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Oz: Bu calismada farkli kosullarda muhafaza edilen Lycosidae ve Thomisidae (Ordo: Araneae) familyalarina ait
miize 6rneklerinden DNA izole edilmis ve DNA barkotlama ¢alismalari yapilmistir. Oriimceklerin viicut
blylikligd, farkli alkol degerleri ve DNA konsantrasyonlarinin DNA sekanslari {izerine etkisi aragtirilmistir. 15
yillik drneklerden genomik DNA izolasyonlart yapilmus, iki farkli gen bolgesi (COL ITS) PCR ile ¢ogaltilmis ve
sekanslama islemlerine tabi tutulmustur. Sekanslama {izerine orneklerde viicut biyiikligi ile DNA
konsantrasyonu arasinda bir iliski belirlenemezken, saklama kosullarinin DNA kalitesini ve sekanslamay1
etkiledigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Lycoside, Thomisidae, DNA barkotlama, Sekans

Effect of different preservation conditions on DNA sequencing and barcoding in spiders
(Ordo: Araneae)

Abstract: In this study, DNA isolations and DNA barcoding studies on museum samples of Lycosidae
and Thomisidae (Ordo: Araneae) that were preserved in different conditions were examined. Effect of spider
body size, different alcohol values and DNA isolation methods on DNA sequencing were investigated. Genomic
DNA isolations were performed by using 15 years old samples and two different genic regions (COI and ITS)
were amplified with PCR and sequenced. Preservations conditions were detected to effect DNA quality and
sequencing while body size of samples and DNA concentrations were not correlated with sequencing.
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1. Giris temel alinarak simiflandirilmaktadirlar. Bu
Oriimcekler, karada her tiirlii nedenle oriimcekler temel morfolojilerinin
habitatta yasayabilen hayvanlar olarak bozulmasini engelleyici sekilde
bilinirler. Bugline kadar tanimi yapilmis saklanmaktadir. Hayvanlarin yapilarinin

116 oriimeek familyasina ait 4089 cins ve
47494 tir bulunmaktadir (World Spider
Catalog, 2018). Ulkemizde tespit edilmis

52 familya, 339 cins ve 1117

tir

tanimlanmistir (Demir ve Seyyar, 2017).

Oriimceklerin  teshis ve

tanimlamalari

yapilirken Ozellikle morfolojik 6zellikleri
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bozulmadan saklanmasinda yillarca pek
cok kimyasal kullanilmigtir. Giiniimiizde
Arthropodlarin ~ saklanmasinda  etanol
kullanilmaktadir. Etil alkol hidrolitik ve
aksidatif  etkilerinden = dolay1 DNA
koruyucu etkiye sahiptir (Vink ve ark.,,

2005). Oriimcekler %70 etil alkolde veya
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etilen-glikol karisiminda oda sicakliginda
bekletildiginde DNA yapisinin bozuldugu
belirlenmistir (A’Haea ve ark., 1998).
Alkolde
hayvanlarin DNA’ larmin kaliteli
sekilde elde daha
asamalarda da (PCR ve

edilen

bir

muhafaza
edilmesi sonraki
sekanslama)
verimli {riinler elde edilmesine yardimci
olacaktir. Bu baglamda son yillarda
oriimcekler {izerine yapilan DNA barkot
calismalar1 6n plana c¢ikmis ve iilkeler
kendi sinirlart igerisinde belirleyebildikleri
canlilarin DNA veri bankalarini
olusturmaya baglamiglardir. DNA barkot
veriler ile

birlikte

caligmalarinda  morfolojik

molekiiler verilerin
degerlendirilmesi biyocesitlilik
arastirmalarinda daha
vermektedir (Dayrat, 2005; Will ve ark.,
2005; Goldstein ve DeSalle, 2011; Téanzler
ve ark., 2012).

Bu

saglikli sonuglar

calismada, oriimceklerin

miizede muhafaza edilen ve yeni toplanan

Orneklerinden DNA  izole edilmesi,

konsantrasyon degerlerine bakilmas1 ve
DNA barkotlama yapilabilmesi {izerine
arastirma yapilmistir. Oriimcekler iizerine

heniiz iilkemizde pek fazla DNA

barkotlama c¢aligsmast bulunmamakta, var

olan miize materyallerinin

degerlendirilmesi ve her gegen giin

toplanan Orneklerin uygun kosullarda

saklanarak sonraki donemlerde kaliteli

DNA celde edilebilmesi arastirilmistir.
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Hedefimiz yillardir toplanan ve miizelerde

muhafaza edilen (2002-2017)
oriimceklerden basarili DNA elde etmek ve

barkot kiitiiphaneleri olusturulmasina katki

saglamaktir.

2. Materyal ve Metot

Bu g¢alisma ile  Gaziantep,
Adiyaman, Sinop, Samsun,

Kahramanmaras, Corum, Elazig, Tokat,
Yozgat ve Ordu illerinden 2002-2017
yillarinda yakalanan %70 -96 etil alkolde
tutulan veya -20 °C de muhafaza edilen,
Lycosidae ve Thomisidae familyalarina ait
oriimcek ornekleri arastirilmistir.
Oriimcekler, aspiratdr, atrap, ¢ukur tuzak
ve elle toplama  yontemleri ile
yakalanmistir. Bu yontemlerden aspirator
ile tas alti, kaya iistili, yaprak yiizeyi, ag
iizeri, ot kiimeleri gibi yerlerden hareket
eden veya sabit duran Oriimcekler
yakalanmistir. Atrap ile tarim alanlarindan,
otlaklardan ve bitkilerin iizerinden 6rnek
toplanmistir. Ornekler % 70- 96 lik etil
ortaminda  laboratuvara  getirilmistir.
Orneklerden DNA izolasyonu, PCR ve
sekanslama islemleri yapilmistir. DNA

barkot .kiitiiphaneleri olusturulmasinda
oncelikle Orneklerden kaliteli DNA izole

edilmesi gerekmektedir.

2.1. DNA izolasyonu
Miize de muhafaza edilen eski

ornekler (2002-2012) ile yeni toplanmis ve
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buzdolabinda muhafaza edilen

(2015-2017)

yeni
orneklerden viicut

bulundurularak

edildi. 358

biiyiikliikleri
genomik  DNA

g6zonlinde
izole
ortimcekten ergin ve yavru olduguna
bakilmaksizin, kii¢iik viicutlu érnekler i¢in
2-4 adet bacak, biiyiik viicutlu 6érneklerde 2
adet bacak koparilarak kit yardimi ile
DNA izolasyonlar1 yapilmistir (Qiagen
DNeasy Blood&Tissue Kit ). Elde edilen
DNA'’lar spektrofotometrik analiz ile kalite
ve konsantrasyonlari Ol¢iilmiistiir.
Orneklerden 1,5 ul alinarak Nano Drop
spektrofotometre ile ol¢iildii.

2.2. PCR Cahismalan

Gen amplifikasyonu kisa siirede ve
dogru olarak gergeklestirilmesi agisindan
hedef DNA’nin

laboratuvar ortaminda

cogaltilmast  esasmna  dayanmaktadir.

Amplifikasyonun verimli olmasi igin
DNA’nin saf olarak elde edilmis olmasi
gerekmektedir.
Calismada DNA  konsantrasyon
degerleri belirlenen 6rnekler daha sonra
PCR c¢aligmalarina tabi tutulmus ve jel
gorlintiileri  almmistir.  Bu  amagla
omurgasiz hayvanlarda mitokondrial bir
gen bolgesi olan COI (Sitokrom C oksidaz
I) ve niikleer gen bolgesi olan ITS (internal
transcribed spacer) kullanilmistir. Calisma
kapsaminda hayvanlarda standart barkot
geni olarak kabul edilen Sitokrom C
oksidase I (COI) (658bp) gen bolgesi i¢in
LCO1490 (1. 5~

uygun  primerler
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GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
-3' ) (Folmer et al., 1994) ve Keliser
(G: 5 -
GGATGGCCAAAAAATCAAAATAAA
TG-3") (Barrett and Hebert, 2005) ve ITS

Reverse 2

gen bolgesi icin  uygun primerler
CASI18sF1: 5'-
TACACACCGCCCTCGCTACTA -3 ' ve
CAS28sBld: 5'-

TTCTTTTCCTCCGCTTATTTATATGC

TTAA -3' (Jietal, 2013) kullanilarak PCR
gergeklestirildi. PCR kosullar1 ve dongi
Cizelge 1 Cizelge 2°de

sayilari ve

verilmistir.

Cizelge 1. PCR dongiileri

COI/ITS COIITS |

Denatiirasyo 95 OC’de /o4 OC’de 5 dakika / 4dakika
52 ZC’de 194 °Cde ggs:a“niiy;e/ 30saniye
95 C’de
Dongii 7 OC’de /62 OC’de :b?;(;niye dakika /
! OC’de -/ 1dakika
Sonlanma 7 OC’de /72 OC’de 10 dakika / 4dakika
Dongii sayis1 | 35/30
Ayrica PCR iiriinlerinin
gozlemlenebilmesi i¢in, orneklere

%1,5’luk agaroz jelde 1X TBE tamponu
icerisinde elektroforez islemi uygulandi.
Her bir kuyucuga 4 pl per triind, 2 pl
yikleme tamponu olmak iizere 6 pl {iriin
konularak 100 voltta 60 dk yiiriitiildi ve
uv altinda

151k DNA fragmentleri

gozlendi.
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Cizelge 2. COI ve ITS1 genlerinin ¢ogaltilmasi igin
hazirlanan reaksiyon igerigi

Reaksiyon Icerigi Miktar
ddH,0 15.8 pl
10X Taq Buffer (KCI) 2.5l
dNTP mix 0.5 pl
2.5 mM MgCl, 2l
10 pmol ileri Primer 1pl
10 pmol Geri Primer 1l
5U/1ul Taq Polimeraz 0.12 pl
Genomik DNA 2l
Toplam Hacim: 25 ul

3. Sonuclar ve Tartisma
Calisma  ile Lycosidae  ve

Thomisidae ~ familyasina  ait  farkli

ortamlarda muhafaza edilen Oriimcek
orneklerinin DNA konsantrasyonlarinin
DNA barkotlamadaki etkileri
aragtirtlmistir. Ayrica gerek miizede 2002-
2012 yillar1 arasinda oda sicakliginda
saklanan oOriimcekler gerekse 2012-2017
yillar1 arasinda buzdolabinda muhafaza
edilen orneklerden de viicut biiyiikliikleri

dikkate almarak DNA izolasyonlari

"M ALl ALD A3 AL4 ALS AL6 ALT ALS AL ALIO ALL

—— ity

gergeklestirilmistir. Toplamda 358 oOrnek
degerlendirilmistir. Taze ornekler olarak

2012-2017
elde

arasidaki

DNA

nitelendirdigimiz

Oorneklerden edilen

konsantrasyon degerleri kaliteli ¢ikmus,
verimli PCR iiriinleri elde edilmis ve

elektroforez  goriintiileri  olduk¢a net

gozlemlenmistir (Sekil 1). Ayrica PCR
irlinleri sekanslama islemine tabi tutuldu

(Sanger dizileme) ve 187 Ornegin

sekanslarinin kaliteli oldugu belirlenirken

171 oOrnege ait sekans verilerinin

filogenetik  calismalarda  kullanilmaya
Sekans

DNA

uygun olmadigr belirlenmistir.

dizilerine  bakildig zaman
konsantrasyonlar1 diisiik, PCR f{irlinlerinin
verimli olmayan ve jel goriintiilerinde
gozlemlenemeyen ornekler
(Sekil  2).

ortimcek DNA’ lar1 2012 yilindan 6nceki

oldugu
belirlendi Bu  durumdaki
doneme ait yani 2002-2012 yillarina ait

ornekler oldugu belirlenmistir.

Sekil 1. 2012-2017 yillar1 arasindaki A:Lycosidae (Alopecosa sp.) Orneklerine ait COI gen bolgesi; B:
Thomisidae orneklerinin COI ve ITS1 gen bolgesi, PCR iiriinleri Elektroforez goriintiisii.
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Sekil 2. 2002-2012 yillar1 arasindaki Thomisidae
ornekleri ITS gen bolgesi, PCR iiriinleri Elekroforez
goruntiisi.

DNA barkot calismalarinda
sekanslarin net okunabilir olmasi sonraki
calismalar  agisindan  Onemlidir.  Bu
calismadaki kaliteli sekanslara bakildiginda
bu 6rneklerin yeni ve morfolojilerinin kii¢lik
(1-3 mm) veya biiylik (3mm den biiyiik)
olmasiyla iligkili olmadig1 belirlenmistir.
Miize ornekleri iizerinde 6rnegin yasi
ve DNA barkotlama {iizerine etkisinin
arastirildigt bazi calismalarda (Zuccon ve
ark.., 2012; Anderson ve Mills, 2012)
orneklerin yast ve DNA konsantrasyonlari
bir

arasinda dogrudan

uyum
belirlenememistir.

Bu calisma ile 5 yili askin bir
zamandir miizelerde oda sicakliginda %70

etil alkolde muhafaza edilen 6rneklerin hem

DNA konsantrasyonlar1 hemde sekans
tiriinleri  DNA barkot c¢aligmalar1 igin
yetersiz  bulunmustur.  Olgiilen DNA
konsantrasyonlar1 salt sonuglar belirteg

degildir. Bu 6rneklerde elde edilen sekanslar
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kisa baz uzunlugunda (150-300bp) olup
orneklerin tanimlanmasinda kullanilamazlar.
Calisma kapsaminda belirlenen COI gen
bolgesi icin 600-700 bp ve ITS icin 750-
1000bp lik basarili sekans {irtinleri, tiirler
tizerinde yapilan DNA barkot ¢alismalarinda
daha net sonuclar vermistir ve bu sonuclar
Genbank’a gonderilmistir. Kirik elde
edilmis DNA ve sonucunda kisa uzunluktaki
sekanslamalar DNA barkot calismalar1 i¢in
kullanilamamuslardir. ile

orumceklerin %96 etil alkolde ve -20 °C de

Arastirma

saklanmas1 gerektigi belirlenmistir. Ayrica,
morfolojik tiir tanimlamalarinda tamamen
devre dis1 birakilan yavru bireyler, DNA
bazli calismalar ile tanimlanabildigi igin
saklama

kosullarinin ~ ayarlanabilmesi

molekiiler calismalardaki basariy1

arttiracaktir. Ulkemizde ¢ok fazla sayida
miizelerde ve oda sicaklifinda Orneklerin
muhafaza edildigi diisiiniiliirse bu 6rneklerin
vakit  kaybedilmeden = DNA  barkot
calismalarmin yapilmas: Tiirkiye Oriimcek
envanterinin ve DNA veri bankasinin
olusumu agisindan énemlidir.

Tesekkiir

Bu calisma, Gaziantep Universitesi,
Birimi,

Bilimsel  Arastirma

FEF.YLT.17.09

Projeleri

nolu proje tarafindan

desteklenmistir.
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