dr. Adile AKPINAR
Aralik 2025
46 sayfa

Bu tez galigmasi kapsaminda, Araneidae familyasina ait iki Oriimcek tiiri olan
Neoscona adianta (Walckenaer, 1802) ve Neoscona byzanthina (Pavesi, 1876) nin
morfolojik ve genetik 6zelliklerinin detayl bir sekilde incelenmesini amag¢lanmistir.
Bu iki tiir arasindaki morfolojik farkliliklar, opistosoma yapisindaki desenlenmeleri
lizerine odaklanilmistir. Molekiiler analizlerde iPBS (Inter primer binding site) markir
sistemi kullanilarak tiirlerin genetik yapilar1 incelenmistir. Arastirmada dort iPBS
primeri ile gerceklestirilen PZR caligsmalari sonucunda elde edilen bant profilleri
analiz edilmis ve bu profiller, tiirlerin genetik cesitliligini ve popiilasyon yapisini
ortaya koymustur. Elde edilen sonuglar, Neoscona adianta ve Neoscona byzanthina
tiirlerinin morfolojik ve genetik agidan farkliliklar gosterdigi, bu farkliliklarin lokalite
bazli varyasyonlarla da iliskili oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda, iki tiiriin
morfolojik ve genetik 6zellikleri arasinda net ayrimlar tespit edilmis olup, iPBS markir
sisteminin Oriimcek tiirlerinin  genetik  karakterizasyonunda kullanilabilirligi
dogrulanmistir. Ayrica, bu tiirler arasindaki morfolojik varyasyonlarin ve genetik
farkliliklarin ekolojik adaptasyon siirecleri ile iligkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Bu
calisma, Araneidae familyasinin taksonomik ¢aligmalarina 6nemli katkilar sunarken,
Neoscona cinsi 6riimceklerin popiilasyon genetiginin daha iyi anlagilmasina da olanak

tanimaktadir.

Anahtar Kkelimeler: Neoscona adianta, Neoscona byzanthina, iPBS, genetik

karakterizasyon, morfolojik analiz.
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BOLUM 1
GIRIS

Oriimcekler, hayvanlar dlemi icerisinde Arthropoda subesinde Arachnida sinifinda yer
alan Araneae takimindadir. Diinya tizerinde tanimlanan 139 familya, 4492 cins ve 53
546 tiir ile temsil edilmektedir (World Spider Catalog, (WSC) 2025). Tiirkiye’de ise
58 familya 374 cins ve 1320 tiir bulunmaktadir (Danisman vd., 2025). Oriimcekler
omurgasizlar igerisinde boceklerden sonra karasal yasama en ¢ok uyum saglamis

canlilardandir.

Ortimceklerin yasam alanlari, taslik alanlar, tropikal ormanlar, ¢oller, goller, cukurlar,
kanyonlar, magaralar, daglarin zirveleri ve deniz kiyilar1 gibi yerlerdir. Ayni zamanda

ortimceklerin biiytik bir kismi1 insanlarin yasam alanlarini da paylagsmaktadir.

Dogada bulunan oriimceklerin bazilar1 ag yaparak onlara bagl yasarlar, bazilari ise
aglara bagl olarak yasamazlar. Oriimcek tiirleri genellikle karnivor olarak
beslenmekte olup avlari genellikle boceklerdir. Oriimcekler avlanma sekillerinde
farkliliklara sahiptir. Bu avlanma sekilleri ag yapma (tuzak kurarak), kovalama veya
lizerine ziplayarak avlarini yakalamak seklinde olabilmektedir. Ayrica oriimcekler
tarimsal ekosistemin biyolojik kontrol mekanizmasinda gorev alan avcilardir. Bu
avcilar tarimsal alanda oldukga cesitlidir ve tarim alanlarinda zararl olan haserelerin
de bertaraf edilmesinde biiyiik 6l¢iide dneme sahiptir. Oriimcekler otgul olmadiklar:
icin dogal predatorler olarak da isimlendirilmektedir (Tahir vd, 2019). Bu
arthropodlarin, hakkinda 6zellikle faunistik 6riimcek biyogesitliligi tizerine ¢alismalar
yapilmakta olup bu calismalar her gecen giin yenileri eklenmektedir. Ulkemizde
ortimcekler lizerin yapilan aragtirmalar artmaktadir ve bu alanda sadece morfolojisinin

yant sira molekiiler ¢calismalarla da desteklenerek devam etmektedir.

Araneidler (Araneidae) ag yapan oOrlimcekler arasinda yer almakla birlikte kiire
seklinde ag yapan oriimcekler olarak da adlandirilmaktadir. 198 cinse ait 3158 tiir ile
Diinya’da en genis tiir ¢esitliligine sahip familyalar arasinda yer almaktadir (WSC,

2025). Ayrica Araneidae oriimcekleri, kayda deger derecede filogenetik ve evrimsel

1



tartismalarin hedefi olmustur (Scharff ve Coddington, 1997). Bu tartismalara av—avci
iliskileri, ag yapilari, ¢iftlesme davranislart ve genital yapilarinin sistematikteki

problemleri gibi konular dahil olmustur.

Oriimcekler iizerine yapilan morfolojik arastirmalar bazi zorluklara sahiptir.
Polimorfizm, dimorfizm (eseysel) ve oriimecek yavrularini (erginlesmemis bireyleri)
tanimlamak i¢in herhangi bir anahtar bulunmamasi sinirlayici ve zaman alici bir durum
olmaktadir. Oriimceklerde morfolojik tanimlamada smirlayici  etkenler ve
belirsizlikleri agiga kavusturmak i¢in en kolay ve etkili sistem tiirii tanimlayan marker
sistemi gelistirmektir. Bu hizli olan sistem markir sistemi yardimci arag¢ olarak
kullanilmaktadir (Masumoto vd., 2002). Marker sistemleri arasinda DNA tabanl
markir sistemi bir alternatif yaklagim sunmaktadir. Ayni zamanda DNA tabanli markir
sistemi dogru tiir tanimlanmasinda, popiilasyon yayilis alani belirlenmesi ve
popiilasyon tahmininde, biyocesitliligin arastirilmasinda, yeni tiirlerin kesfi ve tiirlerin
akrabalarinin tespit edilmesinde son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Masumoto vd., 2002).

Calisma ile Araneidae familyasi icinde yer alan Neoscona cinsine dahil tilkemizden
tespit edilmis Neoscona adianta ve Neoscona byzanthina’ya ait 6rneklerin morfolojik
olarak belirlenmesinde tiirlerin ayrimini yapmakta giigliikkler yasanmaktadir. Bu iki tiir
arasinda iPBS (Inter Primer Binding Site) marker sistemi ile morfolojik olarak
tanimlanan tiirlerin genetik karakterizasyonu yapilarak ayriminin yapilmasina katki

saglanabilecektir.
1.1 Oriimceklerin Genel Ozellikleri

Bir 6rtimcegin viicudu genel olarak iki kisma ayrilabilir. Ayrilan kisimlar prosoma ve
opistosoma olarak adlandirilir. Prosoma, viicudun 6n kismini olustururken,
opistosoma ise arka kisimdir (Foelix, 2011). Prosomanin dorsal (list) kismi1 sert bir zirh
(karapaks) ile kaplidir; bunun yaninda prosomanin ventrali (alt) kismi kat1 bir plaka
(sternum) ile kaplidir Opistosomanin dis goriiniimii segmensizdir. Opistosomay1 orten

deri genellikle yumusaktir (Sekil 1.1 ve Sekil 1.2).

Prosoma genel olarak hareket, duyu, besin alimi ve sinir sistemi ile ilgili organlar

bulundururken; opistosoma sindirim, dolagim, solunum ve ag yapimiyla ilgili organlar



bulundurur. Prosoma ve opistosoma arasindaki baglantiy1 dar bir sap, pedisel denilen
ince bir yap1 saglar. Oriimceklerde genellikle prosoma bolgesi opistosoma bolgesine

gore daha kiigtiktiir (Foelix, 2011).

Palp

Gozler

Yirime
bacaklari

Fovea

Prosoma

Opistosoma

. sternum

epijin

v

» spinneret

Sekil 1.2 Neoscona genel ventral goriiniim
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Prosomanin 6n kisminda ii¢ ya da dort ¢ift gz bulunur. Gozlerin biiytikligi ve
prosoma tizerindeki dizilisleri 6riimcegin siniflandirilmasinda kullanilan 6nemli bir
Olclittlir. Prosoma bdlgesinde agiz, basit yapidaki gozler ve alt1 ¢ift iiye bulunur.
Uyelerin birinci ¢ifti keliser, ikinci ¢ifti pedipalpus, geriye kalan dort cift ise yiiriime
bacaklaridir. Prosoma tizerindeki 6n kismi gozleri ve keliserleri tagimaktadir. Prosoma
on kisminda yer alan basit gozler konumlanmasina, boyutuna ve yapisina bakilarak

oriimcek sistematigi siniflandirmasinda aktif olarak kullanilmaktadir.

Keliserler prosomanin 6n kismindaki uzantilardir. Keliser yapisal olarak iki kistmdan
olusur. Keliserin ilk kismi kalin tabanli ve hareketlidir, diger kismi ise eklemli distir.
Keliser bazal segmentinde zehir bezleri ve zehir kanali bulunur. Oriimcek avina
saldirdiginda keliser yardimiyla avini etkili bir sekilde Oldiiriirler. Keliser yapisi
sadece avin yakalanmasinda degil ayni zamanda pek ¢ok islevde sahiptir. Keliser, ayn1
zamanda yuva kazarken, yavrular1 tasimada, savunmada, ses ¢ikarmada, ¢iftlesme
esnasinda kenetlenmede, yuvaya ag 6rmelerinde aktif olarak kullanilir. Keliser aslinda

oriimcegin elleri olarak da adlandirilir (Foelix, 2011).

Keliser yapisindaki dis sayist ve boyutu da yine Oriimcek sistematiginde

kullanilmaktadir.

Yiirlime bacaklar1t dort cifttir. Her bir yiirime bacaginda yedi tane segment

bulunmaktadir ve iizerleri yogun bir sekilde ¢esitli duyusal killarla kaplhdir.

Pedipalpus yapist bakimindan yiiriime bacaklarina benzer. Ama yapisal goriinim
benzerligi disinda pedipalpus genellikle yiiriime bacaklar1 gibi hareket etmek i¢in
kullanilmaz. Bunun disinda avi yakalarken avina siirekli dokunarak manipiile
edilmesini saglar. Pedipalpuslar erkek orlimceklerde O6nemli bir modifikasyonla
degismistir. Erkek oriimceklerde hem bir ¢iftlesme organi hem de kur yaparken 6nemli

sinyallerin gonderiminde rol oynamaktadir.

Opistosoma Oriimcegin arka kisminda yer alir. Opistosoma yapist sekil ve biiyiikliik
bakimindan gruplar arasinda farklilik gosterir. Opistosoma sekilleri genellikle
yuvarlak, oval, yassi, torba veya kambur sekildedir. Ancak opistosoma seklindeki bu

cesitlilik ortimcek sistematiinde siniflandirmada kullanilmaz. Opistosoma karin



(abdomenin) dorsal-medialinde folium olarak adlandirilan desenle kaplanmaktadir.

Opistosoma karindaki bu desenin sekli ve rengi dnemlidir (Foelix, 2011).

Cinsiyet agikliklar1 opistosomanin 6n ventralinde, aniis ise son kisimda yer almaktadir.
Opistosomanin son kisminda, karin (abdomen) altinda yer alir ve aniisiin oniinde
spinneretler (6rii memeleri) bulunmaktadir. Opistosoma arka kisminda yer alan
spinneretler. Yapisal olarak genellikle iki veya li¢ ¢ift seklinde bulunabilir (Sekil 1.2).
Spinneretler 6rii aygitlar olarak da bilinmektedir (Ocal vd., 2021; Kayhan vd., 2023).
Spinneretlerin yapis1 ve morfolojisi ipek salgisini iireten ag bezleri ve ag bezlerine
bagli 6rii memelerinden olugmaktadir. Spinneretler ipek agin ¢ikarilmasini ve bu ipek
agin iglenerek agm Orlilmesini saglamaktadir (Kayhan vd., 2023). Ayrica
spinneretlerin morfolojisi familya teshisi i¢cin kullanilabilir (Foelix, 2011). Bu
spinneretlerle oriimcekler ipek ag1 olusturmaktadir. Oriimceklerde ipek aglar ve
spinneretlerin yapisi sekil olarak onlarin en belirleyici dzellikleridir. Ordiikleri ipek
aglar oOriimcek sistematiginde ayr1 bir belirleyici oldugu i¢in sistematik
siniflandirmada kullanilmaktadir. Yaptiklar ipek aglarin sadece yapis1 ve 6rme sekli
tirler arasinda farklilik gosterdigi gozlemlenmistir. Bu yilizden birgok ipek agi

oriimeek tiirlerine 6zgiidiir (Ocal vd., 2021).

Oriimcek ipek aglar1 bircok amag icin kullanilir. Ama ag drmelerinin en baslica sebebi
avlanmak ic¢indir. Avlanmalarin disinda savunma, sperm tasimada, korunma, bir
yerden bir yere tasinmada ve (koza yapiminda) yavrular tagimada gibi alanlarda

kullanilmaktadir. Buna ragmen yine de biitiin 6riimcekler ag 6rmezler.

Sube: Arthropoda
Alt sube: Chelicerata
Sinif: Arachnida
Takim: Araneae

Familya: Araneidea

Calisma konusunu olusturan Araneidae oriimcekleri, genellikle kiire seklinde aglar
(orb-web spiders) yapmalariyla bilinir. Bu oriimcekler a§ yapma konusunda son

derece yeteneklidirler ve kozmopolit bir yayilisa sahiptirler. Araneidae familyasindaki
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bu oriimcekler ¢ok ¢esitlilik gosterdikleri i¢in en basarili ériimcek familyasi arasinda
yer almaktadir (Foelix, 2011). Araneidae familyas: iiyelerien yaygin olarak yesil
alanlarda, tarim triinlerinin tizerinde, ormanlik alanlarda ve nadirende ¢orak yerlerde
rastlanmaktadir. Araneidae familyasina dahil olan 6riimceklerin aglar yasadiklari
bolge iizerindeki c¢ali, agag, otlarin arasinda ve yapraklarin arasinda bulunur.
Araneidae familyasi liyelerinin yapmis olduklar1 aglar ¢cok ¢esitli yapisal varyasyona
sahiptir. Araneidae familyasindaki 6riimcekler yaptiklar1 aglarin iizerinde kaldiklar

gibi bazi durumlarda siginaklarda olduklar1 da gézlenmistir (Foelix, 2011).

Araneidae familyasindaki oriimcekler herhangi bir tehdit unsuruna rastladiklarinda
aglarinda bir ip aracilif1 ile yere inerler veya siginaklarina girerler. Tehdit durumu
ortadan kalktiktan sonra tekrar yapmis olduklar1 ipten tirmanarak agin iizerine geri

donerler (Sajid vd., 2021; Foelix, 2011).

Araneidae familyast grubuna dahil olan Oriimcekler sekiz goze sahip olup, viicut
yiizeylerinde killar barindirirlar. Boyutlar1 2 mm ile 50 mm arasinda degisir. Disi ve
erkek bireyler arasinda desen farkliliklar: bulunsa da erkekler genellikle disilerden
daha kiigtikttir (Levi, 2002). Bu oriimeek ailesinin ¢ogu liyesi parlak renklere sahip
olup gozle fark edilebilecek kadar biiyiik boyutludur.

Araneidae oriimcekleri besinlerinin ¢ogunlukla ucan boceklerden saglarlar. Bununla
birlikte aglarina takilan bazi kuslar ve kii¢iik omurgalilar da diyetlerine dahil olabilir.
Ayrica bu familya, karnivor beslenmeleri nedeniyle bodcek kontroliinde etkili

predatorler arasinda yer alir (Lugman vd., 2021).

1.2 Araneidea familyasimin morfolojik ozellikleri

Bu familyadaki oriimcekler boyut olarak 2 mm’den 50 mm’e kadar degiskenlik
gosterir. Araneidae familyasinin disi iiyeleri erkek iiyelerine gore cok daha fazla biiyiik
viicuda sahiptir. Araneidlerin boyut farkliliklarina ek olarak, morfolojik olarak da
sayisiz sekil farkliliklara sahiptirler. Familyanin opistosoma yapisindaki dikenli
cikintilar ve desenlemeler bulundurabilirler. Familyada eseysel dimorfizm olmasina

karsin erkek ve disi iiyeleri sekil olarak degismezler (Kallal vd., 2019).



Bu ¢alismada Araneidae familyasina dahil olan Neoscona cinsine ait iki tiir (Neoscona
adianta, Neoscona byzanthina) morfolojik ve molekiiler belirtegler kullanilarak

calisiimustir.

Neoscona, Araneidae igerisinde yer alan oval yapili ve karakteristik opistosoma deseni
ile diger cinslerden kolaylikla ayrilir. Cinse dahil 124 tiir diinyada tanimlanirken
(World Spider Catalog, (WSC), 2025), iilkemizde ise sadece 3 tiir bilinmekte olup
bunlar Neoscona adianta (Walckenaer, 1802), Neoscona byzanthina (Pavesi, 1876),
Neoscona subfusca (C. L. Koch, 1837)’dir (Danisman vd., 2025). Bunlardan N.

adianta ve N. byzanthina halen tizerinde tartismali tiirlerdir.

Neoscona cinsi birbiriyle yakindan iligkili ¢ok sayida tiir igerir. Cinse ait N. adianta
ve N. byzanthina 6rneklerin morfolojileri aynidir ve tiirler genital organlar ile ayirt
edilebilir; ancak baz1 6rneklerde morfolojileri farklidir ama genital organlar neredeyse
aynidir. Bu nedenle bu iki tiiriin sinonimi i¢inde yer almasi sasirtict degildir. Aslinda
kiictik farkliliklar vardir, ancak bir biitiin olarak ele alindiginda bunlarin iki ayr tiir
oldugunu giiriilmektedir. N. byzanthina ayn1 zamanda bir Kuzey Amerika tiirii olan N.
arabesca (Walckenaer) ile de yakin akrabadir (Ledoux, J.-C. 2008a). Daha sonraki
arastirmalarda birgok morfolojik karakter ile bu iki tiiriin ayrimi1 gergeklestirilmistir.

Bu tiirler arasinda bazi morfolojik karakterler tartismalidir (Ledoux, 2008).

N. byzanthina ile N. adianta arasindaki farklardan biri de epijin yapisinin birbirinden
farkli olmasidir (Geci ve Naumova, 2021). Bu iki tiir arasindaki farklar asagida
siralanmistir. Neoscona adianta’da epijinin kancasi ovalimsi yapidayken Neoscona
byzanthina’da daha yuvarlaktir. Neoscona adianta’daki kese bicimdeki yapilar arasi
daha genisken Neoscona byzanthina’da daha dardir. Neoscona adianta’da kesenin alt
kismu yuvarlaga yakin iken Neoscona byzanthina’da tiggenimsidir (Geci ve Naumova

2021).

Neoscona adianta ve Neoscona byzanthina tirlerinin diinyadaki yayilislarina
bakildiginda Her iki tiir de diinya da yayilis gosteridigi; N. byzanthina: Ispanya,
Fransa, italya, Romanya, Balkanlar, Yunanistan, Tiirkiye ve Rusya’nin Kafkaslar
boliimii (WSC). N. adianta ise daha genis bir cografi yayilim alanina sahiptir ve
Avrupa, Kuzey Afrika’dan Orta Asya’ya kadar, Cin, Kore ve Japonya’ya kadar yayilis

gosterir.



1.3 Markir Sistemleri

Genetik teknolojilerdeki gelismeler, oOriimcek tilirleri tlizerine yapilan molekiiler
caligmalarin diinya genelinde hizli bi¢imde artmasini saglamistir. Tiirkiye’de ise bu
arastirmalar yeni yeni yayginlagmaktadir. Molekiiler teknikler; tlir tanimlama,
yayilisin belirlenmesi, koken ve siniflandirma ¢alismalari, genetik cesitliligin
Olclilmesi ve fenotipik olarak benzer bireylerin ayirt edilmesi gibi pek ¢ok alanda

Oonemli avantaj saglar (Roose, 1988).

Bu yontemler; filogenetik iliskilerin ortaya konmasi, biyolojik cesitliligin
degerlendirilmesi, ekosistem isleyisinin anlagilmasi ve tiirlerin evrimsel-ekolojik
stireglerinin aragtirilmasinda yaygin bicimde kullanilmaktadir. Ayrica genotipler arasi
iligkilerin belirlenmesi, taksonomik diizenlemeler ve tiirlerin korunmasina yonelik

stratejilerin gelistirilmesinde kritik rol oynar (Barkley vd., 2006).

Molekiiler markirlar; popiilasyon yapisinin analizi, tiirler arasi iliskilerin ¢oziilmesi ve
nadir-endemik tiirlerin korunmasina yonelik temel bilgilerin elde edilmesinde giicli
araglardir (Botstein vd., 1980; Avise, 2012). Genetik c¢aligmalar genel olarak
morfolojik, protein temelli ve DNA temelli yaklagimlara ayrilir. Cevresel etkilerden
bagimsiz olduklari igin DNA markirlar1 daha gilivenilir kabul edilir ve bu ¢alismada da

bu sistem tercih edilmistir.
1.3.1 DNA Temelli Markirlar

Molekiiler ¢aligmalarda bir¢ok teknik kullanilmakta olup, bu yontemlerle morfolojik
olarak ayrilmasi gii¢ olan tiirler, hatta ayn1 tiir i¢indeki bireyler arasindaki genetik
farklar bile net sekilde ortaya konabilmektedir. Bu tekniklerden biri de DNA temelli

markir sistemleridir.

Genetik varyasyonu belirlemek i¢in kullanilan molekiiler markirlar, genomdaki belirli
gen bolgelerini veya bu bolgelerle iliskili DNA pargalarini temsil eder. Cevresel
kosullardan etkilenmemeleri ve farkli genotipler arasindaki dizilim farkliliklarim
acikca gosterebilmeleri nedeniyle gilivenilir belirtecler olarak degerlendirilmektedir

(Ozsensoy ve Kurar, 2012; Yorgancilar vd., 2015; Ismail vd., 2019).



Bu markirlar, DNA’daki polimorfik bdlgelerin tespit edilmesin saglar. Bir genin
popiilasyonda birden fazla formunun bulunmasi, o genin polimorfik oldugunu gosterir
(Yorgancilar vd., 2015). Bu nedenle molekiiler markirlar, tiir i¢i ve tiirler arasi

varyasyonun belirlenmesinde sik tercih edilmektedir (Ozsensoy ve Kurar, 2012).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yoOnteminin gelistirilmesi, PZR temelli
markirlarin kullanimini yayginlagtirmis; bu tekniklerin ekonomik, uygulanabilir ve
yiiksek polimorfizm saglamasi nedeniyle genetik c¢alismalarda Onemli bir yer
edinmigtir. PZR sayesinde genomun hedef bdlgeleri laboratuvar kosullarinda

cogaltilabilmekte ve elektroforez ile goriintiilenebilmektedir.

PZR temelli DNA markirlar, karsilagtirmali genetik analiz mantigiyla ¢aligir. Yaygin
kullanilan markir tiirleri arasinda AFLP, RAPD, SCAR, SNP, SSR ve ISSR yer
almakta olup, bu yontemlerle mutasyon, delesyon, insersiyon ve farkli polimorfizm
tiirleri tespit edilebilmektedir (Ozsensoy ve Kurar, 2012). iPBS retrotranspozon markir
sistemi de DNA tabanli yontemlerden biridir. Bu markir sistemleri hizli ¢aligsa da her

biri belirli sinirliliklara ve maliyetlere sahiptir.
1.3.1.1 iPBS-retrotranspozon Markir Sistemi

Genom i¢inde bir bdlgeden baska bir bolgeye hareket edebilen transpoze edilebilir
elementler (TE’ler), pek cok okaryotik organizmanin genomunda genis yer kaplar.
TE’ler, ¢caligma mekanizmalarina gore iki gruptur: L. sinif (kopyala—yapistir) ve II. sinif
(kes—yapistir) elementler (Kalendar vd., 2010). Bu hareketli yapilar, genomun
diizenini ve gen ifadelerini etkileyerek mutasyonlara ve genetik cesitlilige katki saglar

(Kempken ve Kiick, 1998).

Retrotranspozonlar, I. sinif TE’lerdir ve RNA araciligiyla kopyalanip tekrar DNA’ya
cevrilerek genoma eklenirler. Genomda tekrarli diziler olusturarak genom
biiyiikliigiinii artirabilirler. Bu 6zellikleri nedeniyle retrotranspozon tabanli markirlar,
genetik cesitlilik caligmalarinda oldukga etkilidir. Retrotranspozonlar LTR igeren ve
LTR igcermeyen olmak iizere iki gruba ayrilir (Schulman vd., 2004; Kalendar vd.,
2010).

Retrotranspozon temelli markirlar, retrotranspozon dizilerine 6zgii primerlerle yapilan

PZR amplifikasyonuna dayanir ve bircok okaryotik tiirlin karakterizasyonunda
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kullanilmaktadir (Schulman vd., 2004; Ozer vd., 2016). Ancak klasik retrotranspozon
markirlari, spesifik primer tasarimi ve 6n DNA dizisi bilgisi gerektirdiginden bazi

kisitlamalar igerir.

Bu smirlamalar1 asmak i¢in Kalendar vd. (2010), hem bitkilerde hem hayvanlarda
uygulanabilen iPBS (inter-Primer Binding Site) yontemini gelistirmistir. PBS
bolgeleri retrotranspozonlarin korunmus i¢ kisimlarinda bulundugundan, 6n dizilim
bilgisine ihtiya¢ duyulmadan genomdaki LTR boélgeleri PZR ile ¢cogaltilabilir. iPBS
yontemi, LTR retrotranspozonlarinin PBS bolgeleri arasindaki DNA parcalarinin
amplifikasyonuna dayanir ve bdylece retrotranspozon kaynakli polimorfizmi

dogrudan tespit eder (Kalendar vd., 2010).

iPBS markir sistemi; yiiksek polimorfizm iiretmesi, neredeyse tiim organizmalarda
uygulanabilir olmas1 ve sadece standart PCR ile agaroz jel teknikleri gerektirmesi
nedeniyle genetik ¢esitlilik ve popiilasyon genetigi calismalarinda yaygin olarak tercih

edilmektedir (Alzohairy vd., 2014; Ozer vd., 2016).
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BOLUM 2
LITERATUR OZETLERI

Omurgasiz hayvanlara dahil olan oriimcekler {lizerine molekiiler calismalar son
yillarda gittikce yayginlagsa da genetik cesitlilik ¢alismalarinda polimorfizm

belirlenmesi sinirl kalmistir.

Bu arastirmalar kisaca 0zetlenecek olursa;

Machkour-M’Rabet vd. (2009), ISSR markirini tarantulalarda (Theraphosidae) ilk kez
uygulamis ve Meksika’daki Brachypelma vagans popiilasyonunda %98,7 oraninda
yiiksek polimorfizm tespit ederek bu yodntemin tiir i¢i ayrimi belirlemede etkili

oldugunu gostermistir.

Seyyar vd. (2016), iic Gnaphosidae tiiriinii tanimlamak i¢cin RAPD-PCR kullanmis ve

48 ornek lizerinden bu teknigin hizli, basit ve etkili bir yontem oldugunu bildirmistir.

Postiglioni vd. (2019) ise Allocosa senex tizerinde COX1 ve AFLP markirlarin
uygulayarak Arjantin, Brezilya ve Uruguay popiilasyonlarinda diisiik genetik ¢esitlilik

ve sinirli izolasyon bulundugunu ortaya koymustur.

1iPBS markirina yonelik ornek calismalardan biri Starka vd. (2025) tarafindan
Stethophyma grossum lizerinde yiirlitilmis; 15 primerden ikisinin yiiksek
polimorfizm sagladig1 ve yontemin popiilasyon genetigi icin giiglii bir ara¢ oldugu

belirtilmistir.

Mora-Rubio vd. (2019) calismalarinda fuanistik arastirmada Iberian Penisula

Neoscona cinsine ait olan N. adianta ve Neoscona byzanthina tiirlerinin ait morfolojik
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arastirma yapmuslardir. Bu calisma sonucu Neoscona byzanthina tiirleri yeni kayit

olarak literatiire sunulmuslardir.

Bolognin vd. (2021) ¢alismalarda italya’da yapilan faunistik arastirmalarda Neoscona

cinsine ait olan N. byzanthina Italya’da yeni kayit olarak literatiire sunmuslardar.

Geci ve Naumova (2021) c¢alismalarinda Balkan’da fuanasitik arastirma
yapimnmiglardir. Balkanlarda bulunana yaygin oriimecek tiirleri arastirilmistir. Bu
calismada Neoscona adianta ve Neoscona byzanthina tiirlerini ait morfolojik olarak

iki tiirti karsilastirmistir.

Bu calismada kapsaminda iPBS markir sistemi kullanilarak N. adianta ve N.
byzanthina’nin genetik karakterizasyonu yapilmis, 6rnekler arasindaki polimorfizm ve
primerlerin ayirt ediciligi degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, iPBS yonteminin
bu iki tiirde uygulanabilirligini géstermekte olup, driimcekler ve diger omurgasiz

gruplar icin yapilacak popiilasyon genetigi calismalarina da temel olusturmaktadir.
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3.1 Materyal

Arastirma materyali olarak, daha Onceden saha calismasit yapilmis ve uzman
arastirmacilar tarafindan toplanan 6rnekler (Gaziantep Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Zooloji laboratuvarinda -20°C’de, %96 etil alkolde
muhafaza edilmis) degerlendirmeye alindi. Bu asamada arazi caligmalar1 sirasinda
elde edilen drnekler, her driimcek drnegi igin ayr1 santrifiij tiiplerine alinmis, tiiplerin
lizerine Oriimcegin bulundugu lokalite, tarih ve 6rnek kodlari verilerek etiketlemesi
yapilmustir. Neoscona cinsine ait olan N. adianta ve N. byzanthina materyalleri

tizerinden toplam 70 ornek ile arastirma gergeklestirilmistir (Tablo 3.1).

BOLUM 3

MATERYAL VE METOTLAR

Tablo 3.1 Neoscona ait tiirleri igeren lokalite bilgileri.

TUR KOD |TARIH |iL

Neoscona bryzanthina | SNB133 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona bryzanthina | SNB134 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona bryzanthina | SNB135 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona bryzanthina | SNB136 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona adianta SNA137 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona adianta SNA138 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona adianta SNA139 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona adianta SNA140 | 29.07.2017 | SAMSUN
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Neoscona adianta SNA141 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona bryzanthina | SNB142 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona bryzanthina | SNB143 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona adianta SNA144 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona adianta SNA145 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona adianta SNA146 |29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona adianta SNA147 |29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona bryzanthina | SNB148 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona adianta SNA149 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona adianta SNA150 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona adianta SNA151 |29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona adianta SNA152 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona bryzanthina | SNB153 | 29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona bryzanthina | ANB154 | 27.07.2017 | AMASYA
Neoscona adianta SINA155 | 28.06.2016 | SINOP

Neoscona adianta ANA156 | 27.07.2017 | AMASYA
Neoscona adianta SNA157 |29.07.2017 | SAMSUN
Neoscona adianta ANA158 | 27.07.2017 | AMASYA
Neoscona bryzanthina | SINB159 | 28.06.2016 | SINOP

Neoscona adianta SINA160 | 28.06.2016 | SINOP

Neoscona bryzanthina | SNB161 | 29.07.2017 | SAMSUN
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Neoscona bryzanthina

SNB162

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

SNB163

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona adianta

SNA164

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

SNB165

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

ANB166

27.07.2017

AMASYA

Neoscona adianta

SINA167

28.06.2016

SINOP

Neoscona bryzanthina

ANB168

27.07.2017

AMASYA

Neoscona bryzanthina

SNB169

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

SNB170

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

SNB171

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona adianta

SINA172

28.06.2016

SINOP

Neoscona bryzanthina

SNB173

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

SNB174

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona adianta

ANAI175

27.07.2017

AMASYA

Neoscona adianta

ANA176

27.07.2017

AMASYA

Neoscona bryzanthina

SNB177

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

SNB178

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona adianta

SINA179

28.06.2016

SINOP

Neoscona bryzanthina

SNB180

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

SNB181

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

SNB182

29.07.2017

SAMSUN
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Neoscona bryzanthina

SNB183

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

SNB184

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona adianta

SINA185

28.06.2016

SINOP

Neoscona adianta

SNA186

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona adianta

SNA187

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

SINB188

28.06.2016

SINOP

Neoscona bryzanthina

SNB189

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona adianta

ANA190

27.07.2017

AMASYA

Neoscona adianta

ANAI191

27.07.2017

AMASYA

Neoscona bryzanthina

SNB192

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

SNB193

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona adianta

SNA194

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

SNB195

29.07.2017

SAMSUN

Neoscona bryzanthina

ANB196

27.07.2017

AMASYA

Neoscona bryzanthina

SINB197

28.06.2016

SINOP

Neoscona adianta

ANA198

27.07.2017

AMASYA

Neoscona adianta

SINA199

28.06.2016

SINOP

Neoscona bryzanthina

SINB200

28.06.2016

SINOP

Neoscona bryzanthina

SINB201

28.06.2016

SINOP

Neoscona bryzanthina

SINB202

28.06.2016

SINOP

16




3.2 Yontem
3.2.1 Arastirmada Kullanilan Ekipmanlar, Malzemeler

Aragtirmada, Karadeniz Bolgesinde yer alan 3 ilden (Samsun, Amasya, Sinop) daha
onceden toplanmis ve morfolojik teshisi yapilan Neoscona 6rnekleri kullanilmistir. Bu
orneklerde morfolojik teshis caligsmalari, Olympus SZX12E ve model trinokiiler
Stereo mikroskop ve ZEISS Discovery8 model trinokiiler Stereo mikroskop ile
dogrudan yapilmistir. Erkeklerde genital yapi goriintiilerinin ¢ekimleri ZEISS
Discovery8 mikroskopla ve kamera sistemi ile gergeklestirilmistir. Disilerde
hazirlanan preparatlar Micros marka MC 300 A model trinokiiler 151k mikroskobu

kullanilarak goriintiiler alinmistir.
Ayrica molekiiler calismalarda da kullanilan malzemeler su sekildedir;

Primerler (Qiagen, Almanya), Absolute etanol (Sigma, Almanya), Agaroz (Sigma,
Almanya), DNA ladder (Qiagen, Almanya), Tris (Sigma, Almanya), Tris-HCL
(Sigma, Almanya), EDTA (Merck, Almanya), Invitrogen by Terrmo Fisher Scientific,
dNTP set (Qiagen, Almanya), Etidyum bromiir (Sigma, Almanya), (Merck, Almanya),
Proteinaz K (Qiagen, Almanya), Borik asit (Sigma, Almanya), Taq Polimeraz (Qiagen,
Almanya), Yiikleme Tamponu (6X) (Qiagen, Almanya). MgCl2 (Qiagen, Almanya),

3.2.2 Calismada Kulanilan Cihazlar

Derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye), Inkiibator (Niive, Tiirkiye), Gii¢ kaynagi (Cleaver
Scientific Ltd., Ingiltere), Hassas Terazi (Denver Instrument, Almanya), Jel
goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat, Fransa), Mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye),
Otoklav (Niive, Tiirkiye), Otomatik pipetler (Eppendorf-Almanya, CAPPDanimarka),
Saf su cihaz (Microline), Santrifiijler (Selecta, Ispanya), Spektrofotometre (Nanodrop,
ND- 1000, Amerika), Yatay elektroforez sistemi (Cleaver Scientific Ltd.,Ingiltere),
Homojenizator cihazi (Qiagen, Almanya), Vorteks (Velp Scientifica, 19 italya),.
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3.2.3 Morfolojik ve Molekiiler Calismalar
3.2.3.1 Morfolojik Calismalar

Bu arastirma kapsaminda uygulanilan morfolojik karakter ¢alismalarinin agamalari

asagidaki gibidir.

Neoscona adianta ve N. byzanthina’ya ait 70 6rnek incelenmis ancak 60 Ornegin
karakterizasyonu belirlenmistir. Morfolojik karakterlerin belirlenmesi ise, her bir
ornek, Olympus marka SZX12E model trinokiiler Stereo mikroskop ile dogrudan
incelenerek yapilmustir. Iki tiiriin 6rnekleri i¢in; gdzlerin sekilleri, prosomanin dorsal-
lateral olarak desenlenmeleri, sternum sekli, opistosomanin dorsal-lateral-ventral
olarak incelenerek desenlenmelerin belirlenmesi, spinneretlerin  yapist  ve
konumlanmalar1 incelenerek toplamda 63 karakter olusturulmustur. Bu karakterlerin
skorlanmalar1 var (1)- yok (0) olarak manuel girisle Office Exel’de gergeklestirilmis
ve data dosyasi olusturulmustur. Datalarin SplitsTreeS programinda analizi

gerceklestirilip, UPGMA dendogrami olusturulmustur.
3.2.3.2 Molekiiler Cahismalar

Molekiiler laboratuvar ¢alismalarinda, genomik DNA izolasyonu Qiagen DNeasy
Blood & Tissue Kit (Katalog no: 69504—69506) protokoliine gore yapilmis; PCR
reaksiyonlarinda ise Invitrogen (Thermo Fisher Scientific) Taq polimeraz

kullanilmistir.
3.2.3.2.1 DNA izolasyonu:

%96 etanol i¢inde ve —20 °C’de saklanan N. adianta ve N. byzanthina 6rneklerinden
DNA elde edilmistir. Her 6rnek i¢in 2—8 bacak ayr1 mikrosantrifiij tiiplerine alinmus;
180 puL Buffer ATL eklenerek homojenizatdrde 1 saat 45 dakika parcalanmustir.
Ardindan 20 pL Proteinaz K eklenip vortekslenmis ve 56 °C’de 24 saat inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi sirasiyla 200 uL Buffer AL ve 200 pL etanol eklenmis, kisa
vortekslemeden sonra karisim spin kolona aktarilip 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Kolon 500 uL. AW1 ile yikanip tekrar 8000 rpm’de, ardindan 500 nL. AW2
ile yikanip 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Son olarak kolona 100 pL. Buffer AE
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eklenmis, 1 dakika oda sicakliginda bekletilip 8000 rpm’de eliie edilerek DNA elde
edilmistir. Izole DNA —20 °C’de saklanmistir.

3.2.3.2.2 Spektrofotometrik analiz:

DNA konsantrasyonlar1 260 nm absorbansi ile, saflik degerleri ise 260/280 orani ile

belirlenmistir.
3.2.3.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu:PZR

izole edilen DNA’lar, iPBS markir sistemi igin segilen primerlerle PZR’a almmistir
(Tablo 3.2). En iyi bant profili ve tekrarlanabilirlik saglayan ornek setlerinde primerler
iki tekrar halinde ¢alisilmistir.

Tablo 3.2 Calismada kullanilan iPBS primerleri (Kalendar vd., 2010).

iPBS primer ismi ve sekansi

Primer | Primer sekansi 5'-3' Primer | Primer sekans1 5'-3'
Adi Adi

2076 GCTCCGATGCCA 2273 | GCTCATCATGCCA
2077 CTCACGATGCCA 2279 | AATGAAAGCACCA
2078 GCGGAGTCGCCA 2375 | TCGCATCAACCA
2079 AGGTGGGCGCCA 2377 | ACGAAGGGACCA
2080 CAGACGGCGCCA 2380 | CAACCTGATCCA
2083 CTTCTAGCGCCA 2381 | GTCCATCTTCCA
2224 ATCCTGGCAATGGAACCA | 2382 | TGTTGGCTTCCA
2232 AGAGAGGCTCGGATACCA | 2385 | CCATTGGGTCCA
2237 CCCCTACCTGGCGTGCCA | 2389 | ACATCCTTCCCA
2242 GCCCCATGGTGGGCGCCA | 2415 | CATCGTAGGTGGGCGCCA

iPBS markirinda PZR reaksiyonu i¢in uygulanacak olan primer baglanma sicakliklar
ise, primerlere uygun olarak 40-55°C sicakliklar1 arasinda denemesi yapilarak

optimizasyonlar1 gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.3 PZR reaksiyon igerikleri (25 pul) (Chatterjee vd., 2004).

Reaksiyon icerigi Miktar
ddH20 14,8 ul
10X Taq Buffer 2.5 ul
Mgcl 1,75 pl
dNTP mix (2,5 mM) 2.5 ul
Primer (10 mM) 1,25 ul
Taq Polimeraz Enzimi | 0,2 pl
(2,5 U/ ul)

Genomik DNA 2 ul

Tablo 3.4 PZR 1s1 dongiileri (Chatterjee vd., (2004)).

Asama Sicakhk Siire Déngii
sayisl
Denatiirasyon 94 °Ct‘de 2 dk 1
94 °Ctde 30sn
Amplifikasyon (40°C-55°de°C) |30sn 37
72 °C‘de 2dk
Uzama 72 °C‘de 5dk 1

3.2.3.2.4 Elektroforez:

iPBS primerleri (20 adet; Kalendar vd., 2010) ile gerceklestirilen PZR iirtinleri %1,2
agaroz jelde yiiriitiilerek bant kalitesi degerlendirilmistir. Amplifikasyonun yetersiz

oldugu durumlarda PZR kosullar1 optimize edilerek islem ve jel analizleri tekrar

edilmistir.

3.2.3.3 istatistiksel Analizler:

Her primer i¢in elde edilen bant profilleri ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve bant varlig1 “1”,

yoklugu “0” olarak kodlanmistir. Elde edilen veriler su analizlere tabi tutulmustur:

e Toplam bant sayisi1 (TB) belirlenmistir.

e Polimorfik bant sayis1 (PB) ve PB yiizdesi hesaplanmistir.
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Ornekler arasindaki polimorfizme gore primerlerin polimorfik bilgi icerigi
(PIC) degeri iMEC cevrimici yazilimi ile hesaplanmistir (Roldan-Ruiz vd.,
2000; Amiryousefi vd., 2018).

Shannon bilgi indeksi (Shannon, 1949) ve Nei genetik cesitlilik degerleri (Nei,
1973) POPGENE 1.32 programi ile analiz edilmistir.

UPGMA dendrogrami ve Temel Koordinat Analizi (PCA) NTSYS-pc 2.10
yazilimi kullanilarak olusturulmustur (Rohlf, 1998).
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BOLUM 4
BULGULAR

4.1 BULGULAR

Arastirmaya dahil olan 20 iPBS primerinde 2076, 2273, 2279 ve 2375 primerleri
olmak tizere 4 primer ileri diizey analizler i¢in se¢ilmistir. Diger 16 primer ise diigiik
bant profili, bant elde edilememesi veya silik bant profili nedeniyle skorlamaya tabii
tutulamamaistir (Tablo 4.1). Analizler i¢in secilen dort primer ise, Neoscona adianta ve

Neoscona byzanthina drimceklerine ait 70 6rnege uygulanmaistir.
Tablo 4.1 iPBS primerleri, baglanma sicakliklar1 ve amplifikasyon bilgileri

Primer Baglanma

Adi Primer Sekansi 5'-3' Sicakhig (°C) Amplifikasyon

2076 GCTCCGATGCCA 47 Iyi bant profili

2077 CTCACGATGCCA 50 Diisiik amplifikasyon

2078 GCGGAGTCGCCA 55 Diisiik amplifikasyon

2079 AGGTGGGCGCCA - -

2080 CAGACGGCGCCA - -

2083 CTTCTAGCGCCA - -

2224 ATCCTGGCAATGGAACCA 58 Tekrar1 yok

2232 AGAGAGGCTCGGATACCA 44 Silik bant profili

2237 CCCCTACCTGGCGTGCCA - -

2242 | GCCCCATGGTGGGCGCCA - -

2273 GCTCATCATGCCA 46 Iyi bant profili

2279 AATGAAAGCACCA 46 Iyi bant profili

2375 TCGCATCAACCA 43 Iyi bant profili

2377 ACGAAGGGACCA 50 Silik bant profili

2380 CAACCTGATCCA 37 Diisiik amplifikasyon

2381 GTCCATCTTCCA - -

2382 TGTTGGCTTCCA 37 Sl ogxirt 7 Gl
amplifikasyon

2385 CCATTGGGTCCA - -

2389 ACATCCTTCCCA 46 Sl pai o G
amplifikasyon

2415 CATCGTAGGTGGGCGCCA - -
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Calismada dort iPBS primeri (2076, 2273, 2279, 2375) kullanilarak toplam 80 bant
elde edilmis ve tiim bantlarin %100 polimorfik oldugu belirlenmistir. IMEC yazilim1
ile primerlerin polimorfik bilgi icerigi (PIC) sirasiyla 0.43, 0.46, 0.46 ve 0.43; ayirma
giicli (D) degerleri 0.33, 0.26, 0.35 ve 0.27; markir indeksleri (M) ise 0.39, 0.30, 0.59
ve 0.64 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.2).

POPGENE232 ile yapilan analizlerde, Nei genetik ¢esitlilik degerleri (h) sirastyla 0.20,
0.15, 0.21 ve 0.23; Shannon bilgi indeksleri (I) ise 0.34, 0.26, 0.35 ve 0.35 olarak
belirlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Analizlerde degerlendirilen iPBS primerlerinin genetik cesitlilik bilgileri

Primer Kodu TBS SPBS SPBY% PIC D MI h I

2076 26 26 100 043 033 039 020 0.34
2273 20 20 100 046 026 030 0.15 0.26
2279 24 24 100 046 035 059 021 035
2375 10 10 100 043 0.27 064 023 0.35
Toplam/Ortalama: 80 80 100 044 030 048 0.19 0.32

TBS: toplam bant sayisi; SPBS: skorlanan polimorfik bant sayisi; SPBY: skorlanan
polimorfik bant yiizdesi; PIC: polimorfik bilgi igerigi; D: Primerin ayirt etme giict;
MI: Markir indeksi; h: Nei's genetik ¢esitliligi; I: Shannon's bilgi icerigi indeksi.
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MISNBIS3 ANBLS4 SINALSS ANALS6 SNALSTANALSS SINB1SOSINALGOSNB161 SNB162SNBI6ISNALG4 SNBL6SANBLGS SINALGT ANBL6S SNBL69 SNBL70 M2

Sekil 4.1 iPBS markiri, 2375 primeri ile 43°C’de gerceklestirilen PZR ¢alismalari
sonucunda elde edilen Agaroz jel elektroforez goriintiisii, M1: 1kb markir,
M2: 100bp markir. SNB153 ~ANB154- SINA155 -ANA156 -SNA157 -
ANA158- SINB159 -SINA160 -SNB161 -SNB162 -SNB163- SNA164-
SNB165 -ANB166 -SINA167 -ANB168 -SNB169 -SNB170 (ANA:
Amasya Neoscona adianta; ANB: Amasya N. byzanthina; SNA: Samsun N.
adianta; SNB: Samsun N. byzanthina, SINB: Sinop N. byzanthina)

24



Sekil 4.2 iPBS markir 2279 primeri ile 46°C’de gergeklestirilen PZR ¢aligmalart
sonucunda elde edilen Agaroz jel elektroforez goriintiisii, M1: 1kb markir,
M2: 100bp markir. SNB153 ~ANB154- SINA155 -ANA156 -SNA157 -
ANA158- SINB159 -SINA160 -SNB161 -SNB162 -SNB163- SNA164-
SNB165 -ANB166 -SINA167 -ANB168 -SNB169 -SNB170 (ANA: Amasya
Neoscona adianta; ANB: Amasya N. byzanthina; SNA: Samsun N. adianta;
SNB: Samsun N. byzanthina, SINB: Sinop N. byzanthina)
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MISNBLSS ANBIS4 SINALSS ANALSG SNALST ANALSS SINBLS9 SINALG0SNBI61 SNBL62SNBL63SNALG4SNBL6SANBIGG SINALGT ANBL6S SNBI6Y SNB1T0 M2

Sekil 4.3 iPBS markir 2076 primeri ile 47°C’de gergeklestirilen PZR ¢aligmalari
sonucunda elde edilen Agaroz jel elektroforez goriintiisii, M1: 1kb markr,
M2: 100bp markir. SNB153 —~ANB154- SINA155 -ANA156 -SNA157 -
ANA158- SINB159 -SINA160 -SNB161 -SNB162 -SNB163- SNA164-
SNB165 -ANB166 -SINA167 -ANB168 -SNB169 -SNB170 (ANA: Amasya
Neoscona adianta; ANB: Amasya N. byzanthina; SNA: Samsun N. adianta;
SNB: Samsun N. byzanthina, SINB: Sinop N. byzanthina)
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MISNBLS3 ANB154 SINALSS ANALS6 SNALSTANALSS SINB159SINALG0SNB161 SNB162SNBIG3SNALG4SNB165 ANBL6G SINALGT ANB16S SNB169 SNB70 M2

Sekil 4.4 iPBS markir 2273 primeri ile 46°C’de gergeklestirilen PZR ¢alismalari
sonucunda elde edilen Agaroz jel elektroforez goriintiisii, M1: 1kb markar,
M2: 100bp markir. SNB153 —~ANB154- SINA155 -ANA156 -SNA157 -
ANA158- SINB159 -SINA160 -SNB161 -SNB162 -SNB163- SNA164-
SNB165 -ANB166 -SINA167 -ANB168 -SNB169 -SNB170 (ANA:
Amasya Neoscona adianta; SNA: Samsun N. adianta; SINA: Sinop N.

adianta)

Dice genetik benzerlik katsayisina dayali UPGMA analizinde, dort iPBS primeri ile
degerlendirilen 70 Neoscona oriimcegi i¢in dendogram elde edilmistir. Genel olarak
dendogram iki ana dala ayrilmistir; Samsun Ornekleri (N. adianta SNA ve N.
byzanthina SNB) birlikte gruplanirken, Sinop (SINA-SINB) ve Amasya (ANA-ANB)
ornekleri Samsun Ornekleri ile aynmi dalda yer almistir. Bu dagilim, tiirlerin
lokasyonlara bagli genetik ¢esitliliklerini yansitmaktadir (Sekil 4.5). Sadece 2375
primeri ile yapilan UPGMA analizinde iki tiir net sekilde ayrilmistir (Sekil 4.6).
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iPBS primerleriyle yapilan PCoA analizi de orneklerin tiir ve lokalite bazinda

kiimelendigini gostererek UPGMA sonuglarini desteklemistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.5 iPBS primerleri ile analiz edilen Dice's genetik benzerlik katsayist dayali V.

adianta ve N. byzanthina 6riimceklerine ait 70 6rnegin UPGMA dendogrami
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Sekil 4.6 iPBS primerlerine ait datalar ile analiz edilen N. adianta ve N. byzanthina

ortimceklerine ait 70 6rnegin PCoA grafigi
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Sekil 4.7 2375 kodlu iPBS primeri ile analiz edilen Dice genetik benzerlik katsayisi
dayali N. adianta ve N. byzanthina oriimceklerine ait 70 6rnegin UPGMA

dendogrami
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N. adianta ve N. byzanthina 6rneklerinde 60 6rnegin morfolojik karakter (63) analizi
SplitsTree5 programi kullanilarak yapilmustir. ki tiiriin  ortak karakteristik
desenlenmeleri ise; N. byzanthina ve N. adianta opistosoma ventralinde, epigastrik
yarigin iki yaninda spinnetlere kadar uzanan sarimsi-beyaz veya beyaz serit seklinde
desenlenme goriilmektedir (Sekil 4.12). N. byzanthina ve N. adianta spinneret
etrafinda beyaz veya sarimsi beyaz daire seklinde yaklasik 6 desenlenmeye sahiptirler
(Sekil 4. 10). Iki tiirde de posteriyor median gozler ya fovea cizgisi kadar aralikl1 ya
da gozlerin kendisinin yaklasik yarisi kadar aralikli olarak tespit edilmistir (Sekil 4. 8).

N. byzanthina ve N. adianta arasindaki fark ise 6zellikle opistosomada goriilmiis olup,
zikzaga benzer sekillerin, tiirler arasinda farkli desenlenme gostermesi olmustur. Bu
desen N. adianta’da ilk iki-li¢ zigzag deseni daha genisken, N. byzanthina da ise daha
dar veya diger zigzaglardan kopuk bir baglant1 gostermesi ve desenin u¢ kismindaki
koyu renklerde veya desenin icinde yayilmis sekilde koyu renklerde pattern gostermesi

seklinde tespit edilmistir (Sekil 4. 11).

Tiim morfolojik karakterler tespit edildikten sonra var-yok datalari ile olusturulan
UPGMA kladograminda, iPBS primerleri ile elde edilen dendograma benzer sekilde
iki ana dala ayrildigi goriilmektedir (Sekil 4.13). Tirlerin lokasyona (Amasya,
Samsun, Sinop) gore goOsterdikleri morfolojik varyasyon kiimeleme analizine
yansimistir. Samsun 6rnekleri (SNA-SNB kodlu ornekler) genel olarak bir arada yer
almakta ancak Amasya (ANA-ANB) ve Sinop (SINA-SINB) 6rnekleri net bir dagilim

gostermeyip, Samsun ornekleri arasinda dagilim gostermislerdir.
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Sekil 4.8 Neoscona byzanhtina drneklerine ait prosoma ve goz sekilleri
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Sekil 4.9 Neoscona byzanhtina orneklerine ait sternum A-B; Neoscona adianta

orneklerine ait sternum C-D sekilleri
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Sekil 4.10 Neoscona byzanhtina orneklerine ait spinneret A-B; Neoscona adianta

orneklerine ait spinneret C-D sekilleri

35



Sekil 4.11 Neoscona byzanhtina o6rneklerine ait opistosoma dorsal A-B; Neoscona

adianta orneklerine ait opistosoma dorsal C-D sekilleri
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Sekil 4.12 Neoscona byzanhtina 6rneklerine ait opistosoma ventral A-B; Neoscona

adianta orneklerine ait opistosoma ventral C-D sekilleri
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Sekil 4.13 Neoscona byzanhtina 6rneklerine ait habitus dorsal A-B; Neoscona adianta

orneklerine ait habitus dorsal C-D sekilleri
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Sekil 4.14 63 morfolojik karakter ile skorlanan Neighbor Joining prensibine dayali
analiz edilen N. adianta ve N. byzanthina 6riimceklerine ait 60 6rnegin

UPGMA dendogrami
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BOLUM 5
TARTISMA

Bu calismada, Neoscona cinsine ait N. adianta ve N. byzanthina tiirleri tizerinde 70
ornek kullanilarak iPBS markir sistemi ile kapsamli bir genetik karakterizasyon
gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan 20 primerden dort tanesi (2076, 2273, 2279
ve 2375) etkili amplifikasyon saglamis ve bu primerler ile toplam 80 bant elde
edilmistir; tiim bantlarin %100 polimorfik oldugu belirlenmistir. Ozellikle 2375
primeri, bant sayis1 bakimindan digerlerine gore daha diisiik olmasina ragmen, iki tiirii
net bir sekilde ayirarak yiiksek ayirt edicilik sunmus ve iPBS markirlariin tiir

ayrimindaki etkinligini ortaya koymustur.

UPGMA dendogrami ve PCoA analizleri, orneklerin genetik farkliliklarini ve
lokasyonlara bagli varyasyonlarini net bir sekilde gostermis, orneklerin genel olarak
iki ana gruba ayrildigini ortaya koymustur. Samsun 6rnekleri (N. adianta SNA ve N.
byzanthina SNB) bir arada gruplanirken, Sinop (SINA-SINB) ve Amasya (ANA-
ANB) ornekleri baz1 dallarda birlikte yer almistir; bu durum, morfolojik benzerlige
ragmen lokasyon kaynakli genetik farkliliklarin molekiiler diizeyde de yansidigini

gostermektedir.

Bu bulgular, morfolojik olarak birbirine olduk¢a benzeyen iki tiirlin genetik iligkilerini
acikliga kavusturmakta ve iPBS primer sisteminin Oriimceklerde tiir ayrimi,
popiilasyon genetigi ve genetik karakterizasyon calismalarinda giiclii, giivenilir ve
tekrarlanabilir bir yontem oldugunu gostermektedir. Calisma, literatiirde benzer
tiirlerde iPBS primer sisteminin kullanimina yonelik sinirlt sayida ¢alisma olmasina

karsin, bu yontem i¢in 6rnek teskil edebilecek dnemli bir referans niteligi tagimaktadir.

Calismada gergeklestirilen bir diger analiz ise morfolojik karakterlerin ¢ikarildig
analizdir. Arastirmanin bu kisminda N. adianta ve N. byzanthina Orneklerinin
morfolojide gdstermis oldugu varyasyonlara gére karakterler belirlenmistir. Iki tiiriin
orneklerinde prosoma, opistosoma ve spinneret yapilarindaki farkliliklar incelenmis

olsa da en fazla farklilik gdsteren kisim opistosoma dorsalindeki desenlenmeler
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olmustur. Opistosoma iki tilir arasinda ozellikle disilerde N. byzanthina 6rneklerinde
desenlenme yapisi ve renkleri agisindan genellikle N. adianta 6rneklerine gore daha
koyu renkli, opistosoma dorsalindeki birbirini takip eden zig-zag benzeri yapilardaki
siklik ve ilk iki zigzagimsi desende daha dar bir yap1 olduguna rastlanmistir. Fakat
yine de bazi Ornekler N. adianta’nin opistosomasina benzerlikler de
gosterebilmektedir. Ozellikle erkekler i¢in opistosoma desenlenmesi disilerdeki gibi
kesin bir ayrim vermemis N. adianta o6rneklerinde N. byzanthina Orneklerindeki
desenlemeye benzedigi goriilmiistiir. 63 karakterle yapilan var-yok analinde UPGMA
dendograminda da oOrnekler arasindaki varyasyonlarin fazla oldugu goriilmiistiir.
Varyasyon agisindan degerlendirildiginde, sadece Samsun ili 6rnekleri diger illere
gore daha az cesitlilik gostermis ve bir arada kiimelenme diger illere gore daha fazla

olmustur.

Scharff ve Coddington (1997) Araneidae oriimceklerinde, 57 Araneidae cinsinde 82
morfolojik karakter kullanarak ¢alisma yapmislar ve bu familyada genis varyasyonlara
rastlamislardir, fakat bu calismada kullanilan tiirleri igermediginden kiyaslama
yapilamamustir. Bu tiirler arasinda bazi morfolojik karakterler tartismalidir; Ledoux
(2008) yilinda yaptig1 ¢alismada N. byzanthina’nin genellikle N. adianta tiiriinden
boyut olarak daha biiyiik oldugunu, N. byzanthina, N. adianta gore ¢ok daha nemli
bolgelerde yasamadiginin bildirmis ve N. adianta yetiskinlerinin genellikle Haziran ve
temmuz aylarinda goriildiigiinii, N. byzanthina yetiskinlerinin ise Agustos ve Eyliil
aylarinda goriildiigiinii bildirmistir. Ancak bu ¢alismada iki tliriin 6rnekleri Temmuz
ve Haziran aylarinda toplanmis ve her iki tiiriin de ergenlerini icermektedir. Yine bir
diger farkliligin N. byzanthina Orneklerinin N. adianta’dan daha biiyiikk oldugu
sonucuna varilmamistir. Ledoux (2008) calismasinda verilen farkliliklar net bir

sekilde iki tiir ayriminda belirgin bir sonu¢ vermemistir.
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BOLUM 6
SONUC

Bu ¢alismada, N. adianta ve N. byzanthina 6riimceklerinde hem iPBS primer sistemi
hem de morfolojik karakterizasyon kullanilarak genetik analizler yapilmistir.
Morfolojik degerlendirmeler, iki tiir arasindaki yiiksek benzerlik nedeniyle net bir tiir
ayrimi  saglamamis, ancak lokasyona bagli  morfolojik  varyasyonlar
gbzlemlenebilmistir. iPBS markir sistemi ile 2076, 2273, 2279 ve 2375 kodlu
primerler iizerinden yapilan analizlerde, tiirler genel olarak birbirinden net sekilde
ayrilmamis; bununla birlikte, her primer ayr1 ayr1 degerlendirildiginde 2375 primeri
iki tiirii acik sekilde ayirmistir. Ayrica bu primer, en yiiksek markir indeksi (0.65)
degerini gostererek, N. adianta ve N. byzanthina tiirlerinin ayriminda kullanilabilecek

giiclii bir iPBS primeri olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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