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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF PARDOSA GENUS (ARANEAE: LYCOSIDAE) WITH
DNA BARCODE ANALYSES

ERBAS, Aynur
M.Sc. in Biology
Supervisors: Assist. Prof. Dr. Adile AKPINAR
Assist. Prof. Dr. Tiirkan AYTEKIN

May 2016, 44 pages

In this study, spiders of the genus Pardosa (Aranae: Lycosidae) collected from 9
locations (Sahinbey, Sehitkdmil, Nizip, Oguzeli, Karkamis, Yavuzeli, Araban,
Nurdagi, islahiye) in Gaziantep province were characterized using morphological
and molecular methods. Between the months of February-September 2014, 78
samples were analyzed. On the basis of morphological study of only the adult
individuals, 4 species (Pardosa proxima (C.L.Koch, 1847), P. tatarica (Thorell,
1875), P. italica Tongiorgi, 1966, P. birmanic Simon, 1884) were identified.
Molecular analysis of the barcode region of the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase
I (COIl) gene in both adult and juvenile specimens was carried out and revealed the
same species. The morphological and molecular data were consistent with each
other. As a result of this study, Pardosa birmanica was newly registered to the
Turkey spider inventory. This is the first time that morphological analysis has been

combined with DNA barcoding for spiders in Turkey.

Key words: COI, DNA barcoding, Gaziantep, spider, Pardosa.



OZET

PARDOSA (ARANEAE: LYCOSIDAE) CINSi ORUMCEKLERIN DNA
BARKOD ILE MOLEKULER OLARAK TANIMLANMASI

ERBAS, Aynur
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticileri: Yrd. Dog. Dr. Adile AKPINAR
Yrd. Dog. Dr. Tiirkan AYTEKIN
Mayis 2016, 44 sayfa

Bu ¢alismada, Gaziantep iline ait 9 ilgeden toplanan Pardosa cinsi (Sahinbey,
Sehitkdmil, Nizip, Oguzeli, Karkamis, Yavuzeli, Araban, Nurdagi, Islahiye)
(Araneae: Lycosidae) oriimcekleri morfolojik ve molekiiler yonden arastirilmustir.
2014 yili Subat-Eyliil aylar1 arasinda yakalanan 78 Ornek incelenmistir.
Oriimceklerin morfolojik calismalar1 neticesinde sadece erginleri iceren 4 tiir
(Pardosa proxima (C.L.Koch, 1847), P. tatarica (Thorell, 1875) , P. italica
Tongiorgi, 1966, P birmanica Simon, 1884 ) elde edilmistir. Pardosa 6riimcekleri,
yavru ve erginleri dahil mitokondriyal gen bolgesi olan sitokrom c oksidaz 1 (COIl)
genin ‘barkod’kismi ile molekiiler ¢alismalar gergeklestirilmis ve ayni tiirler elde
edilmistir. Morfolojik veriler molekiiler veriler ile uyusmustur. Calisma neticesinde
Pardosa birmanica Tirkiye Oriimcek envanteri i¢in yeni bir kayit olarak
belirlenmistir. Bu c¢alisma ile Tirkiye’de ilk kez oriimcekler, morfolojilerinin

yanisira DNA barkotlanmasi agisindan da aragtirilmastir.

Anahtar kelimeler: COI, DNA barkotlama, Gaziantep, 6riimcek, Pardosa
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TESEKKUR

Calismalarindaki azmini her zaman 6rnek aldigim, bilimsel ¢alisma inceliklerini ve
Onemini bana en iyi sekilde 6greten, farkli ve ileri bir vizyon kazanmamiz konusunda
bizleri cesaretlendiren, tez g¢alismalarim boyunca hicbir emegini esirgemeyen, her
zaman arkamda olup beni yiireklendiren, birlikte c¢alismaktan biiylik onur ve
mutluluk duydugum saygi deger danigman hocam Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Adile
AKPINAR’ a,

Mesleki acidan sahip oldugu deneyim ve basarilariyla her zaman saygi duydugum,
laboratuvar c¢alismalarim i¢in uygun ortami kulanabilmemi saglayan Sayin Bolim

Baskan’im Prof. Dr.Filiz Ozbas GERCEKER’ ¢

Sahip oldugu yiiksek bilgi birikimi ve tecriibeleriyle beni aydinlatan, bilimsel
calismalarimda disilincelernden yaralandigim ve laboratuvar ¢alismalarim boyunca

ithtiya¢ duydugum her tiirlii imkan1 bana saglayan Sayin Prof. Dr. Canan CAN’ a

Alaninda yaptig1 basarili taksonomik calismalarla bana ilham veren Saymn Yrd. Dog.

Dr. Ismail Varol’ a

Bilimsel ¢alismalarimda tiim bilgi deneyim ve tavsiyelerini benimle paylasan bana

yol gdsteren Saym Yrd. Dog. Dr. Tiirkan AYTEKIN’ e

Lisans yillarimda caligmalarina verdigi onemleriyle tanidigim daha sonralari ise
ogrencilerine gosterdigi biiyiik fedakarlik, egiticilik yonleriyle benim bilimsel ve
insani yonden gelisimime biiyiik katkida bulunan, lizerimde biiyiik emegi olan Ars.

Gor. Fatih YAYLA’ ya

Mesleki yonden fikirlerini aldigim, bana her zaman dogru ve mantikli tercihler

yapmami saglayan Yrd. Dog. Dr.Mustafa PEHLIVAN’a

Tez g¢alismalarim boyunca uygun calisma ortami kulanabilmeme olanak saglayan

Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii’ ne

viii



Calismalarimi rahat bir sekilde siirdiirebilmemde katkisi olan ve maddi olanak
saglayan FEF.14.05 nolu ‘Pardosa (Araneae: Lycosidae) Cinsi Oriimceklerin DNA

Barcod Caligsmasi1’ isimli BAP Projesi’ ne

Calismalarimin her alaninda yanimda olan, emegini hi¢bir zaman esirgemeyen,
Ozellikle laboratuvar ¢alismalarini bana biiylik bir sabirla 6greten calisma arkadasim
Biyolog Derya ARSLAN’a, giiler yiizii pozitif diisiincesiyle bana destek veren
arkadasim Biyolog Riifama MAMMADOVA’ ya

Laboratuvar ¢aligmalarim boyunca gereksinim duydugum tiim ara¢ gereg ve elverisli
ortam1 kullanabilmemi saglayan, zor durumlarimda yardimlarini esirgemeyen Hatice
POLATBILEK’ e, Nagihan KUSCALI’ ya, Yagmur KAR’ a, Ayhan TURAN’ a,
Selcuk BASBUGA ve Mete DUMAN’ a

Hayata dair bakis acilartyla ve basarilariyla 6rnek aldigim, bana her kosulda kol
kanat geren degerli agabeylerim Vasil Ercliment ERBAS’ a ve Biilent ERBAS’ a

Hayatimin her alaninda oldugu gibi tez calismalarimda da sonuna kadar beni
destekleeyen yanimda olan, bugilinlere gelebilmem icin her tiirlii fedakarlikta

bulunan, biricik annem Halise ERBAS’ a ve biricik babam Naci Sahin ERBAS’a

Tez c¢alismalarimin en yogun donemlerinde tanistigim, o zamandan beri herzaman
benim yanimda olup beni destekleyen, bana pozitif enerji ve mutluluk veren sevgili
nisanlim Selim YUNCU” ye

Sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
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BOLUM 1
GIRIS

Araneae (Oriimcekler) takimi Arachnida smifinda akarlardan sonra en zengin ikinci
takim olup, oldukca genis bir yayilis alanina sahiptirler. Diinyada tanimi yapilmis
114 6rimcek familyasina ait 3981 cins ve 45874 tiir bulunmaktadir (World Spider
Katalog, 2016). Tirkiyede ise 53 familya, 330 cins ve 1013 tiirtin tanimi1 yapilmistir
(Bayram vd., 2014).

Eklembacaklilar tesbiti yapilmis hayvan tiirlerinin yaklasik 2/3 iinii teskil eder ve
protostomia hayvan gruplart iginde yer alarak evrimsel agidan gelismisligin son
basamagini olustururlar. Diinyada yasayan hayvanlar arasinda tiir bakimindan oldugu
gibi birey acisindan da en zengin grubu olan ve her gecen giin yeni fertlerin tespiti ile
sayilart artan bdocekler (Insecta), eklembacaklilar (Arthropodo) subesinde yer
almaktadirlar. Solifuguae (silindirérimcekler), Opiliones (ot bigenler), Ricinulei,
Acari (akarlar), Scorpiones (akrepler), Pseudoscorpiones (yalancit akrepler),
Schizomida (kirbagli akrepler), Uropygi (kamgili akrepler), Amblypygi (kamgili
ortimcekler) ve Araneae (O6riimcekler) Arachnida smnifinda yer almaktadirlar.

(Ozdemir, 2004)

Arthropoda filumunun Arachnida sinifi i¢inde yer alan 6riimcekler hayvan gruplar
arasinda genis ve Onemli bir yer tutar. Karbonifer periyodundan 300 milyon yil
Oncesine ait fosil kayitlart bulunan 6riimcekler bilinen en eski gruplardan biridir.
Bocekler hari¢ karada yasamini en iyi sekilde siirdiirebilen omurgasizlardir. Diinya
tizerinde tanimlanmis yaklasik 40.000 oriimcek tiiri bunmaktadir. Everest daginin
zirvesi gibi tabiatin ¢cok degisik habitatlarina uyum saglayabilen hayvanlardir (Levi,
1990; Preston, 1982). Oldukg¢a genis bir yayilis alanina sahip olan &rimcekler,

akarlardan sonra en zengin ikinci driimcegimsiler takimidir.

Mevsime bagl olarak besin miktarinda goriilen degisim Sriimceklerin yilin degisik

zamanlarinda farkli miktarlarda besin tiiketmesine neden olur. Ayrica oriimcekler



hayatlarinin degisik evrelerinde de farkli oranlarda besin alirlar. Yapilan laboratuvar
caligmalar1 Salticidae familyasiin tiim tiyeleri gibi giindiiz goriislii 6riimeceklerin
beslenmesinde zaman agisindan sabahlar1 6gleden sonralarinin daha elverisli oldugu,
ayrica 15°C’ nin iistiindeki sicakliklarda 15°C’ nin altindaki sicakliklardan daha fazla
beslendigi tesbit edilmistir (Edgar, 1970).

Oriimceklerin fazla miktarlarda aldig1 besinin, onlarin biiyiimesinde ve iirettigi
yumurta sayisi iizerinde pozitif etkisi oldugu tesbit edilmistir. Iyi beslenen
ortimcekler daha ¢ok yumurta birakir. Bir Pardosa amentata disisinin beslenmeye
acik oldugu siire giinde yaklasik 10 saat olarak belirlenmistir ve bu siire i¢inde
toplam 35 mg besin almaktadir. Temmuz ayinda, driimceklerin bir tarlada m? bagina
31 afid yediklerini tespit etmistir. Burada ilging olan Coccinellid'ler sadece afide
ozgli predatdr iken, oriimcekler polifag predatdrlerdir. Oriimcekler bocekler
icerisinde ozellikle Collembola, Diptera, Heteroptera ve Orthoptera tiirleri iizerinden
beslenirler. Omurgalilar 6riimeceklerin avi olabilirler. Sal 6riimcekleri (Dolomedes)
kendilerinden 4-5 kat biiyiik baliklar1 zararsiz hale getirirler. Iyi beslenen driimcekler
daha ¢ok yumurta brrakir. Oriimceklerin biraktigi yumurta sayisi oriimcegin
biiyiikliigiine de baghidir. Bu nedenle biiyiik 6riimcekler daha fazla sayida yumurta
birakirlar. Oriimceklerin metabolizmalarinin diisiik olmasi nedeniyle aylarca ag

yasaya bilirler (Varol, 2001).

Kurt o6rtimcekler (Lycosidae) oriimcekler igerisinde dominant familyadir ve tiim
ortimceklerin % 42'sini olusturur. Pardosa crassipalpis ise Lycosidae famiyasi
igerisinde dominant bir tiir olup tiim ortimceklerin % 22,5’ini olusturur. Lycosidae
familyasindan sonra yaygin olan diger familyalar ise; Theridiidae, Linyphiidae ve
Clubionidae'dir. Kuzey Amerika'nin Virginia Eyaletinde soya tarlalarinda yapilan
faunistik bir arastirmada zeminde Lycosidae ve Linyphiidae'nin, yapraklar iistiinde
ise Oxyopidae, Thomisidae ve Salticidae'nin en fazla bulunan 6riimcekler oldugunu

tesbit etmislerdir (Varol, 2001).
1.1. Lycosidae Familyasinin Araneae Takimu Icerisindeki Yeri

Lycosidae familyas: tiir sayis1 (123 cins ve 2403 tiir) bakimindan diinyanin 4. biiyiik
orimcek familyast olup (World Spider Katalog, 2016). Araneomorphae



(Labidognatha) alttakimi1 igerisinde yer alan Lycosidae familyasi, gliniimiiz

sistematikgileri tarafindan asagidaki sekilde siniflandirilmistir (Foelix, 1996).

Domain : Eukaryota Whittaker &Margulis,1978 - eukaryotes

Kingdom : Animalia Linnaeus, 1758 - animals

Subkingdom : Bilateria (Hatschek, 1888) Cavalier-Smith, 1983

Branch : Protostomia - Grobben, 1908

Infrakingdom : Ecdysozoa - Aguinaldo Et Al., 1997 Ex Cavalier-Smith, 1998
Superphylum : Panarthropoda - Cuvier

Phylum : Arthropoda Latreille, 1829 - Arthropods

Subphylum  : Arachnomorpha Heider, 1913

Infraphylum : Cheliceriformes

Superclass : Chelicerata

Epiclass : Euchelicerata

Class : Arachnida Cuvier, 1812 - Arachnids
Subclass : Micrura

Order : Araneae Clerck, 1757 - Spiders
Suborder I : Mesothelae

Suborder Il : Opisthothelae (Orthognatha, Primitive spiders)
Infraorder : Mygalomorphae
Suborder 111 : Labidognatha (Modern spiders)

Infraorder : Araneomorphae
Superfamily : Lycosoidea
Family : Lycosidae

Lycosidae familyasi iiyelerinde de viicut prosoma (sefalotoraks) ve opistosoma
(abdomen) olmak tizere 2 kisimdan olusur. Bu kisimlar pedisel adi1 verilen bir yap1
ile birbirine baglanir. (Sekil 1.1)



Dorsalde sert ve kalkan seklinde sklerize olan prosoma, karapaks adi verilen bir yap1
ile kapli olup; dort ¢ift yiiriime bacagi, bir ¢ift keliser ve bir ¢ift pedipalp tasir.

Gozler ise prosomanin 6n kisminda yer alir.

Opistosoma genellikle ince ve sik killarla kapli olmak tizere torba seklinde bir yapiya

sahiptir ve u¢ kisminda 6rii memeleri bulunur.

Lycosidae familyasinin prosoma kisminda iki sira halinde dizili sekiz basit goz
bulunur. Ilk sirada, 6nden bakildiginda gériilebilen esit biiyiikliikte 4 kiigiik anterior
g0z; ikinci siradaiki posterior median g6z bulunur ve ¢ok biiyiiktiir, arka yanlarda ise
orta biiylikliikte 2 g6z yer almaktadir. Bu goz sirasi iist kisimda detayli bir sekilde
incelendiginde belirgin bir i¢ biikey sekil arz eder. Ikinci sirada yer alan gozler ise
ayni zamanda On tarafi dar olan bir yamuk meydana getirir. Kurt oriimcekler
familyasina ait 6rneklerin gozleri ve goriis alanlar1 ¢ok iyi gelismistir. Arka orta
(median) ve arka yan (lateral) gézlerin bulundugu dogrultu, orta ¢izgi ile prosomanin
tizerinde kesismeyip, On tarafta bir bolgede kesisir. Viicuda baglandigi yerden
itibaren femur, koksa, trokanter, patella, tibia, tarsus ve metatarsus segmentlerinden
olusan prosomadaki bacaklar (Sekil 1.2) olduk¢a giiclidiir. Uzunluk o&lgiileri
acisindan dort, bir, iki ve Ugiincii bacak seklinde siralanmaktadir. Ayrica tiim
bacaklarin hemen hemen her segmentinde diken ve bazen de uzun bir kil benzeri
yapt (trikobothrium) bulunur. Bacaklarin u¢ kisimlarinda kitin yapisinda tarakli iki
tirnak ve bu tirnaklarin alt orta yerlerinde taraksiz kiiglik bir tirnak daha

bulunmaktadir.
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Sekil 1.2. Lycosidae familyasinda bacagin kisimlari; cx: koksa, tro: trokanter, fe:

femur, pat: patella, tib: tibia, met: metatarsus, tar: Tarsus (Barrion, 1995)

Olugun i¢ kenarinda 2 ya da 3 dis bulunduran keliser, siskince bir yapiya sahiptir.
Erkeklerde ciftlesme organi olarak gorev yapan. pedipalpler tiirler arasinda biiyiik
cesitlilik gosterirken; koksa, trokanter, femur, patella, tibia ve tarsus olmak iizere alt1
segmentten olusur. Tarsus disariya dogru uzayarak dorsalde organlari koruyan ve
icine alan simbiyumu olusturur. Pedipalpin en ucunda embolus adi verilen ince,
kivrik bir bosaltim kanali ve onu sarip hareketi saglayan bir kondiiktdr bulunur.
Embolusun kaidesinden ¢ikan terminal apofiz ve median apofiz ise palpin epijine

uygun bir sekilde yerlesmesini saglar (Roberts, 1995).



Embolus
Terminal apofiz

Paraembolar apofiz
Tegulum
Tegular kenar ——— 'y

Kondiiktér (Bulbus)
Median apohz

Dorsal tegular apofiz
Proksimal tegular apofiz

Spenm kanallar:
Simbiyum

tibial apofiz

Sekil 1.3. Lycosidae familyasi esey organi (') Pedipalp (Akpinar, 2011)

Disilerde, opistosomanin ventralindeki epigastrik yarigin iizerinde bulunan genital
aciklik, epijin adi1 verilen dis genitalya tarafindan gevrelenir. Karmasik yapidaki ve
tiire 6zgti olan epijin sklerize haldedir (Sekil 1.4). Epijinin arkasinda ise vulva adi
verilen i¢ genitalya yer alir ve ¢iftlesme kanallar1 tarafindan spermatekaya baglanan
bir ¢ift ciftlesme acgikligi igerir. Disilerde epijin, erkeklerde pedipalp, yapisi
morfolojik tiir teshisinde ¢ok 6nemlidir (Roberts, 1995).

On duvar

Tierus acikhif
i¢ uterus

Kitinsi van duvar.

A Ara duvar
Grenital agikhile

— Yan duvar

Spermateka
Halka kanal

Epijin kapak

Arka duvar

Sekil 1.4. Lycosidae familyasi disi esey organi. (9) Epijin (Akpinar, 2011)
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1.2. Lycosidae Familyasimin Biyolojisi ve Ekolojisi

Kurt oriimcekler olarak bilinen Lycosidae familyas: iiyeleri genellikle yer
seviyesinde, nadiren de algak vejetasyonlar da yasar. Pirata cinsi tyeleri ise
familyanin diger {yelerinden farkli olarak su c¢evresinde yasar, Su Tlzerinde

yiiriiyebilir ve sudaki boceklerle beslenirler (Roberts, 1995).

Bu familya {iiyelerinin bir kism1 nokturnal, bir kismi1 diurnal, ¢ok azi ise nokturnal-
diurnaldir. Cok hizli hareket eden hayvanlardir fakat avlarini yakalayabilmek igin
aktif olarak hareket etmez ve avinin ortaya ¢ikmasini bekler. Lycosidae familyasina
ait pekcok tiir sigrayabilir 6zellige sahiptir. Bu 6zellik Pardosa nigriceps gibi algak
vejetasyonda avlanan ve yapraktan yapraga sigrama konusunda hiinerli tiirlerde agik

bir sekilde gozlenebilir (Roberts, 1995).

Lycosidae familyas1 goriis alanlari olduk¢a iyidir. Bu nedenle avinin kanat
cirpintisina ya da karakteristik yiirime bigimlerine kars1 tepki gosterir. Ancak gozleri
sadece basit sekilleri algilayabilir ve yalnizca yakin olan nesneleri uyarici olarak
algilar. Goriis alaninin iyi olmasi, ¢iftlesme sirasinda disiyi cezbetmek i¢in de biiyiik
onem tasir. Ciftlesme Oncesinde erkek, disi feromon salgiladiktan sonra 6n bacak ve

pedipalplerini hareket ettirerek kur dans1 yapar (Roberts, 1995).

Lycosidae familyasina ait bireylerin (kurt Ortimcekleri) ¢ogu ilkbahar aylarinda
erginlesirken, erkek Orlimcek bir disi bulur ve eslesir. Dollenmis olan disi
orimcekler, Mayis-Haziran aylarinda ipeksi aglariyla bir kokon Orerek igine
yumurtlar. Fakat disiler, yaz aylarinda bazen ikinci, hatta giize dogru ii¢lincii bir
kokon o6rebilir (Roberts, 1995).

Kurt 6riimceklerin bazi cinslerinin disi bireyleri (Arctosa, Alopecosa ve Trochosa),
kii¢iik oyuklar olusturarak yavru oriimcekleri ortaya ¢ikana kadar yumurta keseleri
ile birlikte burada kalir ve tiirlerin ¢ogunda disi birey, yumurta keselerini Orii

memelerine yapistirarak gittigi her yere beraberinde onu da tasir (Roberts, 1995).

Bazi tiirlerin yumurta keseleri bej veya beyaz renkte olup, kiire seklinde olurken;
bazi tiirlerde ise kahverengimsi ya da yesil-mavi renkte olup, mercimek seklindedir.
Yumurta keseleri, periyodik olarak 6rii memelerinin etrafinda dondiirtiliir ve yeniden

orli memelerine yapistirilir (Roberts, 1995).



Disiler, keseleri siklikla acarak yumurtalara agziyla sivi verir, sonra onu tekrar
ipleriyle kapatir. Bazi tiirler yumurta keselerini periyodik olarak suya daldirir ve
bircogu da kendini gilinese dogru yonelterek yumurta kesesinin giines 1sisindan

uygun bir sekilde yararlanmasini saglar (Roberts, 1995).

Birka¢ hafta sonra, annenin kokon duvarini delmesiyle birlikte Orii memelerine
tutturulan yumurta keselerinden disari ¢ikan yavru 6riimcekler, siiriinerek annelerinin
sirtina tirmanir ve burada yaklasik bir hafta kaldiktan sonra dagilirlar. Bos yumurta
keseleri ise bu asamada genellikle atilir. Fakat bazen orii memelerine yeniden

yapistirilarak yavrularla birlikte taginir (Roberts, 1995).

Lycosidae familyasi, tarimsal ekosistemlerin 6nemli predatorleri arasinda yer alir. Bu
ortimceklerin, tarimsal alanlarda ¢alisan entomolog ve zoologlarin karsisina bocekler
ile birlikte sik¢a ¢ikmasi, aragtirmacilari bu hayvan grubunun hayat ¢evrimi, habitat
tercihleri, beslenme ve iiremeleri gibi birgok konunun aragtirilmasina yoneltmistir

(Bayram, 1993).

Boceklerle beslenen Lycosidae familyasi, bocek populasyonlarinin kontroliinde
bliylilk o6neme sahiptir. Bu sebeple ekosistemdeki populasyon dengesinin
korunmasinda biiyiik rol oynar. Ornegin, Pardosa amentata bir giinde yaklasik 10
saat boyunca Diptera tiirii boceklerle beslenerek 35 mg besin tiikketmektedir (Edgar,
1970).

Isvigre tarlalarinda, Lycosidae familyasmin yogunluk ve birey basima tiiketilen besin
miktarima dayanilarak yilda hektar basina 1,2 kg kadar bocek tiikettikleri tespit
edilmistir (Nyffeler, 1988).

1.3. CO1 GEN BOLGESI

COI (Sekil 2.1) geninin 571 ucundan 652658 baz ¢iftlik bolgesi, gliniimiizde gok

hiicreli tiirler igin standart olarak kullanilan barkod tanimidir (Hebert, 2003a).



Control
Region 125 rRNA

ATPase subunit 8
ATPasa subunit 6

colll

Mitochondrion

Sekil 1.5. Mitokondri genomuna ait COI gen bolgesi (Waugh, 2007).

Sitokrom C oksidaz alt iinite 1 dizisi kii¢iik standart bir markirdir ve bu alt {inite
birgok durumda tiir siniflandirmasini saglar (Casiraghi vd., 2010; Hebert ve Gregory
2005). Bu bolgenin farkli hayvan tiirleri (6riimcekler, Barrett ve 2005; Lepidoptera,
Hajibabaei vd., 2006; kuslar, Kerr vd., 2007; baliklar Ward vd., 2005) ve onemli
gruplar icin etkili oldugu gosterilmistir. Bu yiizden taksonomik incelemeler icin

kullanilmaktadir.

Taksonomik durum veya son tiirlesme sonucu yanlis ise barkod bdolgeye gore
desteklenmeyen bu kimligin taksonomisini belirlemek i¢in yeniden gozden
gecirilmesi gerekir. Uyumluluk gdstermeyen kapali 6rnekler diger farkli davranislar
gibi; feromon ve cografik bolge ozellikleri bakimindan sik sik kuvvetlendirilir.
Alternatif olarak spesifik olmayan tiir barkodlar1 daha 6nceden siniflandirilmis olan
tiirler arasinda gozlemlenmistir. Spesifik olmayan barkodlar geri melezleme sonucu
veya son tlirlesmenin yansiyan tamamlanmamis soy siralamasi olabilirken (Avise,
2000), onlar ayrica yanlis taksonomi sonucu da olabilir (Herbert ve Gregory, 2005).
Barkod bolgesi parafili ya da polifili olan tiirlerde etkisiz sayilsa bile ileride

yapilacak ¢aligmalar i¢in gerekli olabilir.

Diger karekterlerin arastirilmasi ve geligkili (anormal) barkod sonuglarinin cografik
konumu, tiirlerin evrimsel durumlarinda yardimer olmalidir. Son tiirlesmenin, geri
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melezlemesi durumunda genellikle genetik Ortlismeme tarafindan sempatik
poplilasyon bolgelerinde belirgin morfolojik tlirlerin sinir bolgeleri arasinda
isaretleme yapilir (Avise, 2000). Tiirlesme etkisiz genler de mutasyon birikiminden
daha hizli meydana gelebilir, bu genler diisiik genetik farkina ve yeni tiirler arasinda
tanimlanmamis soy siralamasina neden olabilir (Funk ve Omland, 2003). Bu nedenle
barkod bolgesi dahil 6zel bir tiir acikligi gostermez ve tiirlerin sinirlamasi iginde

etkisiz bir rol oynar.

COI barkod bolgesi, ¢ok hiicreli mitokondriyal genom bakimindan tiir i¢erisinde
%?3’ten kiictik, tiirler arasinda ise ortalama %10 ile %25 arasinda belirgin bir farklilik
gosterdigi yapilan caligmalar ile belirlenmistir (Hebert, 2003b). Mitokondriyal
genomun niikleer genoma gore bircok avantajinin olmasi ¢ok hiicreli tiirler de
evrensel bir barkod bdolgesi arayisinin nedeni olmustur Bu avantajlar ise basta
intronlarin  bulunmamasi, rekombinasyona smirli sekilde maruz kalmasi, tim
hiicrelerde yiiksek kopya sayisi, haploit 6zellige ve maternal bir kalitima sahip
olmasi seklinde siralanabilir. Gegmiste 12S rRNA ve 16S rRNA genleri kullanilarak
yapilan birgok sistematik analizlerde bu genlerin yiiksek insersiyon ve delesyon
frekanst  gOstermesi nedeniyle elde edilen dizilerin hizalanmasinda ve
karsilastirilmasinda ¢ok fazla zorluklar meydana gelmistir. Cok hiicreli canlilarin
mitokondriyal genomlarinda bulunan 13 protein kodlayan gen genellikle bu
insersiyon ve delesyonlar1 igermektedir. COl geninin diger protein kodlayan
mitokondriyal genlerden {istiinliiglinii saglamasi, ¢ok hiicreli tiirler i¢in evrensel
primer ciftleri kullanilarak ¢ogaltilabilmesi ve birgok farkli taksonomik seviyede
kullanilabilir bir filogenetik sinyale sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Keskin ve
Atar, 2013).

COI geninde bulunan kodonlar mitokondriyal rRNA genlerine oranla {i¢ kat daha
yiiksek molekiiler evrim hizina sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bunun nedeni ise COI
geninde bulunan kodonlarin {i¢ilincli pozisyonundaki niikleotidleri yiiksek oranda
substitlisyon gostermesidir. Diger bir onemli nokta da COIl geninde gerceklesen
evrimin, yaki tiirlerin ayrimina imkan tamiyan ve cografik yap1 ile
iligkilendirilebilen tiir i¢i varyasyonu ortaya koyabilecek bir hizda gergeklesmesidir

(Bucklin, 2011).
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COI geninin birden fazla tiir i¢in gdstermis oldugu belirgin ayrim giicii ve tiir i¢i ile
tirler arasindaki uzakligin c¢akismadigi tipik varyasyon modeli olmasi bu genin
standart barkod geni olarak segilmesindeki asil nedendir (Hebert, 2003Db).
“Barkodlama agiklig1” ise tiir i¢i ve tiirler arasi varyasyonda ¢akisma meydana

gelmemesi olarak tanimlanmigtir (Meyer, 2005)

COI geninin tim bu o6zelliklerine ragmen ¢oziimleyemedigi bazi canli gruplart da
bulunmaktadir. Bu canli gruplarina Porifera (siingerler), Ctenophora (taraklilar) ve
Anthozoa (mercanlar) ornek verilebilir, bu gruplardaki mitokondriyal DNA evrimsel
hizinin diger ¢ok hiicreli canli gruplarina kiyasla 10-20 kat daha az oldugu ileri

stiriilmektedir (Shearer, 2002).

Bu istisnalar disinda, cografik olarak genis yayilim gosteren farkli tiirlerin, COI
geninin barkodlama c¢alismalarinda standart bir belirteg olarak benimsenmesinde
biiyiik rol oynamasinin sebebi, tiirler arasi ve tiir i¢i genetik varyasyonlarini da igeren
bir¢ok calisma sonucunda elde edilmis birbirleriyle tutarli veri setlerinin olmasidir.
COl geninin standart belirte¢ olarak benimsenmesinin sonuglart NCBI (National
Center for Biotechnology Information), GenBank (Gen Bankasi) ve BOLD (Barcode
of Life Data Systems) gibi genis, halka acik veri tabanlarina da belirgin bir sekilde
yansimigtir. Barkodlama geninde gerceklestirilen standartlastirma sonrasinda
GenBank ve BOLD gibi veri tabanlarina COIl gen dizilerinin girisinde biiyiik bir artis
yasanmustir. Bu veri g¢esitliligi ve yogunlugu, G-C degisimleri gibi niikleotid
kompozisyondaki evrimsel degisimler de dahil olmak {izere hayvanlar, bitkiler ve
mantarlardaki bircok molekiiler evrimsel hipotezin incelenmesine olanak saglamistir.
COIl barkod bolgesi, niikleotid kompozisyonundaki tahminlerde ozellikle tercih
edilen bir dizi olmamasina ve mitokondriyal genomun herhangi bir bdlgesinden bu
anlamda c¢ok farkli olmamasina ragmen, farkli taksonlardan yapilan ¢ok fazla
orneklemeler sonucunda barkod kiitliphanelerinde bu bolgeye iliskin bircok kayit
olugsmakta ve boylece ¢ok sinirli sayida diziye sahip olan mitokondriyal genom veri
tabanlarmin sunamadigi karsilastirma yapilacak bir referans DNA kiitiiphanesi

imkanini arastiricilara sunmaktadir (Bucklin, 2011)

Tir tanmimlamalarimda COIl gen bolgesinin etkin bir sekilde kullanilabilirligi
glinimiizde omurgali ve omurgasiz birgok hayvan grubu i¢in kabul edilmistir

(Waugh, 2007). Barkodlama yontemi ile hayvan hiicre hatlarinin tanimlanmasi da
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yapilabilmektedir (Cooper, 2007). COI geninin ayn1 bolgesi, kirmizi makro alglerin
tiir tanimlanmalarinda (Saunders, 2005) , tek hiicreli protistler ve bazi mantarlar igin
(Seifert ve Hebert, 2007) de kullanilmaktadir. Bu bélgenin ayrim giiciiniin temelinde
niikleotid dizilerinde ayn1 anda meydana gelen degisikliklerdeki siklik genis 6lgekte

uygulama alanina sahip olmasini saglamaktadir (Keskin ve Atar, 2013).

Molekiiler biyoloji yontemleri hizla gelismekte oldugundan giinlimiizde ekonomik
olarak goriilmeyen mikroarray ve hibridizasyon problar1 kullanilarak tek bir prob ile
cok sayida tiirlin molekiiler tiir tayini uygulanabilir olacaktir. COI geni molekiiler tiir
tanimi Ozelliginde degerlendirildiginde, bugiine kadar yapilan ¢alismalarda siirekli
hata veren bir taksona rastlanmamis ve bahsedilen tiim bu avantajlar nedeniyle en
uygun molekiiler belirte¢ olarak degerlendirilmektedir. Fakat filogenetik
calismalarda ve populasyon ¢alismalarinda COI geni ile birlikte niikleer genlerden de
en az bir belirteg kullanilmasi, sadece mitokondriyal bir gen ile ¢alismanin
dogurabilecegi olasi hatalar1 en aza indirmek bakimindan g6z Onilinde

bulundurulmasi gereken bir bagka noktadir (Keskin ve Atar, 2013).

Calisma ile Lycosidae familyasi icerisinde en zengin cins olan Pardosa oriimcekleri,
morfolojik olarak tayin edilmesi, tlir bazinda teshis yapilamayan ergin alt1 6rneklerin
mitokondriyal gen bolgesi olan sitokrom c oksidaz bir (COI) ile molekiiler olarak
degerlendirilmesi, DNA barkot yapilmasi, filogenetik aga¢ oluturulmasi ve

molekiiler veriler ile kiyaslanms1 amaglanmistir.

12



BOLUM 2
KAYNAK OZETLERI

1758-1940 yillar1 arasim1i kapsayan ve iki ciltten olusan oriimcek katalogu
hazirlanmis ve bu katologlarda Anadolu, Iran, Afganistan ve Tiirkmenistan’1
kapsayan bolgelerde tespit edilen yer oriimceklerinin kayitlart verilmistir (Roewer,

1942; 1954).

1846-1966 yillarin1 kapsayan donemde Dogu Avrupa ve Rusya oriimceklerinin teshis
anahtarlar1 iizerine ayrintili olarak yapilan ¢aligmalar sonucunda Kafkasya’nin tiir
listesi olusturulmustur (Rossi,1846; Guy,1966; Tyschchenko,1917; Locket ve
Millidge, 1951; 1953).

Ik araknolog olarak Karol, iilkemizde &riimcekler {izerine arastirmalar1 baslatarak
1964-1969 yillar arasindaki ¢aligmalart sonrasinda, Tiirkiye’nin ilk 6riimcek listesini
olusturmusgtur. Bu listede Tiirkiye’den 30 familyaya ait 302 tiir kaydedilmistir
(Karol, 1967b).

Biiyiikk Britanya, Ingiltere, Kuzey ve Orta Avrupa’daki oriimceklerin teshis
anahtarlari ile birlikte genital yapilar1 da verilmistir (Roberts, 1985; 1995, Heimer ve
Nentwig, 1991).

Varol (2001) yaptig1 ¢calismalarda Xerolycosa nemoralis (Araneae: Lycosidae) ve X.

miniata tiirlerini Tiirkiye i¢in yeni kayit olarak eklemistir.

Bayram ve Varol (2003) Gnaphosidae familyasina ait Poecilochroa variana Tiirkiye

icin yeni kayit olarak eklemislerdir.

Akpinar (2011) yaptigi ¢calismada Tirkiye oriimeek listesine 1 familya, 3 cins ve 26

tiirdi ilk kez eklemistir.

Avise 1998 de yakin iliskili omurgali tiirlerinin diger mitokondrial gen sitokrom b de

% 2’ den fazla farklilik oldugunu kanitladi.
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Medina ve arkadaglar1 1999 yilinda COIl genini Monstastraea annularis tiriiniin

siniflandirmalarini incelemek i¢in kullanilmislardir.

Canlilarin morfolojik olarak siniflandirilmasindan kaynaklanan zorluklardan dolay1
molekiiler ¢alismalar1 oldukga ilerleten Hebert 2003 yilinda yaptigi calismada
Sitokrom C Oksidaz | (COIl) genine dayanarak biribirine yakin 200 Lepidoptera
tiiriiniin akrabalainin belirlenmesinde % 100 basarili oldu. Bu sayede COI geninin
diisiik yogunluktaki orneklerin yiiksek taksonomik kategoriler sagladigini ve tiir

seviyelerindeki belirlemelerin COI profili tarafindan yapilabilirligini kanitladi.

2004 yilinda Hebert ve Hogg’ un Kanada’nin artik bolgesinde bulunan yay kuyruklu
bocek (Hexapoda: Collembola) tiirleri arasindaki farkliliklar1 ¢ozmek i¢in COI genini
kullanarak tiir i¢i sekans farkliliklarinin % 1°den az ve tiirler arasindaki farklilikllarin

%38 de fazla oldugu belirlenmistir.

Masta ve Boore (2004) Arthropot gruplarinin en kiigiik mitokondrial genomu olarak

bilinen 14,381 baz ¢iftlik mitokondrial 6riimcek genomunu bulmustur.

Fukami ve Knowlton (2005) gizli tiirlerin mtDNA dizilerinin belirlenmesi {izerine
sadece 25 ile 16,135 baz ¢ifti arasinda pozisyonlarinin degisken oldugunu

bulmuslardir.

Astrin (2006), COI gen bolgesindeki birtakim gakigmalarindan dolay: kullanilan 16S

rRNA bolgesinin COI gen bolgesinden daha uygun oldugunu savunmustur.

Hajibabaei ve arkadaglari (2006) taksonomide DNA barkodlama orneklerin riitin
olarak tanimlanabilmesi i¢in kullanilmiglardir, ayrica kapsamli arastirmalar i¢in tipik
ornekler isaretlenebilmistir. Filogenetik ¢alismalarda DNA barkodlama uygun takson
secimi i¢in baslangig noktasi olabilecegini belirlemislerdir ve barkod dizilerini
filogenetik c¢alismalar i¢in barkod dizis setleri eklemislerdir. Popiilasyon genetigi
caligmalarinda ise DNA barkodlarimin ilk kapsamli sinyali ve dogal popiilasyon
farkliliklar1 saglayabilecegini ve birgok tiirde farkli popiilasyonlarin karsilastirmali

caligmalarina yardim edecegi sonucuna varmisglardir.

Huang ve arkadaslari1 (2008) Porifera ve Cnidaria’da 224 tiirden 619 tane veri dizisi
seti kullanilarak tiir ici ve tiirler aras1 kapsamli bir analiz ortaya koymuslardir. Bu

calisma sonunda tipik metazoanlarla benzer farkliliklara sahipken Porifera ve
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Anthozalarla karsilagtirildiklarinda tiirler arasinda ¢ok daha diisiik farkliliklar

bulmuslardir.

Slowik ve Blagoev (2012), ¢alismalarinda DNA barkodlama sisteminin ergin alt1 ve
erkek bireylerin teshisinin kolaylastirdigin1 ve filogenetik caligmalarda tiirlerin
biribirine yakinlik derecelerini belirlemede kolaylik sagladigint incelerken bu
calismalarin morfolojik calismalarla paralel islediginde daha kapsamli sonuglar elde

edildigini ortaya koymuslardir.

Franzini ve arkadaslarmin 2013 yilinda Cyrtophora tiirleri {izerinde yaptigi
calismada COI gen bolgesini ve niiklear histon geni olan H3’i kullanarak farkli

analiz sonuglar1 elde etmislerdir.

Blagoev ve arkadaslar1 (2013) Pensilvanya’ da bir yerlesim yeri olan Churchill’de
DNA baorkodlama sistemi ve morfolojik incelemelere bagli kalinarak yapilan
aragtirmalar sonucunda 198 tiir tesbit edilmistir. Ayrica Kanada da Robertus lyrifer
(Theridiidae), Baryphyma triferans (Linyphiidae) ve Satialtas monticola

(Linyphiidae) olarak 3 yeni tiir tanimlanmustir.

Ratnasingham ve Hebert (2013) barkod indeks numara sistemine dayali ¢alismasinda
tirleri tanimlamanin sadece DNA ile miimkiin olmayacagin1 diisiinerek, islevsel

taksonomik birimler (OTU) ve buna benzer sistemleri kullanmislardir.

Kathrin (2013), Lycosidae familyasina ait Pardosa cinsi drnekleri iizerinde yapilan
genetik c¢alismalarda Palearktik ve Nearktik P.lapponica o6rneklerinin Nearktik
P.lapponica ve P.concinna oOrneklerinden daha fazla genetik varyasyon

gosterdiklerini ortaya koymuslardir.

Chandek ve Kuntner (2014), Avrupa ve Kuzey Amerika’da yayilig araliklart
gosteren 20 orlimcek tiirii lizerinde yaptig1 ¢alismada DNA barkodlarinin etkilerinin

tiir tantmlamasi i¢in cografik ¢esitlik tarafindan etkilenmedigini ortaya koymuslardir.

Blageoev ve arkadaslar tarafindan Kanada’ da yapilan 2015 tarihli ¢alismada barkod
indeks numarasi ile 1018 Ornekten bilim i¢in 52 yeni kayit ve 16 yeni tiir

bulunmustur.
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BOLUM 3
MATERYAL YONTEM
3.1 MATERYAL
3.1.1. Arastirma Alaminin Tanim
3.1.1.1. Gaziantep Cografyasi

Akdeniz Bolgesi ile Gilineydogu Anadolu Boélgesi'nin birlesme noktasinda yer alan
ilimiz 36° 28' ve 38° 01' dogu boylamlar ile 36° 38' ve 37° 32' kuzey enlemleri
arasinda bulunmaktadir. Biiylik boliimii Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nin bati
kesiminde, bir bolimii de Akdeniz bélgesinin dogusunda yer alan Gaziantep
topraklarint Akdeniz'den ayiran Amanos (Nur) Daglar1 batida Osmaniye’yle, Firat
Irmagi da Doguda ilin Sanlwurfa'yla arasindaki dogal smirmi ¢izer. Ilimizin
dogusunda Sanlwrfa, batisinda Osmaniye ve Hatay, kuzeyinde Kahramanmaras,
giineyinde Suriye, kuzeydogusunda Adiyaman ve giineybatisinda Kilis illeri
bulunmaktadir. ilimiz 6887 km?lik alaniyla Tiirkiye topraklarnin yaklasik olarak
%1'lik bolimiinii kapsamaktadir. Genelde dalgali ve engebeli bir arazi yapisina
sahiptir. Il merkezinin denizden yiiksekligi 850 metredir. Yiizey alanmin yaklasik %
52’ sini daglar, % 27’ sini ise ovalar kaplamaktadir. Giineydogu Toroslarin uzantilari
olan Sof daglarinin bulundugu ilde ayrica Diiliikbaba, Sam, Ganibaba ve Sarikaya
Daglar1 da yer almaktadir. islahiye, Barak, Araban, Yavuzeli ve Oguzeli ilin 6nemli

ovalarmi olusturmaktadir (Ced, izin Ve Denetim Sube Miidiirliigii, 2013).
3.1.1.2. iklimi

Konumu sebebiyle Gaziantep'te Akdeniz Iklimi ve Karasal iklimin bir karisimi
goriilmektedir. Ilin giiney kesimleri Akdeniz ikliminin etkisinde olmakla beraber,
genel olarak yazlar sicak ve kurak, kislar ise soguk ve yagishdir. Hava ozellikle
Haziran, Temmuz, Agustos ve Eyliill aylarinda ¢ok sicaktir. Aralik, Ocak ve Subat
aylarinda ise ¢cok soguktur. Gaziantep'te dlgiilen en yiiksek sicaklik 44 °C, en diisiik
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sicaklik ise -17,5 °C'dir. ilde yagis en ¢ok kis ve ilkbahar aylarinda gériiliir. Haziran-
Eyliil arasinda Gaziantep, en az yagist alir. En ¢ok yagis1 ise Aralik-Subat arasinda
alir. Mevsim degisirken giindiiz ve gece arasinda ¢ok biiylik bir sicaklik farki vardir.
Denize kiyist olmamasi sebebiyle kentte nem orani ¢ok diisiiktiir. Bu yiizden hava
cok sert degildir (Ced, izin Ve Denetim Sube Miidiirliigii, 2013).

Tablo 3.1. Ornek toplanan lokaliteler

No Koy flce

1 Alaca mevkii Islahiye
2 Cubuk Islahiye
3 Tahta K6prii Baraji Islahiye
4 Yerliburun Islahiye
5 Karakaya Islahiye
6 Komiirler Nurdagi
7 Yamagoba Nurdagi
8 Ikizkuyu Nurdagi
9 Sakcag6zii Nurdagi
10 Keci Kuyu Nurdagi
11 Katranci Nurdagi
12 Hisar Nurdagi
13 Emirler Nurdagi
14 Kartal Nurdagi
15 Cerit Yeni Yapan Nurdagi
16 Siileymanoba Yavuzeli
17 Yarimca Yavuzeli
18 Havuz Yavuzeli
19 Hacimmalli Yavuzeli
20 Merkez Yavuzeli
21 Gelin Bugday Araban
22 Araban mevKi Araban
23 Nohutalan Araban
24 Gelin Bugday Mevkii Araban
25 Arnil Bilek alan Nizip

26 Salkim Nizip

27 Canakgl1 Nizip

28 Hancagiz Nizip

29 Hancagiz Baraji Nizip

30 Hancagiz Koprii gerisi Nizip

31 Sarikaya mevkii Karkamig
32 Karkamig Baraji Oguzeli
33 Sarikaya Koyt Sahinbey (Burg)
34 Belen Koyt Sahinbey (Burg)
35 Ortaklar Koyii Sahinbey
36 Bayatli Koyt Sehitkamil
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3.2. YONTEM
3.2.1. Arastirmada Kullanilan Ekipmanlar

Gaziantep ve ilgelerindeki oriimcek Pardosa (Lycosidae) faunasini tespit etmek
lizere arazi calismalart ¢ogunlukla giindiiz saatlerinde yapilmis toplamada elle
toplama, aspirator ve atrap kullanilmistir. Bunlardan aspirator ile tas alti kaya iistii,
yaprak ylizeyi, toprak yiizeyi, ag iizeri, ot kiimeleri gibi yerlerden hareket eden sabit
duran Oriimcekler yakalanmistir. Atrap ile tahil alanlarda ve otlaklarda bitkilerin
lizerinde atrap siipliriilerek ornek toplanmistir. Aspirator, atrap ile giindiiz aktif

(diurnal) 6riimceklerin toplanmasi amaglanmaistir.

Teshis calismalar1 Olympus marka SZX12E model trinokiiler Stereo mikroskop ile
yapilmistir. Erkeklerde genital yap1 goriintiilerinin ¢ekimleri yine bu mikroskopla
gerceklestirilmistir. Disilerde hazirlanan preparatlar Micros marka MC 300 A model
trinokiiler 151k mikroskobu kullanilarak goriintiler alinmigtir. Aspiratdr yardimiyla
toplanan ornekler direkt olarak ornek tiiplerine aktarilmistir. Ornegin iizerine bir
miktar tiipliik etil alkol ilave edilmis ve tiipler etiketlenmistir. Etiketlere 6riimcegin
bulundugu yer, tarih, habitat ve 6zellikleri, toplam ile ilgili ilging gdézlemler gibi
kayitlar arazi defterine kaydedilmistir. Atrap ile yakalanan 6riimcekler ve bocekler az

olmasi durumunda aspiratdr ile 6rnek tiiplere aktarilmigtir.
3.2.2. Laboratuar Calismalari, Teshis ve Simiflandirma
3.2.2.1. Kullanilan Kimyasallar

Absolute etanol (Sigma, Almanya), Agaroz (Sigma, Almanya), Borik asit (Sigma,
Almanya), DNA ladder (Qiagen, Almanya), Tris (Sigma, Almanya), Tris-HCL
(Sigma, Almanya), Etidyum bromiir (Sigma, Almanya), EDTA (Merck, Almanya),
dNTP set (Qiagen, Almanya), (Merck, Almanya), Primerler (Qiagen, Almanya),
Proteinaz K (Qiagen, Almanya), Taq Polimeraz (Qiagen, Almanya), MgCl,
(Qiagen, Almanya), Yiikleme Tamponu (6X) (Qiagen, Almanya).
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3.2.2.2. Kullanilan Cihazlar

Derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye), Inkiibator (Niive, Tiirkiye), Gii¢ kaynag
(Cleaver Scientific Ltd., ingiltere), Hassas Terazi (Denver Instrument, Almanya),
Jel goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat, Fransa), Mikrodalga firin (Argelik,
Tiirkiye), Otoklav (Niive, Tirkiye), Otomatik pipetler (Eppendorf-Almanya, CAPP-
Danimarka), Saf su cihaz (Microline), Santrifiijler (Selecta, Ispanya),
Spektrofotometre (Nanodrop, ND- 1000, Amerika), Vorteks (Velp Scientifica,
Italya), Yatay elektroforez sistemi (Cleaver Scientific Ltd.,Ingiltere), Homojenizator

cihazi (Qiagen, Almanya).

3.2.2.3. Morfolojik Calismalar

Araziden toplanmis olan ornekler % 99’luk etil alkol ortaminda tiipler iginde
etiketlenmis olarak laboratuara getirilmis ve -20°C’de buzdolabinda muhafaza

edilmistir.

Taksonomik c¢alismalara oOncelikle Orneklerin cins ve tliir bazinda tayini ile
baslanmistir. Ornekler disi, erkek, yavru olarak ayrildiktan sonra tiir seviyesinde
morfolojik olarak caligmalara devam edildi. Disilerin morfolojik olarak incelenmesi
epijin yapisina gore yapilmistir. Disi genital yapi (epijin) diseksiyon igin Stereo
mikroskop altinda tutularak epijini ince uglu pens ve keskin agizli bisturi ile dort bir
yanindan kesilmistir. Opistosoma bolgesinden ¢ikarilan epijin ters ¢evrilip cam petri
tizerinde ve yine Stereo binokiiler mikroskop altinda etrafindan diizgilince kesilip
kiictiltiilmiistiir. Bu islemden sonra epijin sirasiyla dehitratasyon, saydamlastirma ve

kapatma islemelerine tabi tutulmustur.

a-Dehitratasyon: Epijin dnce % 85°lik alkode 5 dakika, daha sonra % 98’lik alkolde
5 dakika dehidre edilmistir.

b-Saydamlastirma: Kitin disindaki dokusal yapilarin uzaklastirilmasi amaglanan bu
asamada KOH kullanildi. Epijin % 10'luk KOH eriginde 1 saat bekletilerek ¢oktiirme
yapildi.

c-Kapatma: Ortam olarak entellan kullanildi. Etiketli lamin ortasina dnce bir miktar

entellan dokiildii. Daha sonra epijin entallanin iizerine birakild:r ve Stereo binokiiler
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mikroskop altinda uygun pozisyon verildi. En son ise lizerine 45 derece egim ile

yavagg¢a lamel kapatildi.

Erkek Orneklerin tiir teshisi ise pedipalp yapilarina bakilarak yapilmistir. Erkek
orneklere ait palpler 6nce tibialarindan kesildi ve igerisinde alkol bulunan petri kab1

icierisinde Stereo binokiiler mikroskop ile gozlenmistir.

3.2.2.4. DNA Barkod Cahsmalar:

Morfolojik olarak tiir tayini tamamlanan ergin Ornekler ve teshisi yapilamayan
erginalti 6rnekler i¢in molekiiler ¢calismalar asamasina gegilmistir. Pardosa cinsine
ait Orneklerin molekiiler olarak incelenmesinde mitokondrial gen bdlgesi olan

Sitokrom C oksidase | (COl) ile gergeklestirilmistir.
3.2.2.4.1. DNA Izolasyonu ve Asamalar1

Molekiiler c¢aligmalara morfolojik olarak tanimlart yapilmis ve % 96-99 luk etil
alkoldeki ve -20°C de saklanan Pardosa cinsi ornekler ile baslandi. Daha sonra tiir
tayini morfolojik olarak yapilamayan ergin alti 6rnekler ile devam edildi. DNA
izolasyonu i¢in Qiagen marka, DNeasy Blood&Tissue kit kullanild1 ve izolasyon su

asamalarda gerceklestirilmistir;

1) Oriimceklerin 2. ve 7. bacaklar1 arasindaki toplam 6 tane bacak oriimcekten
koparilmistir (1. ve 4. bacak teshis i¢in onemlidir bu yiizden G6riimcek iizerinden

koparilmaz.).

2) Alman bacaklar alkolii uzaklastirildiktan sonra 6rnek kodlarinin yazil
oldugu tiiplere konumustur, iizerine Buffer ATL eklenmistir ve homojenizatorde 1

saat 35 dakika isleme tabi tutulmustur.

3) Homojenizatorden ¢ikarilan ornekler 56°C sicakhigindaki inkiibatorde bir
giin bekletildi (24 saat).

4) 24 saat sonra her bir ependorf tiipe 200 pl Buffer AL eklendi ve yaklasik 1-2

saniye her bir tiip vortekslendi.

6) Vortekslenen tiiplere 200 ul ethanol (96-100%) eklenir ve tiipler yeniden
vortekslendi.
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7) Bu islemden sonra ependorfda bulunan 6rnekler pipet ile kodlarinin yazil

oldugu 2 mI’lik spin kolonlara alindi ve 8000 devirde 1 dakika santrifiij edildi.

8) Santrifiij sonras1 spin kolonun filitreli olan tist kismi alindi ve 2 mililitrelik
yeni bir toplama tiipii igerisine yerlestirildi. Her bir tiip i¢erisine 500 pl Buffer AW1
eklenir ve 8000 devirde 1 dakika santrifiij edildi.

9) 1 dakikadan sonra orneklerin filitreli iist kismi alind1 ve yine 2 mililitrelik
yeni tolama tlipiine alindi. Her bir 6rnege 500 ul Buffer AW2 eklenir ve bu kez
14000 devir de 3 dakika santrifiij islemeine tabi tutuldu.

10)  Buislemeden sonra 6rneklerin yine filtreli olan iist kismi alinir ve bu drnekler

kodlarimin yazili oldugu 2 mililitrelik ependorf tiiplere konur.

11)  Yeni ependorflara alinan ornekler {izerine 100 ul Buffer AE eklendikten
sonra 1 dakika oda sicakliginda (15-25°C) bekletilir. Son olarak ise bu 6rneler 8000
devirde 1 dakika santrifiij isleminden gegirildi ve santrifiij sonrasi tiiplerin filitreli
kismui atildi. Ependorf tiipler i¢erisindeki DNA’ lar -20 °C’ de muhafaza edildi.

3.2.2.2.2. Spektrofotometrik Analiz

DNA o6rneklerinin konsantrasyonu spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda optik
yogunluklar1 okunarak belirlendi. Orneklerin saflig1 ise 260 ve 280 nm dalga
boylarindaki optik yogunluk degerleri oranlanarak belirlendi.

3.2.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dizisi bilinen bir DNA bdlgesinin in vitro olarak
cogaltilmasina olanak saglayan bir tekniktir. PCR’nin temel prensibi; tekrarlanan {i¢
basamaga dayanir. Bunlar; denatiirasyon, primer baglanma ve zincir uzama
basamaklaridir. Bu islemler ¢ok sayida tekrarlanarak (30-35 dongii) istenilen DNA
bolgesi ¢ogaltilmis olur (Birben, 2006). Sitokrom C oksidase 1 (COl) (658bp) gen
bolgesi i¢in uygun primerler kullanilarak PCR gerceklestirilir.
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Tablo 3.2. COI geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer dizileri

Gen | Primer Dizileri PCR Uriiniiniin
Biiyiikliigii

ol I: 5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' 658
G: 5'-GGATGGCCAAAAAATCAAAATAAATG-3' )

Tablo 3.3. COIl geninin gogaltilmasi igin hazirlanan reaksiyon igerigi

Reaksiyon Icerigi Miktar

ddH20 15,8 ul

10X Taq Buffer (KCI) 2,5l

dNTP mix 0,5 ul

2,5mM MgCl; 2.l

10 pmol Ileri Primer 1ul

10 umol Geri Primer 1pl

5U/1pl Tap Polimeraz Enzimi 0,12 pl

Genomik DNA 2 pl
Toplam Hacim: 25 /A

Tablo 3.4. PCR isleminin yapildigi 1s1 dongiileri

Denatiirasyon 95°C’de 5 dakika

05°C’de 30 saniye
Dongii 52°C’de  40saniye
72°C’de 1,30 dakika

Sonlanma 72°C’de 10 dakika
Dongii sayisi 35

3.2.2.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinlerinin incelenmesi i¢in %]1,5’liik agaroz jel kullanildi. Agaroz jel 1XTBE
tamponu i¢inde mikrodalga firinda kaynatilarak hazirlandi. DNA 6rneklerinin UV

151k altinda izlenebilmesi i¢in agaroz jel ¢ozeltisinin i¢ine 25 pl etidyum bromiir
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(10mg/ml) eklendi. Cézelti 56 °C’ ye sogutulduktan sonra jel tabagina kalinlig
yaklagik 5 mm olacak sekilde dokiildii. Jel polimerize olduktan sonra 1xTBE
tamponu igeren elektroforez tankina alindi. 4 pl PCR iirtini 2 pl 6X yiikleme
tamponu ile Karistirildiktan sonra jele yiiklendi. Ornekler 100 V’da yaklasik 60
dakika yiiriitiildiikten sonra UV 151k altinda incelendi.

Sekil 3.1. Jel tankina PCR iiriinlerini yiikleme islemi
3.2.2.2.5. Sekans Islemi

PCR ile cogaltilan DNA’lar, niikleotit dizilerinin belirlenmesi ‘Sanger-Coulson

Zincir Sonlanma Yo6ntemi’ ile gergeklestirildi (Refgen ve Medsantek).

Sanger-Coulson Zincir Sonlanma Yontemi DNA dizi analizinde kullanilan bir

yontemdir.
3.2.2.2.6. Filogenetik Analizler

Sanger yontemiyle dizilenen niikleotitler ¢esitli programlar yardimiyla analizler
gorlinebilir hale getirildi (FinchTV 1.4). Sekanslanan diziler program yardimiyla

kromotogramlar seklinde gozlendi.

Niikleotitleri igeren kromotogramlar SeqTrace 0.9.0 programi ile detayli sekilde
analiz edildi. SeqTrace programi, Sekanslanan ¢ift yonlii dizileri diizeltmeye, tamir

etmeye ve fasta formatinda verilerin kaydedilmesini saglar.
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Seqtrace ile okunan ve c¢ift yonlii olarak dizilenen bilgiler Fasta formatinda
kaydettikten sonra MEGAG6 programi kullanilarak Bootstrap 1000 tekrarli metod ile
filogenetik aga¢ olusturuldu. Ayni zamanda bu analizde tiir igi, tlirler arasi

benzerliklerde hesaplandi.

24



BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Arazi Calismalari

Arazi ¢alismalarinda Lycosidaec familyasina ait Pardosa cinsine dahil 78 Ornek
toplanmstir. -20 °C’ de saklanan 6rnekler tayin edildiginde 17 disi, 13 erkek ve 42
erginalti Ornek belirlenmistir. Erginler {izerine yapilan tiir tayini calismalar
sonucunda 4 tiir belirlenmistir. Bunlar, Pardosa proxima, P. tatarica, P.italica ve P.
birmanica’dir (Tablo 4.1). Erginalti ornekler genital yapilari heniiz gelisimini

tamamlamadigi i¢in tiir bazinda tayin edilememistir.

Tablo 4.1. Pardosa tiir dagilima.

Familya Cins Tiir
Proxima
Lycosidae Pardosa 'Ijatz_anca
Italica
Birmanica

4.1.1. Familya: LYCOSIDAE Sundevall, 1833

Biitiin gozler koyu, iki siraya dizili. Tlk sira dort kii¢iik gdzden, ikinci sira ise ortada
iki ¢ok biiyiikk gdz, arka yanlarda ise orta biiyiikliikte iki gdzden olusur. Ustten
bakildiginda bu goz dizisi ¢ok kuvvetli i¢ biikey bir sira olusturur. ikinci sira gozleri
ayni zamanda On tarafi dar olan bir yamuk teskil eder. Gozler iyi goriir. Chelicerae
siskince, olugun i¢ kenarinda iki, ii¢ dis mevcut. Bacaklar kuvvetli, uzunluk sirasi IV,
I, II, 1T seklinde, hemen her segment dikenler ve bazen uzun bir trichobothria ile
donatilmis. Bacak uclarinda kitinsi, tarak disli iki tirnak ve bunlarin alt orta yerinde
yer alan taraksiz kiigiik bir tirnak yer alir. Opisthosoma ¢ogunlukla belirgin bir
folium bulundurur. Genellikle ince ve sik killarla kapli olan opisthosoma arkada

yuvarlakca sonlanir. Kurt oriimceklerinin bir kismi1 nocturnal, bir kismi1 diurnal, az
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bir kismi1 ise nocturnal-diurnal’dir. Toprak yariklar1 veya gukurlari iginde, tarla veya
otlaklarda dokiilmiis ot, yaprak altlarinda yasarlar. Ipeksi ipleriyle ordiikleri yumurta
kokonlarin1 ag memelerine yapisik olarak tasirlar. Yumurta keselerinden ¢ikan
yavrular ilk haftalarmi ana Sriimcegin sirtinda, toplu halde gegirirler (Ozdemir,

2004).

4.1.2. Cins: Pardosa C. L. Koch, 1847

Lycosidae familyasi i¢inde en yaygin ve tiir sayisi en fazla olan cinstir. Gozler li¢
enine siraya dizilidir. On sira gozler daha kiigiik, ikinci sirada yer alan arka orta
gozler ¢ok biiyiik, liciincii sira arka yan gozler orta biiylikliiktedir. Prosoma 6nde ¢ok
daralmis. Gozlerin arka siras1 ortada kolaylikla fark edilen iki koyu bantlidir. Onemli
Olciide yiikselmis clypeus genis, en azindan 6n yan gozlerin ¢aplarinin iki kat1 kadar.
Bacaklar ince, zayif ve ¢ok uzun. Metatarsus, patella ve tibia’nin toplamindan daha
uzundur. Gilindiizleri avlanirlar ve sicak giinesli giinlerde ¢ok hizli bir sekilde

kosarken goriilebilirler.

4.1.2.1. Pardosa tatarica (Thorell, 1875)

4.1.2.1.1. Morfoloji

Boy &: 6-7 mm. Prosoma acik kahverengi bantlarla, koyu kahverengiden siyaha
kadardir. Orta bant bagin arkasinda biiylimiis goze kadar uzanir, kenarlarda sabittir,
yan bant tarak seklinde kesiksiz ve klipeusa kadar uzanir. Bacaklar siyahdan koyu
kahverengiye kadar degisken renklerdedir ve beneklidir. Opistosoma gri beneklerle
koyu kahverengi, siyah renktedir. Palp orta apofiz kaidesinin arka tarafinda biiyiik bir

cikintilidir. Kalin tegal apofiz uzun, ucta korelmistir.
4.1.2.1.2. Habitat ve ekoloji

Daha cok fundalik ve c¢imenlik yerlerde aga¢ kabuklarmin catlaklarinda, kiitiik

altlarinda yasarlar, kurak , nemli alanlarda yasarlar.
4.1.2.1.3. Yayilis Alani

Diinyada Palearktik bolgede goriiliir. Tiirkiye’de ise tiim bolgelerde goriiliir.
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4.1.2.1.4. Incelenen Materyal
(P44) &' Hac1 Aslan Golii, 13.11.2014. (P79) Q: Yavuzeli Araban, 22.05.2014

4.1.2.2. Pardosa proxima C. L. Koch, 1847

4.1.2.2.1. Morfoloji

Boy: ?: 5,5-6,5 mm; J: 4,5-5 mm. Prosoma ¢ok koyu kahverengi, bantlar parlak
sar1 ve kesiktir. Yan bantlar genellikle {i¢ parcaya ayrilmis halde bulunurlar. Sternum
on kisminin ortalarina kadar gelen acik renkte orta bant daralmis koyu kahverengi.
Keliser sar1, tepe kisimda koyucadir. Bacaklarda tibia halkali ve bazen metatarsi
diizensiz halkalidir. Erkekde sadece femur halkalidir. Opistosoma kahverengiden
siyaha kadar renklerdedir. Ampiiliin st orta yerinde kitinsi lamel gelismemistir.

Tibial apofiz uzunlugu genisliginden fazla. Palp orta apofizi kisadir.
4.1.2.2.2. Habitat ve Ekoloji

Issiz yerlerde, su birikintisi olan yosunlu alanlarda ve ¢imenlik yerlerde yasarlar.

Erkekler Nisan ve Mayista, disiler yaz boyunca erginlesir.
4.1.2.2.3. Yayihs Alani

Bir kuzey oriimcegi olmasina ragmen Ingiltere’nin Giiney yarisi ve vadilerinden
kayit verilmistir. Yaygmn degiller. Lokal alanlarda yayilim gdstermislerdir.
Avrupa’nin daha ¢ok batisinda yaygindir. Kafkasya’da bu tlire rastlanmistir.
Tiirkiye’de Dogu Anadolu, Giineydogu Anadolu, Dogu Akdeniz, Marmara, I¢

Anadolu ve Dogu Karadeniz Bolgelerinden kayit verilmistir.
4.1.2.2.4. Incelenen Materyal

(P10): Q; Gaziantep Universitesi kampiisii, 02.04.2014; (P26) Q: Gaziantep
Universitesi kampiisii, 20.02.2014; (P33) Q: Gaziantep Universitesi kampiisii,
20.02.2014 ; (P37) Q: Gaziantep Universitesi kampiisii, 20.02.2014; (P55) @:
Gaziantep Universitesi kampiisii, 02.04.2014; (P57) Q: Gaziantep Universitesi
kampiisii, 20.02.2014; (P59) @: Gaziantep Universitesi kampiisii, 20.02.2014, (P15)
d: Gaziantep Universitesi kampiis, 20.02.2014; (P18) &: Gaziantep Universitesi
kampiis, 20.02.2014; (P20) Q: Gaziantep Universitesi kampiisii, 20.02.2014; (P21)
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J: Gaziantep Universitesi kampiisii, 20.02.2014 ; (P28) &; Gaziantep Universitesi
kampiis, 20.02.2014; (P31) J: Gaziantep Universitesi Botanik Bahgesi, 19.02.2014;
(P35) J: Gaziantep Universitesi Botanik Bahgesi, 19.02.2014; (P38) ?@: Gaziantep
Universitesi kampiisii, 20.02.2014, (P39) &: Gaziantep Universitesi kampiisii,
20.02.2014; (P49) &; Gaziantep Universitesi kampiisii, 20.02.2014, (P52) J:
Gaziantep Universitesi kampiisii, 20.02.2014; (P58) Q: Gaziantep Universitesi
kampiisii, 02.04.2014; (P64) J3: Gaziantep Universitesi kampiisii, 20.02.2014.

4.1.2.3. Pardosa italica Tongiorgi, 1966

4.1.2.3.1. Morfoloji

Boy; diside 7 mm’dir. Prosoma koyu kahverengi, siyaha yakin renklerdedir. Prosoma
lizerinde yogun siyah renklerde killar bulunur. Prosomanin ortasinda yer alan
median band kirmizimsi renkte ve gizlere kadar uzanmaktadir. Yan bantlar ise
kesintili ve kahverengidir. Bacaklar agik renklerde ve beneklidir. Opistosoma koyu

kahverengi, siyah renklerdedir.

4.1.2.3.2. Habitat ve Ekoloji

Nemli ve sulak alanlarda yayilim gosterir. [lkbahardan sonbahara kadar goriiliir
4.1.2.3.3. Yayihis Alan1

Gilineydogu Avrupa’dan Cin’e kadar yayilir. (World Spider Catalog 2016). Tiirkiye
ise Giineydogu Anadolu Bolgesi’ dir.

4.1.2.3.4. incelenen Materyal

(P54) Q: Oguzeli Kayacik Baraji, 24.10.2014
4.1.2.4. Pardosa birmanica Simon, 1884
4.1.2.4.1. Morfoloji

Prosoma agik kahverengi, siyah renklerdedir. Fovea prosomada belirgin bir
acikliktadir. Prosoma yanlara dogru agikliklar1 ve uzantilar1 belirgin degildir. Keliser

uzun ve giicliidiir. Bacaklar belirgin beneklere sahiptir. Opisthosoam agik
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kahverengiden siyaha degisen renklerdedir. Uzerinde delirgin desenlenmeler

gozlenir.
4.1.2.4.2. Habitat ve Ekoloji

Kurak ve nemli ortamlarda, calilik, ¢imenlik alanlarda, orman acikliklarinda

bulunurlar.
4.1.2.4.3. Yayihs Alam

Diinyada Pakistan, Burma, India, Sri Lanka and Bangladesh (Perveen ve ark, 2012).

Tirkiye oriimcek faunasi i¢in yeni kayaittir.
4.1.2.4.4. incelenen Materyal

(P17) @: Oguzeli Kayacik Baraji, 24.10.2014, (P5): Oguzeli Kayacik Baraji,
24.10.2014, sub., (P40) J: Gaziantep Universitesi kampiisii, 20.02.2014; (P45):
Nizip Hancagiz Baraji, 24.10.214, sub., P46): Oguzeli Kayacik Baraji, 24.10.2014,
sub., (P51): Oguzeli Kayacik Baraj1, 24.10.2014, sub.

4.1.3. DNA Konsantrasyonlari

Tablo 4.2. Pardosa tiirlerine ait 6rneklerin DNA konsantrasyonlari (ng)

Ornek Numarasi DNA Konsantrasyonu (A260/280)
P1 12, 67
P2 27,49
P3 13,14
P4 20,02
P5 23,02
P6 27,66
P7 77,85
P8 22,44
P9 23,97
P10 18,37
P11 23,54
P12 19,94
P13 15,54
P14 37,70
P15 12,57
P16 34,94
P17 25, 26
P18 19,25
P19 59,50
P20 64,47
P21 59,72
P22 115,08
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Ornek Numarasi DNA Konsantrasyonu (A260/280)
P23 8,04
P24 35,22
P25 35,86
P26 47,95
P27 48,91
P28 34,16
P29 38,83
P30 17,18
P31 12,78
P32 15,32
P33 19,77
P34 7,73
P35 9,90
P36 50,66
P37 85,41
P38 66,98
P39 33,83
P40 18,90
P41 61, 56
P42 23,93
P43 52,21
P44 21,04
P45 8,52
P46 11,59
P47 10,15
P48 12,26
P49 7,85
P50 5,31
P51 2,48
P52 18,91
P53 60,9
P54 35,38
P55 130,89
P56 37,81
P57 81,94
P58 29,40
P59 20,61
P61 105,95
P62 85,77
P63 50,40
P64 11,45.
P65 28,19
P66 44,08
P67 93,20
P68 12,67
P69 63,31
P70 122,05
P75 44,97
P77 51,84
P78 25,70
P79 35,53
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4.1.4. Pardosa Cinsi Oriimceklerde COI Gen Bélgesinin Amplifikasyonu Sonucu
Elde Edilen Agaroz Jel Goriintiileri

700 bg

600 be 658 bg

Sekil 4.1. PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforezi sonrasi goriintiisii (M:Markir

(100-200-300-400-500-600-700-800-900-1000 bg), P1-P12: PCR iiriinleri
4.1.5. Filogenetik Analizler

Calisma kapsaminda 78 Ornege ait hem morfolojik hem molekiiler calismalar
gerceklestirilmistir. Morfolojik tanimlamalar1 yapilan ergin 6rnekler ayn1 zamanda
molekiiler islemlerede tabi tutulmustur. Erginalti tiim Ornekler tizerinde molekiiler
islemler gerceklestirilmistir. Molekiiler asamalarda Orneklerin dizi analizleri
yapilmistir. Hizmet alimi ile (refgen, medsantek) ile gergeklestirilen sekanslama
isleminde, PCR iiriinleri iizerinden yapilmistir. Gerekli firmalar PCR iirlinlerini
saflagtirma uyguladiktan sonra dizileme islemine ge¢ilmistir. DNA dizileme Sanger

dizileme seklindedir.

Sekanslama islemi wuygulanan ornekler bir sonraki asama olan dizilerin
diizenlenmesine gegilmistir. Tiim orneklere ait DNA dizileri Seq-Trace programu ile
hem ileri hemde geri primer ¢akismasina dayali ¢ift yonli eslestirme yapilmistir.
Dizilenen ornekler igerisinde gerekli diizeltmeler uygulanmis ve 78 6rnek iizerinden
4 6rnegin (P19,P28,P52,P58) seqtrace ile diizeltmeleri yapilamamistir. Bu 6rneklerin
sekanslama verileri diizgiin olmadig1 icin dizi kiyaslamalarida verimli olmamuistir.
Kalan 74 6rnek program iizerinde gerekli diizeltmeleri yapilarak fasta formatinda

kaydedilmistir.
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74 oOrnegin morfolojik verilerine bakildiginda tiir bazinda disiler ve erkekler
bilinmektedir ancak ergin alti 6rneklerin tiir tayinleri gergeklestirilemedigi igin
tamamen veri bankalarindaki veriler kullamilmistir. 74 Orne8in herbiri veri
bankasindaki (NCBI ve BoldsystemV4) Pardosa ve diger cinsler ile eslestirilmistir.
Bu anlamda toplam 6 cinse ait 26 tiir ile eslesme saglanmistir. Morfolojik verilere
bakildiginda Pardosa ornekleri genellikle Alopecosa, Arctosa, Hogna ve Lycosa

cinsleri ile benzerlik gostermektedir. Elde edilen verilerde bu cinsler ile eslesmistir.

Calismada tiim cins ve tiirleri i¢eren bir filogenetik agag¢ olusturulmustur (Sekil 3.8)
Agac olusturulma asamasinda bazi dizi verileri kullanilamadi. Bunlardan P42 ve P64
ve P68 dizileri barkod standardina uymamakta idi. Barkod verilerinde diziler en az
500 niikleotit icermesi gerekmektedir. Ayrica analiz edilen dizilerde N sayis1 [ %1
olmasi gerekmektedir. Bu nedenle P64 ve P68 dizileri ¢cok fazla N igermekted idi ve

filogenetik agac¢ olusumunda kullanilmadilar.

Calisma ile MEGAG6 kullanilarak c¢oklu dizileme yapilmis ve Neighbour-Joining
agaci olusturulmustur. Agacta gosterilen rakamlar 1000 tekrarli boostrap metodu ile
olusturulmustur. Yani agagta yazili olan 99, 1000 boostrap testinin %99 unda

benzerlik oldugunu gostermektedir.

Tez kapsaminda Pardosa disindaki diziler gozardi edilerek Pardosa dizilerini igeren
tekrar bir aga¢ olusturulmustur. Bold System ve NCBI veritabaninda bulunan Blasti
yapilan Ornekler 14 tiir (Pardosa proxima, P.tatarica, P. birmanica, P.riparia, P.
fulvipes, P. prativaga, P. groelandica, P.italica, P.sumatrana, P. hyperborea, P.
morosa, P. paludicola, P. saxatilis ve P.sp.) ile % 100-% 91 araliginda eslesmistir.
Eslesen bu diziler ile ¢alismay1 olusturan Pardosa ya dahil 30 dizi ¢oklu dizileme ile
analiz edildi ve aga¢ olusturuldu (Sekil 3.8). Filogenetik agacta Pardosa 6rnekleri 4
grup altinda incelenmistir. Bunlar Pardosa proxima’ y1 igeren grup;
P34,P47,P33,P26,P20,P18,P10,P4, P3,P21,P57,P35,P38,P11,P12,P55,P59 kodlarina
sahiptir; Pardosa birmanica’ ya dahil 6rnekler; P5,P17,P40,P45,P46,P51 seklindedir.
Pardosa tatarica tiirii olarak belirlenen ornekler; P50, P56, P43, P8, P79, P44
kodlarmna sahiptir. Bunlar arasinda P50, P56, P43 6rnekleri Pardosa tatarica disinda
P. fulvipes, P. prativaga ve P. groelandica tiirleri ile de %91-99 araliginda
eslesmislerdir. DNA barkotlama caligmalarinda tiir i¢i benzerlik % 3 den az

olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayni cins i¢inde tiirler aras1 benzerlikler ise %10-25
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arasinda benzerlik gozlenmektedir. Diger bir grup ise Pardosa italica’dir ve bu

grupta sadece P54 kodlu 6rnek yer almaktadir.

82

99

P34
P47

P33

P26

P20

P18

P10

P4

P3 ~——— Pardosa proxima

P21
P57
P35
P38

Pardosa_proxina

P11
P12

P55

P59 ——
P5

P17

P40
P45

Pardosa birmanica

P46
P51

ARBCM1592-14|Pardosa_groenlandicalCOI-5P|KP653653
GENHP119-11|Pardosa|COI-5P
ARONW311-11|Pardosa_saxatilis|COI-5P|KP646819
GBCH5701-13|Pardosa_prativaga|COI-5P|FJ899822
GENHPO042-11|Pardosa|COI-5P
BBCAN200-09|Pardosa_hyperborealCOI-5P|GU683133

—

87

76

100

P54 — P | Pardosa italica

GBA23668-15|Pardosa_sumatrana|COI-5P|KJ589105

Pardosa_sumatrana

Pardosa_paludicola

pso

P56
P43
P8

P79
P44

Pardosa tatarica___—

Pardosa_italica

>—| Pardosa tatarica

GACAC1202-12|Pardosa_sp._php_18|COI-3P|JQ280360
GACAC1205-12|Pardosa_sp._php_74|COI-3P|JQ280363

Sekil 4.2. Pardosa tiirlerini igeren filogenetik agag
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Arastirma Gaziantep ilinde bulunan Lycosidac familyasina ait Pardosa cinsi
oriimceklerin morfolojik ve molekiiler verilerinin belirlenmesi ve karsilastirilmasi

amaciyla gergeklestirilmistir.

Gaziantep iline ait 9 ilgede (Sahinbey, Sehitkamil, Nizip, Oguzeli, Karkamis,
Araban, Yavuzeli, Nurdagi, Islahiye) diizenli araliklarla arazi cikislan
gerceklestirildi. Nizip, Oguzeli ve Karkamis ilgeleri oldukca genis tarim arazilerine
sahiptir. Adi gecen ilgelerde Ornek yakalamada sikintilar yasanmasina ragmen
Araban, Islahiye, Sahinbey, Sehitkamil ve Nurdag: ilgelerinde Lycosidae familyasina
ait Ornekler rahatlikla toplanabilmistir. Kurt oriimcekler yerde aktif gezinen
orneklerdir ve her tiirlii habitatda rahatlikla yasayabilmektedir. Ozellikle bu familya
tiyeleri taglik, calilik alanlari, su kenarlarini, orman agikliklarini, tarim alanlarim

tercih etmektedirler.

Tarimsal alanlarda Oriimcekler zararli boceklerin dogal kontroliinde onemli rol
oynarlar. Bu tiir zararlilarin biyokontroliinde bu bocekler {lizerinden direkt beslenen
predator hayvanlar veya zararli boceklerin yumurta veya larvalarina saldiran, onlari
tikketen, parazitleyen hayvanlar kullanilmaktadir. Baz1 6riimcek tiirleri hari¢ birgogu
koloni olusturmaz ve kannibalistlik yaygindir. Bu durum biyokontrolde dezavantaj
olusturur. Gerek avlanmak icin ag oren Oriimcekler, gerekse av yakalamak i¢in ag
kurmayan yer Orlimceklerinin tarimsal ortamlarda bocekler i¢in etkili predatorler
oldugu birgok ekolog tarafindan kabul gérmiistiir (Nyffeler ve Benz, 1987). Zirai
acidan onemli bir yeri olan ¢alisma bolgesinde oriimceklerin listesinin belirlenmesi,

biyolojik miicadele olanaklarinin arastirilmasi 6nemli bir adimdir.

Gaziantep ilinde 2014 yilinda yapilan arazi ¢ikislari neticesinde 9 ilgeye ait 36 farkl
lokaliteden Pardosa cinsine ait ornekler yakalanmistir. Arastirma bolgesine diizenli

olarak arazi ¢ikislart neticesinde Lycosidler toplanmis ve %96’ lik ethanol igesinde
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laboratuvara getirilmistir. Elde edilen 6rnekler hem morfolojik hemde molekiiler
calismalar i¢in -20 °C de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Ornekler 6ncelikle cins
bazinda morfolojik olarak tayin edilmistir. Bu anlamda gozlerin sirasi, keliser sekli,
keliserlerdeki dis sirasi, dis sayisi, prosomanin yapisi, foveanin yapisi gibi morfolojik
Ozelliklere bakilarak Pardosa cinsi ayirtedilmistir. Adi gegen cins ayiriminda
olduk¢a zorlanilmigtir. Pardosa cinsi orneklerinin prosomasimin morfolojisi ve
keliserdeki disleri bakimindan Alopecosa, Arctosa ve Hogna ile yakin benzerlik
gostermektedir. Ayrica Pardosa ornekleri viicut uzunlugu bakimindan standart bir
yere konulamadigi i¢in bu anlamda daha biiyiik 6rnekler olan Lycosa, Acantholycosa
ile morfolojik olarak benzetilmektedir. Calismamizda o6zellikle erginalti 6rnekleri
cins bazinda net olarak tanimlamamiz miimkiin olmadigindan Hogna, Lycosa,
Alopecoca cinsleri  belirlenmistir.  Morfolojik  olarak  yavru  &rneklerden

belirlenemeyen bu cinsler molekiiler analizler neticesinde belirlenmistir.

Ulkemizde Lycosidae familyas: 15 cins ve 87 tiire sahiptir (Bayramvd, 2014).
Pardosa familya igerisinde 36 tiirle en fazla tiire sahip cinstir. Pardosa tizerinde
yapilan morfolojik ¢aligmalar neticesinde ergin ornekler tiir bazinda tayin edildi ve
Pardosa proxima, P.tatarica, P. italica, P. birmanica olarak belirlenirken ergin alt1
ornekler tiir bazinda belirlenemedi. Yavru Orneklerin tiir tespitlerinin yapilabilmesi
icin dizi analizleri verileri kullanildi. Analiz 6rnekleri Boldsystem V4 te bulunan
identification asamasi kullanilarak belirlendi. Diziler tek tek cift yonlii olarak
diizeltildi ve kaydedildiken sonra boldsystem v4 e tek tek girilerek tiir tanimlamalari
yapildi. Ergin olmayan 6rnekler de erginler gibi %100-96 benzerlik araliginda tayin

edildi ve Pardosa proxima, P.birmanica, P italica ve P. tatarica olarak belirlendi.

Tez kapsaminda hem ergin Ornekler hemde erginalti ornekler molekiiler ve
morfolojik olarak incelendi. Morfolojik olarak elde edilen tiirler ile molekiiler olarak
dizileri kiyaslanan tiirler karsilastirildi ve ayni tiirler tespit edildi. Ergin 6rneklere ait
3 tiir belirlenirken yavru orneklerin analizi neticesinde erginlere ilaveten 1 tiir daha

eklenmis ve toplam 4 tiir tespit edilmistir.

Yapilan filogenetik agagta Neighbou-joining istatistiksel metodu kullanilmis ve agag
yapiminda Bootstrap metodu uygulanmistir. Boostrap metodu 1000 tekrarlilik tercih
edilmistir. Bu testte 100%100 iizerinden dogrulama testidir, 1000 tekrarda dogruluk

oranin1 gostermektedir. Pardosa proxima olarak tayin ettigimiz Orneklerin tiimi
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kendi icinde kiyaslandiginda %82 benzerlik gostermektedir. Tiir i¢i orneklerinin
analizinde %97-98 benzerlik gosterrmektedir. Pardosa birmanica grubundaki 6
ornegi inceledigimizde ise %99 benzerlik gdstermektedir. Yani Bu orneklerin DNA
dizileri tiir i¢inde %99 yakinliga sahiptir. Pardosa tatarica’ ya dahil 6rnekler %87 ve
%76 benzerlik gosteren dizilere sahiptirler. Son olarak ise Pardosa italica 6rnegi tek

bir erginalti 6rnektir ve %99 benzerlik gostermektedir.

Calisma ile elde edilen veriler morfolojik verilerle uyumluluk gostermektedir. Bu
anlamda iilkemizde Oriimcekler iizerine yapilan ilk molekiiler tanimlama
calismasidir. Sonuglarin morfolojik sonuglarla uyumlu olmast molekiiler verilerin

morfoloji ile kiyaslanmas1 gerektigini bir kez daha desteklemistir.

Tez ile Ulkemizde daha &nce kaydedilen tiirler yeni lokaliteler ile desteklenmis ve
Pardosa birmanica ilk kez kaydedilmistir. Veriler ile ilk kez tiim asamalar
tilkemizde gerceklestirilen bir DNA barkotlama c¢alismasi gergeklestirilmistir.
Veribankalarinda iilkemize ait ¢alismalar bulunmaktadir ancak ornekler tilkemiz
disindaki zooloji miizelerinde goriilmektedir. Calismadaki tiim Ornekler ve veriler

Gaziantep Universitesi, Biyoloji Boliimii laboratuvar ve miizesinde yer almaktadir.

Tez kapsaminda Gaziantep ili ve ilgeleri calisilmistir. Il kapsamida 2004 yilina
Akpmar (Ozdemir) tarafindan bir  Nizip ve Karkamis (Gaziantep) Oriimceklerinin

<

(Arachnida: Araneae) Sistematigi ve Ekolojisi isimli yliksek Lisans tezi
tamamlanmistir. Ancak adi gecen c¢aligmada sadece ile ait 2 ilge calisilmis ve bu
ilgelerdeki tiim familyalar arastirilmistir. ‘Pardosa (Araneae: Lycosidae) Cinsi
Oriimceklerin DNA Barcode ile Molekiiler olarak Tammlanmasr’ baslikl
calismada ile ait 9 ilge arastirilmis ve sadece Lycosidae familyasina ait Pardosa cinsi

caligtlmigtir. Ayrica tiir tantmlamasina dahil edilmeyen erginalti rnekler molekiiler

olarak analiz edilmis ve erginler ile uyumlu tiirler elde edilmistir.

Proje dahilinde elde edilen veriler bolgede tamamlanan yiiksek lisans tezinin verileri
ile kiyaslandiginda Pardosa proxima tiiriiniin her iki ¢alismada da ortak tiir oldugu

belirlenmistir.

Caligma dahilinde DNA dizileri uygun olan ergin ve yavru 6rnekler molekiiler olarak
calisilmis ve elde edilen sonuglar morfolojik verilerle uyumlu ¢ikmistir. Bu anlamda

30 Pardosa Ornegi arastirilmig ve tiir bazinda degerlendirilmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 5.1. Pardosa cinsine ait tiirlerin morfolojik ve molekiiler verileri

Ornek Yavru/disi/ | Morfolojik tanmimlama | Molekiiler tanimlama

no erkek

P3 Yavru yapilamadi P. proxima

P4 disi P. proxima P. proxima

P5 yavru yapilamadi P. birmanica

P8 yavru yapilamadi P. tatarica

P10 disi P. proxima P. proxima

P11 disi P. proxima P. proxima

P12 yavru yapilamadi P. proxima

P15 erkek P. proxima P. proxima

P17 disi Pardosa sp. P. birmanica

P18 erkek P. proxima P. proxima

P19 yavru yapilamadi Yapilamadi (sekans iyi degil)
P20 disi P. proxima P. proxima

P21 erkek P. proxima P. proxima

P26 disi P. proxima P. proxima

P28 erkek P. proxima Yapilamadi (sekans iyi degil)
P31 erkek P. proxima Yapilamadi (sekans iyi degil)
P33 disi P. proxima P. proxima

P34 sub P. proxima P. proxima

P35 erkek P. proxima P. proxima

P37 Disi P. proxima Yapilamadi (sekans iyi degil)
P38 Erkek P. proxima P. proxima

P39 erkek P. proxima Yapilamadi (sekans iyi degil)
P40 erkek P birmanica P. birmanica

P41 yavru yapilamadi Yapilamadi (sekans iyi degil)
P 42 yavru yapilamadi Yapilamadi (sekans i1y1 degil)
P43 yavru Yapilamadi Pardosa tatarica

P44 Erkek P. tatarica P tatarica

P45 yavru Yapilamadi P. birmanica

P46 yavru yapilamadi P. birmanica

P47 yavru Yapilamadi P. proxima

P49 erkek P. proxima Yapilamadi (Sekans iyi degil)
P50 yavru yapilamadi P. tatarica

P51 yavru yapilamadi Pardosa birmanica

P52 erkek P. proxima Yapilamadi (sekans iyi degil)
P53 yavru yapilamadi P. proxima

P54 Disi P. italica Pardosa italica

P55 disi P. proxima P. proxima

P56 yavru yapilamadi Pardosa tatarica

P57 disi P. proxima P. proxima

P58 disi P. proxima Yapilamadi (sekans 1yi degil)
P59 disi P. proxima P. proxima

P64 erkek P. proxima Yapilamadi (sekans iyi degil)
P79 disi yapilamadi P. tatarica
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Tablo 5.1° de verildigi iizere Pardosa cinsi oldugu bilinen ergin Orneklerin
bazilarimin sekans verileri diizgiin olmadigr i¢in molekiiler olarak analiz
edilememistir. Bu sebeple filogenetik aga¢ olusumunda bu tiirler kullanilmamustir.
Ayn sekilde erginalti 6rneklerde de morfolojik veriler kullanilamadig i¢in sadece

molekiiler veriler degerlendirilebildi.

Caligma neticesinde Gaziantep iline ait 9 ilge kapsaminda yapilan bu arastirma ile, il
genelindeki Lycosidae familyasi verileri elde edilmistir. Bu veriler igerisinde
Pardosa cinsi detayli olarak arastirilmistir. Cinse dahil tim Ornekler DNA
barkotlamaya tabi tutulmustur. Ergin Orneklerin morfolojilerinin ¢aligilmasi
sonucunda Pardosa proxima, P. tatarica, P. italica ve P. birmanica tiirleri elde

edilmistir.

Tez kapsaminda ilk kez Pardosa birmanica tirli Tirkiye Oriimcek envanterine

eklenmistir.

Ergin O0rnekler hem morfolojik hem molekiiler olarak analiz edilmelerine karsin,
erginalt1 ornekler sadece molekiiler olarak arastirilmistir ve ergin Ornekler ile ayni
tirler elde edilmistir. Bu da morfolojik ¢alismalarin molekiiler analizleri ile

desteklenmesinin saglam temellere oturacagini gosterecektir.

Verilerin morfoloji ve molekiiler olarak kiyaslanmasi ve sonuglarin anlamli olmasi

sonraki ¢aligmalara 151k tutacaktir.

Ayrica ¢aligma ile Tirkiye orlimcek envanterinin morfolojinin yanisira molekiiler
caligmalarla da desteklenmesi gerektigi kanisina varilmistir. Calisma Tiirkiye

ortimceek listesini iceren veribankasi olusturulmasina katki saglayacaktir.
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