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Bu calismanin amaci Trakya ve Karadeniz’ de yayilis gosteren Mus tiirlerini ve bu
tirlerin farkli populasyonlar: arasindaki genetik farklilasmayr RAPD-PCR analizi ile
ortaya koymaktir. Tiirkiye’nin farkli 16 lokasyonundan toplam 90 o6rnekle c¢alisildi.
Calisilan 64 primer i¢inde 1yi sonug¢ vermis olan 18 primer ile 230 polimorfik bant elde
edildi. Mus tiirleri i¢cinde; Mus domesticus i¢in 7, Mus macedonicus i¢in 8 ve Mus cinsi
icin de 3 spesifik RAPD belirtegleri belirlendi. Caligilan 6rnekler arasinda tiir teshisi
yapilmamis Mus Orneklerinin RAPD-PCR analiziyle hangi tiire ait oldugu belirlendi.
Calisilan 6rnekler arasindaki genetik iliskileri gostermek icin Nei’ nin genetik mesafe
ve genetik benzerlik hesaplamalar1 kullanildi. Hesaplamalar POPGENE programiyla
yapilmistir. Alt populasyonlar arasindaki genetik farklilagsmanin nisbi biiyiikliigii (GST)
degeri; Mus macedonicus populasyonlar1 i¢in 0.7655 iken, Mus domesticus
populasyonlari i¢in 0.6450 oldugu belirlenmistir. Genetik mesafe degerleriyle
olusturulan UPGMA dendogrami Mus drneklerini 2 gruba ayirmistir. Bu gruplardan biri
Mus macedonicus digeri ise Mus domesticus orneklerini i¢cermektedir. Sonug¢ olarak
Mus cinsini dis gruplardan ve Mus tiirlerini birbirinden ayiran tanimlayict RAPD

bantlar1 elde edildi.

Temmuz 2011, 94 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

RAPD-PCR ANALYSIS OF THE GENUS Mus (Linnaeus, 1758)
(Mammalia: Rodentia) IN THRACE AND BLACK SEA REGION

Serra ANGIN

Ankara University
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Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Reyhan COLAK

The aim of this study is to expose genetic differentiation between Mus species and
different population of these which are distributed in Thrace and and Black Sea, using
RAPD-PCR analysis. 90 samples were studied from 16 locations in Turkey. The studied
18 RAPD marker out of 64 give consistent results and yielded 230 polymorphic bands.
Within Mus species; 7 for Mus domesticus, 8 for Mus macedonicus and 3 for Mus genus
were diagnostic RAPD primers. Among the studied samples unidentified Mus samples
were determined to belong to which species by RAPD-PCR analyse. In order to show
the genetic relation between the studied samples, genetic distance and similarity
calculations of Nei were used. These calculations were done by using POPGENE
software program. The relative magnitude of genetic differentiation between sub-
populations (GST) value; 0.7655 for Mus macedonicus populations and 0.6450 for Mus
domesticus populations were determinated. The UPGMA dendrogram constructed based
on genetic distance data was separated into two groups for Mus samples. First group
included Mus macedonicus and second group included Mus domesticus samples. In
conclusion, diagnostic RAPD bands were obtained separating Mus genus from out

groups and Mus species with each other.

July 2011, 94 pages
Key Words: RAPD-PCR, Mus, genetic differentiation, Turkey
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1. GIRIS

Tirkiye’de yasayan en ¢ok memeli tiirline sahip ordo Rodentia ordusudur. Rodentia
ordosu toplam 67 tiire sahiptir (Colak vd. 2006). Rodentia ordosunun Tirkiye’de 9
familyast mevcuttur (Colak vd. 2006). Mus cinsi en ¢ok tlire sahip olan Muridae
familyasi i¢inde yer almaktadir (Wilson ve Reeder 2005, Colak vd. 2006). Yapilan
caligmalarda Tiirkiye’de Mus cinsine ait Mus domesticus ve Mus macedonicus’un
yayilis gostedigi ortaya konmustur (Krystufek ve Macholan 1998, Wilson ve Reeder
2005, Colak vd. 2006). Baz1 arastiricilar Mus musculus domesticus, bazilart da M.

domesticus’u kullanmaktadirlar. Bu calismada M. domesticus kullanilmistir.

Morfolojik, karyolojik, biyokimyasal ve DNA bazli gerek Avrupa’da gerekse
Tiirkiye’de Mus cinsi iizerinde taksonomik ve filogenetik bir¢ok calisma yapilmistir.
Avrupa’da yapilan ¢alismalar sonucunda Avrupa’da Mus cinsine ait 5 tiir (Mus spretus,
Mus spicilegus, Mus macedonicus, Mus musculus, M. domesticus) kaydedilmistir
(Ellerman 1948, Thaler vd. 1980, 1981, Macholan ve Zima 1994, Wilson ve Reeder
2005).

Petrov ve Ruzic (1983), M. macedonicus’n Yugoslavya’da Mus hortulanus’un bir
alttiiri olarak tanimlamislar daha sonraki ¢alismalarinda (1985) ise tiir seviyesinde ele
almiglardir. Bonhomme (1986), M. macedonicus u yakin zamana kadar sibling bir tiir
olan M. spicilegus Petenyi (1882) ile aym takson igerisinde degerlendirilmekteydi.

Tiirlin tam olarak taksonomik yeri daha sonraki ¢aligmalarla belirlenmistir.

M. macedonicus cografik olarak bugiin, Yugoslavya, Yunanistan, Bulgaristan, Tiirkiye,
fran, Israil, Giircistan ve Kibris’ ta yayilis gdstermektedir (Ivanitskaya vd. 1996, Orth
vd. 2002). M. macedonicus bazen yanlislikla M. spretoides Petrov ve Ruzic (1983) veya
Mus abbotti Waterhouse (1837) olarak ele alinmaktadir (Auffray vd. 1990b). Oysa tip
yeri Trabzon olan ve British Museum’ da saklanan M. abbotti tip 6rnegi, muhtemelen
yavru bir M. m. domesticus’a aittir (Boursot vd. 1993). M. m. domesticus’a ait fosil
kayitlar bu alttiiriin Orta Dogu’dan Bat1 Avrupa’ya gectigini gostermektedir (Auffray
vd. 1990a). Giinlimiizde ise bu alttiir, Bat1 Avrupa, Kuzey Afrika ve Yakin Dogu’da



yayilig gosterir (Boursot vd. 1993). Molekiiler calismalardan elde edilen bulgulara gore,
M. m. domesticus’un (ayn1 zamanda M. domesticus olarak da bilinir) orijin merkezinin
Irak civarinda oldugu sanilmaktadir (Auffray vd. 1990a, Boursot vd. 1996, Din vd.
1996, Prager vd. 1998).

Mus cinsi lizerine Tiirkiye’de yapilan ilk caligmalar 1940’lara dayanir. Schwarz ve
Schwarz (1943) ve Ellerman ve Morrison-Scott (1951) M. musculus Linnaeus (1758)
tiirliniin Tiirkiye’de yayilis gosterdigini kaydetmisler ve bu tiiriin diinyada 15 alttiire
sahip oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilara gore bu alttiirlerden 6 tanesi; Mus
musculus musculus L. (1758), Mus musculus domesticus Rutty (1772), Mus musculus
praetextus Brants (1827), Mus musculus brevirostris Waterhouse (1837), Mus musculus
wagneri Eversmann (1848), Mus musculus spicilegus Petenyi (1882), Tiirkiye’ye komsu
iilkelerde yayilis gostermektedir. Waterhouse (1837) Trabzon’da M. abbotti’yi
tanimlamistir (Auffray vd. 1990b). Schwarz ve Schwarz (1943) M. abbotti’yi sinonim
yaparak bunun yerine M. m. brevirostris alttiiriiniin gegerli oldugunu kaydetmistir.
Vinogradov ve Argyropulo (1941) 6rnek kaydi vermeksizin M. abbotti’nin Tiirkiye’de
yayilis gosterdigini kaydetmislerdir.

Hoogstraal (1959) ve Stainer ve Vaug (1966) calismalarinda morfolojik o6zellikleri
kullanarak Tirkiye’de M. musculus’un yayilis gosterdigini belirtmislerdir. Mursaloglu
(1978) 1se Tirkiye’de, M. musculus’un yayilis gosterdigini belirterek bu tiiriin
Tiirkiye’deki yayilis alanmi igerisinde, M. m. domesticus, M. m. praetextus, M. m.
vignaudi, M. m. wagneri ve M. m. brevirostris alttlirleri ile temsil edildigini
kaydetmistir. Yukarida verilen M. musculus’un alttiirlerinin  Tiirkiye’de yayilis
gosterdigi seklindeki taksonomik diisiinceden vazgecilerek bunun yerine Tiirkiye’de iki
tiriin, M. domesticus ve M. macedonicus’un yayilis gosterdigi ortaya konmustur.
Morfolojik temelli ¢alismalardan; Harrison ve Bates (1991) ve Musser ve Carleton
(1993) M. macedonicus’un yayilis alami igerisinde Tiirkiye’nin de bulundugunu
belirtmislerdir. Daha kapsamli bir ¢alismada Krystufek ve Macholan (1998) Orta
Anadolu’dan M. macedonicus kaydi vermisglerdir. Colak vd. (2006) morfolojik verilere
dayanarak Tiirkiye’de M. domesticus ile M. macedonicus’un yayilis gosterdigini ortaya

koymuslar ve iki tiirii ayirt edici morfolojik 6zelliklerini tanimlamislardir.



Mus cinsi tiirlerinden M. domesticus ait standart karyotip (2n=40) disinda ¢ok sayida
Robertsoniyan (Rb) metasentrik populasyonunun varligir ortaya konmustur. Yapilan
karyolojik calismalar sonucunda, M. m. domesticus alttiirtiniin 2n=40 kromozoma sahip
oldugunu belirtmisler ve bu karyotipe sahip bireyleri ‘standart karyotipli irklar’ olarak
adlandirmislardir (Searle 1993). Buna karsin M. m. domesticus’ta sasirtic1 degisiklikler
rapor edilmistir. Rb metasentrik kromozomlar1 yaban tip M. m. domesticus’da
kesfedilmistir (Gropp vd. 1969). Bugiine kadar bu alttiir icerisinde 97 farkli Rb
metasentrik kromozom kaydedilmistir (Pialek vd. 2005).

Ivamitskaya vd. (1996), Israil’de yapmis oldugu kromozomal galismada 2 tip X ve 2 tip
Y kromozomu tespit etmislerdir. 1. tip X kromozomunun M. m. domesticus, M. m.
bactrianus, M. m. castaneus, M. caroli, M. spicilegus ve M. macedonicus igin
karakteristik oldugu tespit edilmistir. 2. tip X kromozomu ise yaygin olarak M. m.
musculus, M. m. raddei ve M. m. sergii’de bulunmustur (Dev vd. 1975, Bulatova vd.
1991). Tanimlanan 2 tip Y kromozomu alt grup siniflamasi i¢in kromozomal yapilar
olarak hizmet etmistir. 1. tip biliylik Y kromozomu, 2. tipin ise kii¢iik Y kromozomu
oldugu saptanmistir. Kii¢iik Y kromozomlaria sahip grubun yabani tiirlerden olustugu

ve M. macedonicus’un kii¢iik Y kromozomuna sahip bir tiir oldugu belirlenmistir.

Molekiiler diizeydeki allozim ¢alismalarinda; Bonhomme vd. (1983) Avrupa’daki M.
m. domesticus i¢in karbonik anhidraz enziminin ayirt edici lokus oldugunu, Thaler vd.
(1981) ve Mezhzherin vd. (1998) Avrupa’daki M. domesticus ve Katkasya’da bulunan
M. musculus igin izositrat dehidrogenaz (Idh-1) lokusunun ayirt edici 6zelligini

saptamiglardir.

Gozcelioglu vd. (2005), Tiirkiye’de Bolu ve ¢evresindeki illerde M. domesticus ve M.
macedonicus bireyleri iizerine yaptiklar: ¢alismada her iki tiirii morfolojik, morfometrik,

karyolojik ve Idh-1 enzim sistemi 6zellikleri yoniinden birbirlerinden ayirt etmislerdir.

Giindiiz vd. (2000b), Iran ve Tiirkiye’nin (Samsun ve Kayseri) farkli lokalitelerinden
topladiklar1 Mus Orneklerini kuyruk uzunlugu 71 mm’den biiyiikk Ornekleri M. m.

domesticus, 71 mm’den kii¢lik 6rnekleri ise M. macedonicus olarak ele almislar ve bu



ornekler {iizerinde mitokondrial D-loop sekansi analizi yapmuslardir. Arastiricilar
yaptiklar1 sekans analizleri sonucunda; kuyruk uzunlugunun tiirleri birbirinden ayirt
ettigini, kuyruk uzunlugu 71 mm’nin altinda olanlarin mtDNA analiz sonucuna gore de
M. macedonicus, 71 mm’nin iizerinde olanlarin da mtDNA analiz sonuglarina gore M.
m. domesticus oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica D-loop sekans analiz sonucuna
gore M. macedonicus’un monotipik bir tiir oldugunu gdstermislerdir. Sonraki yillarda
Orth vd. (2002), mitokondrial D-loop sekansi arastirmalarinda Bulgaristan, Yunanistan,
Makedonya, Giircistan, iran, Tiirkiye ve Israil’ de yayilis gosteren M. macedonicus
ornekleri ile yaptiklar1 calismada bu tiiriin politipik oldugunu tespit etmislerdir.
Arastiricilar; Bulgaristan, Yunanistan, Makedonya, Giircistan, Iran ve Tiirkiye’deki M.
macedonicus bireylerini klad A, Israil’ dekileri ise klad B olarak ifade etmislerdir.
Aragtiricilar Klad A bireyleri i¢in “Mus macedonicus macedonicus”, Klad B bireyleri

icin “Mus macedonicus spretoides” olarak isimlendirmeyi 6nermislerdir.

Giindiiz vd. (2005) M. m. domesticus un kolonizasyon tarihi hakkinda yeni bir bakis
acis1 saglamak i¢in yapmis olduklar1 bir calismada, Tiirkiye’nin 45 farkli
lokasyonundan toplam 92 6rnekle calismislardir. mtDNA analizi ile Tiirkiye’nin farkl
bolgelerinden 51 yeni, toplam 54 tane M. m. domesticus haplotipi elde etmislerdir. Bu
sonug, bu taksona ait bireylerin yliksek niikleotid gesitliliginin oldugunu gostermistir.
Anadolu’nun giineyi hari¢ tiim Tiirkiye’de Temel Tiirkiye Kladi adin1 verdikleri, zayif
genetik yapiya sahip M. m. domesticus bireyleri tanimlamiglardir. Yiksek haplotip
cesitliliginin zayif genetik yapiya isaret ettigini, bu zayif genetik yapinin da Tiirkiye’nin
orijin yerine (Irak) yakimlg ile iligkili oldugunu ve “Ana Tirk Kladi” nin bati

yoniindeki kolonizasyonlar1 i¢in Tiirkiye’nin kaynak alan oldugunu ileri siirmiiglerdir.

Spiridonova vd. (2008a) tarafindan Rusya’da yapilmis olan c¢alismada, Mus
musculus’un 6 alttiri: M. m. musculus, M. m. domesticus, M. m. castaneus, M. m.
gansuensis, M. m. wagneri, M. m. bactrianus arasindaki genetik farklilik RAPD-PCR
analizi ile incelenmis ve taksonlarin spesifik molekiiler belirtecleri saptanmis ve

alttlirler aras1 genetik farklilik seviyeleri degerlendirilmistir.



Spiridonova vd. (2008b) Rusya’da 10 farkli lokaliteden topladiklar: alttiirlerin; cografik
dagilimlari, genetik ¢esitliligi, genetik farkliligi ve akrabalik iliskilerini RAPD
belirtegleri kullanilarak analiz etmislerdir. incelenen tiim orneklerde yiiksek oranda

benzerlik goriilmiis, ayn1 zamanda populasyona 6zgii olan fragmentler de belirlenmistir.

Yukarida verilen literatiir 6zetinden Mus cinsine ait Tiirkiye’de iki tiiriin; M. domesticus
ve M. macedonicus’un yayilis gosterdigi anlasilmaktadir. Tiirkiye zoocografik olarak {i¢
kitanin arasinda gecis bolgesinde yer almaktadir. Ayrica ¢ok sayida farkli cografik
bariyere (sira daglar, akarsular ve bogazlar) sahiptir. Bu 6zellikler Tiirkiye’ye ¢ok farkli
iklimsel c¢esitliligi kazandirmistir. Bu dogal olusumlar disinda ¢ok sayida insan kaynakli
olusum da Tirkiye’nin dogal yapisini etkilemektedir. Biitlin bu olusumlar habitat
parcalanmas1 ve habitat kaybina neden olmaktadir. Habitat par¢alanmasi ve habitat
kaybt hayvan ve bitki tiirlerini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu ydnde
populasyonlarin genetik cesitliliklerinin ortaya konmasi koruma biyolojisi bakimindan
onem tasimaktadir. M. domesticus ve M. macedonicus biitiin Tirkiye’de yayilis
gostermektedir. Calisma alan1 olarak secilen Karadeniz bolgesi ve Trakya’daki M.
domesticus ve M. macedonicus’lar da yukarida belirtilen faktorler tarafindan
etkilenmektedirler. Bugiline kadar yapilan ¢alismalarda bu faktorlerin bu iki tiirii nasil

etkiledigi kapsamli bir ¢aligma ile ortaya konmamagtir.

Bu calismanin amaci Trakya ve Karadeniz bolgesinde yayilis gosteren Mus tiirlerini ve
bu tiirlerin farkli populasyonlari arasindaki genetik farklilagmayr RAPD-PCR analizi ile
ortaya koymaktir. Ayrica Istanbul ve Canakkale bogazlarinin Mus cinsine ait tiirlerin
Anadolu ve Trakya populasyonlari arasinda cografik bir bariyer olusturup
olusturmadigi, Karadeniz ve Marmara bdlgesinin populasyonlar lizerinde iklimsel ve

topografik etkisinin ortaya konmasi ¢alismanin baska bir amacini olusturmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Regnum: Animalia
Classis: Mammalia
Subclassis: Eutheria
Ordo: Rodentia
Familia: Muridae

Genus: Mus

2.1 Rodentia

Rodentia ordosu 29 familya, 400’ agkin cins ve 2800’iin iizerinde tiiriiyle memeli
siifinin en biiyiik takimidir (Ognev 1947, Wilson ve Reeder 2005). Antartika,
Kutuplar, Yeni Zelanda ve birka¢ okyanus takimadasi disinda tiim karalara yayilmis
olarak bulunurlar. Bu hayvanlar kara, agag, toprak alt1 ve yar1 sucul olarak ¢ok farkli
habitatlarda yayilis gosterirler. Diger takimlardan kolayca ayrilabilen kemiricilerin
kendi iglerinde filogenetik durumlar1 bircok yonden net degildir. Cigneme kaslar1 ve
kafa yapilar1 kemiricileri siniflandirmak i¢in énemli kriterlerdir. Her bir grup kafatasi
yapist ve ¢enenin kafatasi ile yapmis oldugu baglantiyla birbirinden ayrilir. Rodentia
takimimi digerlerinden ayiran en 6nemli diagnostik karakter kopek disleri ve 6n azi
dislerinin kaybolmas1 ile olusan diastema boslugudur. Diastema boslugu st kesici
dislerle az1 disler arasinda bulunur ve besinleri toplamak ic¢in kullanilir. Her iki ¢enenin
Oniinde, tiim kemiricilerin ortak 6zelligi olan ikiser adet kesici dis bulunur. Bu disler
kokstlizdiir ve stirekli biiytirler. Kesici dislerin kirilmasi: halinde yerlerine yenileri
olusmaz ve karsilarindakiler siirekli biiyliyerek hayvanin oliimiine neden olur (Ognev

1947).

Bir¢cogunda iist dudagin yarik olmasi agiz tavaninin gelismesinin erken evrede durmasi
sonucu ortaya ¢ikmis eksik bir yapidir. Bu yapr kemirme olayinda ¢ok gerekli ve
kullanighidir. Her ¢esit kosulda yasayan ve yeni kosullara en kisa siirede uyum saglayan

hayvanlardir (Kuru 1999).



Bazi tiirlerde besinin toplanmasina yarayan yanak keseleri vardir. Mideleri basit,
korbagirsaklart uzundur. Kuyruklari cogunlukla uzun, baz tiirlerde pullarla ortiiliidiir.
Toprak altinda tiineller kazarak yasayan tiirlerde tirnaklar 1yi gelismistir. Gozler yasam
bicimine bagli olarak farkli biiylikliikte olabilir. Toprak altinda yasayanlarda gozler
kiigiilmiis hatta bazi tiirlerde korelerek deri altinda kalmistir. Gececil olanlarda ise
oldukca biliyliktlir. Gozler basin yan taraflarinda yer aldiklarindan hem 6nii hem de
arkay1 ayn1 anda gorebilirler. Suda yasayanlarda gozler basin iist kismindadir. Kulaklar
da yasam bigimine gore degisik sekiller gdsterir. Ornegin, toprak altinda ve suda
yasayanlarda olduk¢a kiiclilmiistiir. Kemiriciler genellikle herbivor ya da
omnivordurlar. Cok iyi kosar, sicrar, tirmanir ve yiizerler. Ureme kapasiteleri ¢ok
yiiksektir. Gebelik siireleri 16—-170 giin arasinda degisir. Cogunlukla yilda birka¢ defa
dogururlar ve her dogumda 1-18 yavru yaparlar (Kuru 1999).

Kemiriciler insanlarin besinlerine, kagittan, tahtadan, deriden veya kumastan yapilmis
malzemelere ve esyalara keskin disleriyle kemirerek zarar vermeleri ve bazi hastaliklar

bulastirmalar agisindan ¢ok dnemlidirler (Buckie ve Smith 1994, Nowak 1999).

2.2 Muridae

Fosil kayitlar, Mus cinsinin ait oldugu Muridae familyasinin bilinen en eski ve en ilkel
fosili olan Anthemusun yaklasik 14 milyon yil 6nce, Orta Miyosen devrinde Hint-

Pakistan bolgesinde ortaya ¢iktigini gdstermektedir (Boursot vd. 1993).

Muridae familyast giinlimiizde tanimlanan 301 cins ve 1336 tiirii ile memeliler ve
dolayisiyla kemiriciler i¢indeki en genis familyadir. Kutup bolgeleri, Bat1 Hindistan’in
bazi bolgeleri, Yeni Zelanda ve bazi Okyanus adalar1 disinda diinyanin tiim bolgelerinde
cok genis bir yayilisa sahiptirler. Familyanin orijinal olarak bulunmadigi bir¢ok bolgede
bile bu familyaya dahil tiirler insanlar aracilifiyla bu bolgelere ulasarak buralarda da

yasamlarini stirdiirebilmislerdir.

Killar1 kisa, yumusak ya da kalin ve serttir. Kuyruklar1 genellikle viicuttan daha uzun,
ciplak ve lzeri pullarla ortiiliidiir. Kulaklar1 genellikle uzundur. En dar yerlerden

gecerler. Cok farkli habitatlarda yasayabilirler. Toprak iizerinde, agaclarda ya da toprak



altinda yasayan tiirleri vardir. Tiinellerde ya da catlaklarda, kiitiikk ya da benzeri uygun
nesnelerin altinda, uygun aga¢ govdelerinde ya da kovuklarinda ve calilarda, toprakta ya
da agaclarda yaptiklar1 yuvalarda barimirlar. Giindiiz ya da gececil davranislar
gosterirler ve genellikle tiim y1l boyunca aktiftirler (Kuru 1999). Muridae familyasinin
bazi iiyeleri toplu halde yasarlar ve yiliksek derecede sosyallesebilmislerdir. Bunun
yaninda digerleri yalniz ya da ciftler halinde yagamaya egilimlidirler. Yilin sicak gegen
donemlerinde ciftlesirler. Disiler bir yil i¢inde genellikle ¢ok sayida yavrularlar. Diger
kemiricilerden farkli olarak kulak kepgeleri daha biiyiik, agiz-burun kisimlar1 daha sivri

ve gozleri daha biiyiiktiir. Dis formiilii 1.0.0.2-3/1.0.0.2-3=12-16dir (Demirsoy 1998).

Insanlar igin tehlikeli birgok hastalik bu familyadaki kemiricilerden insanlara tasinabilir.
Familyanin bazi tiirleri ekinlere, gen¢ agacglara ve insanlarin depoladiklar1 besinlere

zarar verirler (Buckie ve Smith 1994, Nowak 1999).

2.3 Mus Linnaeus, 1758

Mus cinsinin bilinen ilk tiirii olan Mus auchor yaklasik 5 milyon yil once, Miyosen
devri sonunda ortaya ¢ikmis ve diger pek ¢ok Muridae iiyesi gibi Hint Yarimadasi’ndan
koken alarak farkli lokalitelere dogru yayilmaya baslamistir. Dis morfolojisine gore M.
auchor sadece Mus altcinsinin degil tiim Mus cinsinin de atasi olabilir (Boursot vd.

1993).

Bu kiiciik kemiricilerin bag-beden uzunluklar1 genellikle 100 mm’nin altindadir.
Kiirkleri yumusak, sert veya yer yer dikenimsi yapida olabilir. Kafatasi narin ve oldukca
diizdiir. Rostrum genellikle kisadir. Timpanik bullalar genislememistir. Ust kesici
dislerde alt kesici dislerin hareketinden kaynaklanan, posterior marjine dogru uzanan
karakteristik bir subapikal ¢entik vardir. Dis formiilii: i: 1/1 ¢: 0/0 pm 0/0 m 3/3 =16’dir
(Harrison ve Bates 1991). Renkleri agik kahverenginden siyaha kadar degisir. Koku
alma ve isitme duyular1 ¢ok iyi gelismistir. Giliniimiizde bir¢ok kanser arastirmasi ve

gebelik testleri bu hayvanlarda yapilmaktir.

Giliniimiizde, yaklasik 30-40 tiir iceren Mus cinsi 4 altcins ile temsil edilmektedir.

Bunlar Mus, Pyromys, Coelomys ve Nannomys olup her bir altcins kendine 6zgii



morfolojik ve molekiiler 6zelliklere sahiptir. Bunlardan Mus altcinsi Asya ve Avrupa’da
9 tiir, Pyromys altcinsi Giiney ve Giineydogu Asya’da 5 tiir, Coelomys altcinsi Sumatra,
Srilanka, Giineydogu Asya ve Jawa’da 5 tiir, Nannomys altcinsi ise Afrika’da 19 tiir ile

temsil edilir (Wilson ve Reeder 2005).

Cizelge 2.1 Mus cinsinin evrim agact (Guenet ve Bonhomme 2003)
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Cizelge 2.1°de Asya tiirleri ( Mus cervicolor, Mus cookii ve Mus caroli ) 3 milyon yil
onceki ayrilmasi ve diger tarafta ev faresiyle bes farkli benzer tiiriin olusmasi olan
dallanmadir. 2 milyon yil 6nce, biri Hindistan’ dan olup (Mus famulus) yakinlarda
Mus 'un alt tiirii oldugu anlasilan ve digeri Tayland’dan (Mus fragilicauda) olup yakin
zamanlara kadar bilinmeyen iki benzer tiiriin ayrilmas1 goriilebilir. Agactaki sonraki
nod, yaklasik 1,5 milyon yil 6nce, morfolojik olarak ¢ok benzeyen kisa kuyruklu
Palearktik tiirlerin bulundugu noddur; Bati Akdenizin bilinen kisa kuyruklu tiirii M.
spretus, Merkez Avrupa’ da bulunan M. spicilegus; dogu Akdeniz’ de bulunan kisa
kuyruklu ve Kafkaslar’ in giineyinden Adriatik ve doguya kadar olan bdlgede bulunan
M. spretus ile benzer olan (akraba olup, iist liste gelmeyen cografi bolgede bulunan
ekolojik olarak ayni bolgelerde yasamaktadirlar) M. macedonicus. Son nod ise karmasik

M. musculus alt tiirlerini gostermektedir (Guenet ve Bonhomme 2003).

Lundrigan vd. (2002)’nin yapmis oldugu ¢alismada, 6 genin DNA sekansi kullanilarak

Mus cinsi i¢in bir filogeni olusturulmustur. Calismada genomun paternal, maternal,



biparental kalitilan bolgeleri temsil eden alt: gen kullanilmugtir. ilk olarak bu 6 gen ayr1
ayr1 analiz edilmis daha sonrasinda mitokondrial ve niiklear parsimoni analizi ve son
olarak da kombine verilerden olusan parsimoni analizi yapilmistir. Genomun g¢esitli
kisimlarin1 temsil eden oldukga biiyiik niikleotit dizilerine dayali oldugu icin, bu
calismada elde edilen filogenetik agacin bugiine kadar olan en iyi kombine Mus data
filogenisi oldugu ileri siiriilmiistiir. Ve bu filogeni allozim ve tek kopya niiklear DNA
gibi ¢esitli yontemlerle elde edilen 6nceki filogeniler ile de uyumludur. Yine de genler
arast bazi uyumsuzluklar goriilmiistiir; bunlar Mus altcinsindeki Asya taksonlari
arasindaki iliski, M. spretus’un yerlesimi ve Mus cinsinin alt cinsleri arasindaki
iligkilerdir. Arastiricilar, Asya kladi ve M. spretus’un durumu igin ellerinde yeterince
ornek olmasia ragmen stabil bir topoloji elde edilememesini bu kladlarin hizh
radyasyonuna baglamiglardir. Altcinsler i¢in ise bunlar1 temsil eden daha fazla 6rnegin

calisilmasinin gerekli oldugunu vurgulamislardir.

Mus altcinsi kromozomal olarak korunmustur ve yapilan kromozamal ¢alismalar
sonucunda bu altcins igerisindeki tiim bireylerin, 40 akrosentrik kromozoma sahip
oldugu saptanmistir. Yalnizca heterokromatin ve NOR bdlgelerinin miktart ve dagilimi
ile Y kromozomunun biiyiikliiglinde ¢ok kii¢lik varyasyonlar goriilmektedir (Winking
vd. 1980, Moriwaki 1986, Bulatova ve Kotenkova 1990, Suzuki vd. 1990, Bulatova vd.
1991, Matsuda vd. 1991).

Mus cinsinin dogal yayilis alan1 Avrupa, Afrika ve Asya kitalaridir. Bu cins igerisindeki
M. musculus ise diinyanin hemen hemen tamamina yayilmis halde bulunur (Boursot vd.
1993). Amerika ve Avustralya kitalarindaki Mus cinsi kolonilesmesinde insanlarin da

rolii bulunmaktadir (Guenet ve Bonhomme 2003).

Birgok arastiriciya gore Mus, gesitli calismalarla birbirinden ayrilmig ve aralarinda
tireme izolasyonu olan M. spretus, M. macedonicus, M. spicilegus, M. musculus ve M.
domesticus tiirlerini kapsamaktadir. Biyokimyasal ve karyolojik calismalar Akdeniz
bolgesinde 3 farkli tilirlin yayilis gosterdigini ortaya koymustur; M. spretus, M.
macedonicus ve M. spicilegus (Marshall ve Sage 1981, Marshall 1986, Sage 1981,
Orsini 1982, Bonhomme vd. 1983, Macholan ve Zima 1994).
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Hem morfometrik hem de biyokimyasal analizlerin sonuglari Israil’de 2 Mus tiiriiniin
varligini ispat etmistir; M. m. domesticus kommensal olan tiirii ve M. spretoides yabani
tiiriidiir, Akdeniz iklimi zonunda yasarlar (Auffray vd. 1990b). isim “spretoides” iken,
Harrison ve Bates (1991) Kuzey Israil M. spretoides formunu M. macedonicus olarak

adlandirdilar. Bu tiir kisa bir kuyruk ve genis 6n kisimli molar yapilara sahiptir.

Zararhh olarak kabul edilen Mus tiiri M. musculus’tur ve 3 alttiire sahiptir; M. m.
domesticus, M. m. bactrianus ve M. m. castaneus ( domesticus ve castaneus bazi

yerlerde tiir olarak da kabul edilmektedir) (Nowak 1999).

2.3.1 Mus macedonicus Petrov & Ruzic, 1982

Ev farelerinin yabani tiiriidiir. Yunanistan, Bulgaristan, Trakya, Ege Adalari, Anadolu,
Israil, Suriye, Kuzeybati Iran, Hazar Denizi’nin giiney kiyilarinda dagilim gosterir

(Ozkan 1995).

M. macedonicus ekilmis ve c¢alilik alanlarin hududunda, caddelerin ve evlerin
yakinlarinda yasar. Tiirkiye’de yayilis gostermektedir. Colak vd. (2002) Mus

macedonicus tirlerini Tiirkiye’deki ¢esitli lokalitelerde kaydetmistir.

Bu tiiriin sirt renklenmesi koyu kahverengiden hafif sarimsi ile soluk parlak
kahverengiye degisir, karinda daha parlak olur. Kiirk bogiirlere dogru daha parlaklasir.
Bogiirler arasindaki hudut ¢izgisi bellidir. Karin beyazimsi gri, lekesiz beyaz, sarimsi
beyaz ve kirmizimsi beyaz olabilir. Kulaklar i¢cten ve distan ufacik beyaz seyrek killarla
kaphdir. Kuyrugun dorsal yiizeyi koyu kahverengi iken ventral yilizeyi kismen parlak
renktedir. Pencgeler ciplaktir ve kahverengidir. Arka ve 6n ayaklar dorsal olarak beyaz

killarla kaplidir (Colak vd. 2006), (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 M. macedonicus 'un dorsal gériiniisii (Ozsu 2011)

2.3.2 Species: Mus domesticus Schwarz & Schwarz, 1943

M. domesticus tiirleri Akdeniz ve Orta Avrupa’da dagilim gosterir (Ozkan 1995).
Evlerde, bahcgelerde, ekili ve calilik alanlarda bulunurlar. Tiim Tiirkiye’de yayilis
gostermektedir. Bat1 faresi olarak ta bilinen bu tiir kommensal yasar ve tiim y1l evlerde
ve depolarda bulunur. Daha koyu gri renkli sirt kisimlar1 biraz daha agik renkli karin
kisimlarina tedrici bir sekilde gegis gosterirler. Kuyruklar1 oldukca kalindir. En tipik

ozellikleri kiif kokusuna sahip olmalaridir (Demirsoy 1998).

Bogiirler boyunca olan hudut ¢izgisi belli belirsizdir. Karin siyahimsi gri, kirmizimsi,
gri ve kirmizimsi gri renklerinde olabilir. Kulaklar icten ve distan ufacik koyu
kahverengi seyrek killarla ortiiliidiir. Kuyrugun dorsal kismi koyu renlidir ve ventral
kismi parlak renktedir. Pengeler ¢iplaktir ve koyu veya koyu kahverengi renktedir. Arka
ve On ayaklar dorsal olarak koyu renk killarla ortiilmiistiir (Colak vd. 2006), (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 M. domesticus un dorsal goriiniisii (Ozsu 2011)

2.3.3 Mus spretus Lataste,1883

Cezayir faresi (Algerian Mouse) olarak da bilinmektedir. En i1yi bilinen Bati Akdeniz
kisa kuyruklu faresidir. Cezayir, Fransa, Libya, Portekiz, Ispanya ve Tunus’ ta
bulunmaktadir. Dogal yasam ortamlari iliman otlaklar, tarim alanlari ve koy-¢iftlik
bahgeleridir (http://en.wikipedia.org/wiki/Mus_spretus). iki renkli kuyruk kisa, sirt
sarims1 kahverengi, karin kursuni veya beyaz renkte, ayaklar beyaz ve ayaklarin {ist

tarafi sarims1 kahverengidir. Kommensal bir tiirdiir (Ozkan 1995).

2.3.4. Mus spicilegus Petényi, 1882

Bozkir faresi (Mound-building Mouse ve Steppe Mouse) olarak da bilinir. Avusturya,
Bosna, Hirvatistan, Bulgaristan, Cek Cumhuriyeti, Macaristan, Makedonya, Romanya,

Slovakya ve Ukrayna’da bulunmaktadir (http://en.wikipedia.org/wiki/Mus-spicilegus).
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Iki renkli kuyruk kisa, sirt acik sarimsi, kahverengi, karin beyazimsi ve renk siniri
bellidir. Yabanidir. Tahil depolar. Karadeniz’in kuzeyinde ve Katkaslar’da dagilim
gostermektedir (Ozkan 1995).

2.3.5 Mus musculus Linnaeus, 1758

Mus cinsinin en son filogenetik dalini olusturan bu tiir, yaklagik 0.5 milyon yil 6nce ilk

olarak Hindistan’1in kuzeyinde ortaya ¢ikmistir (Boursot vd. 1993).

M. domesticus tiriine gore daha kahverengi, bazen kum renginden kirmizimsi
kahverengiye kadar degisir, karin kism1 daha agik renklidir. Yanlarindaki sirt-karin renk
farki belirgin olarak goriiliir. Kuyruk, bas+govdeden daha kisadir. Insanlarla birlikte
diinyanin her yerine yayilmislardir. Dogu faresi olarak ta bilinen bu tiir gecici
kommensaldir, yazin dogada serbest yasar, kisin binalara girer. Sicak olan giiney

sahillerimizde tiim y1l dogada kalabilir (Demirsoy 1998).

Omnivor olarak beslenirler. Cok iyi kosar, tirmanir, sigrar ve ylizebilir. Koku alma ve
isitme duyular1 ¢ok iyi gelismistir. Iki-ii¢c ayda hatta daha erken eseysel olgunluga
erisir. Gebelik siiresi 20-21 giin olup 6-13 yavru dogurur. insanlarin besinlerine asir1

Olciide zarar verirler (Kuru 1999).

Bu tiirtin Avrasya icerisine dogru farkli yollarla yayilmasi bugiin dort alttiiriin meydana
gelmesine neden olmustur. M. m. domesticus (Bat1 Avrupa ve Akdeniz havzasi), M. m.
musculus (Orta Avrupa’dan Cin’in kuzeyine kadar), M. m. castaneus (Glineydogu
Asya), M. m. bactrianus (Orjin merkezinde). Bu dagilim, bu alttiirlerin gen havuzunun
degisik kisimlarinda mozaik evrimine yol agmaktadir (Boursot vd. 1993). Bu alt tiirlerin
hi¢ biri genetik olarak izole olmamis ve karsilagtiklart bolgelerde, smirli genetik
degisimden, komple karisima kadar cesitli genetik degis tokus yaptiklarina dair kanitlar
bulunmaktadir. Avrupa’da dar bir hibrid bolgesinde M. m. musculus ve M. m.
domesticus arasinda ve Cin ve Japonya’da M. m. musculus ve M. m. castaneus arasinda
genetik degisimin oldugu gosterilmistir. Japonya’da, bu iki alt tiir genis 6l¢iide hibridize
olarak, essiz Mus musculus molossinus populasyonunun olugmasina sebep olmustur

(Yonekawa vd. 1988). M. m. musculus ile M. m. domesticus arasinda, Avrupa’da
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Jutland Yarimadas: (Danimarka) ve Dogu Holstein’den (Almanya) baslayip Orta
Avrupa boyunca Balkan Yarimadasi’na ve Bulgaristan’in Karadeniz kiyilarina kadar
uzanan dar bir hibrit zon bulunmaktadir (Bozikova vd. 2005). Ayrica bu iki alttiiriin,
Transkafkasya bolgesinde de hibrit zonlar olusturdugu tespit edilmistir (Milishnikov vd.
2004). Bazi M. musculus alttlirleri aynm1 yerde goriilseler de, kisa kuyruklu tiirler; M.
spretus, M. spicilegus ve M. macedonicus dogada ¢ok az hibrid olustururlar (Guenet ve
Bonhomme 2003). Boursot vd. (1993) M. macedonicus’un M. m. domesticus’la ayni

alanda yasadigini belirtmektedirler.

Alttiirlerden M. m. domesticus 'un orjin merkezinin Irak civarinda oldugu konusunda bir
fikir birligi vardir ( Boursot vd. 1996, Din vd. 1996, Prager vd. 1998). M. m.
domesticus’a ait fosil kayitlar bu alttiiriin son 8.000 y1l igerisinde tarimsal faaliyatlerin
artmastyla Orta Dogu’dan Bat1 Avrupa’ya gectigini gostermektedir (Auffray vd. 1990a).
M. m. domesticus alttiiri 2n=40 kromozoma sahiptir (19 akrosentrik otozomal
kromozom ¢ifti ve XX/XY esey kromozomlar1). 2n=40 karyotipe sahip bireyler
‘standart karyotipli irklar’ olarak adlandirilmistir (Searle 1993). Buna karsin M. m.
domesticus’ta dogal smirlar boyunca sasirtict degisiklikler rapor edilmistir. Rb
metasentrik kromozomlarinin yaban tip M. m. domesticus’da kesfedilmesi, ev faresi
tizerinde yeni bir caligma alan1 yaratmis ve cevaplanmasi gereken yeni sorular ortaya
cikartmigtir (Gropp vd. 1969). M. m. domesticus alttiirleri lizerine yapilan tiim
caligmalar sonucunda, bugiine kadar bu alttiir icerisinde 97 farkli Rb metasentrik

kromozom kaydedilmistir (Pialek vd. 2005).

Metasentrik kromozom olusumu, iic temel mekanizmayla gerceklesir. Birinci
mekanizma Rb fiizyonudur. Bu olusum sirasinda kromozomun telomer kisminin kaybi
ya da inaktivasyonu s6z konusudur (Slijepcevic 1998). Rb flizyonu, iki akrosentrik veya
telosentrik kromozomun sentromer kisimlarindan birleserek iki kollu tek bir kromozom
(metasentrik veya submetasentrik) olusturmasi olayidir. Rb fiizyonu diploid kromozom
sayisinda indirgenmeye neden olsa bile temel kromozom sayis1 (NF) ayni kalir. M. m.
domesticus igerisindeki Rb translokasyonunun farkli kombinasyonlar1 sonucu
2n=22’den 2n=38’¢ kadar degisebilen farkli populasyonlarin olusumuna neden
olmaktadir. Tkinci mekanizma, tiim kolun karsilikl1 translokasyonu (WART) sonucunda

meydana gelebilir (Gilindiiz vd. 2000a). M. m. domesticus’da WART olusumu ilk defa
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Hauffe ve Pialek tarafindan 1997 yilinda tanimlanmistir. WART i ¢ tipi
bilinmektedir:

Tip a: ki metasentrik kromozom arasinda

Tip b: Metasentrik ve akrosentrik kromozom arasinda

Tip c: Iki metasentrik ve bir akrosentrik kromozom arasindaki degisimle meydana gelir.

Simdiye kadar M. m. domesticus’un dogal populasyonlarinda WART olusumunun
yalnizca bir tipi kaydedilmistir (Tip a). Ugiincii mekanizma ise zonal irklasmadir. Zonal
irklagsma, iki metasentrik populasyon veya bir metasentrik populasyon ile standart
karyotipli populasyon arasindaki hibritlesmeyle meydana gelir (Pialek vd. 2005). Bu
farkl1 kromozom sayisina sahip populasyonlara genel olarak ‘kromozomal irklar’ adi
verilmektedir. Pialek vd. (2005), kromozomal 1rk terimi yerine taksonomik bir ifade
olmayan ‘metasentrik populasyon’ kavramini ileri siirmiiglerdir. Onlara gore,
metasentrik populasyon terimi ev faresinde kromozomal varyasyonun evriminin
anlagilmasi1 bakimindan daha uygun bir ifadedir. Rb 1rklar, standart karyotipli farelerden
morfolojik olarak ayirt edilememektedir. Bu irklarin ortaya ¢ikis tarihi de net olarak

bilinmemektedir (Nachman vd. 1994).

Rb flizyonlari, laboratuvar fareleri iizerinde ilk olarak 1967 yilinda tanimlanmistir
(Evans vd. 1967, Leonard ve Decknudt 1967). Daha sonra, Gropp vd. (1972) Isvigre’de
Valle di Poschiavio’da yakaladig1 ev fareleri iizerinde Rb fiizyonlarini tanimlamislardir.

Bu ilk Rb populasyonu farkli tiir olarak Mus poschivianus olarak degerlendirilmistir.

Tryfonopoulos vd. (2005a) Yunanistan’da M. m. domesticus’un Rb 1rklarinda allozim
polimorfizmlerini ¢alismislardir. Arastirmacilar 5 farkli karyotipe sahip bireyler rapor
etmislerdir: 2n= 24, 29, 30, 31, 32. Yeni bir nadir allel olan “C” alleli Amilaz (amy-2)
lokusunda tespit edilmis ve yalnizca 2n= 30 karyotipli 2 bireyde ve 2n= 24 karyotipli

bir bireyde bulunmustur.

Tryfonopoulos vd. (2005b) yapmis olduklar1 bir baska calismada, Yunanistan’in kuzey
batisinda bulunan Mora Yarimadasi’ndaki, kromozomlar1 degisiklik gdsteren ev faresi
M. m. domesticus populasyonlarinin mitokondrilerindeki sekans varyasyonlarina
odaklanmiglardir. Ve bu populasyonlar arasindaki genetik iligkileri belirlemek ve Rb

fiizyonlarinin fiksasyonunu anlama agisindan atilmig ilk adimdir. Yunanistan’in 18
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bolgesinden toplam 58 ornekle calisilmistir ve 58 M. m. domesticus sekanslamasi 23
haplotip ile sonu¢lanmistir. Calisilmis molekiiler parametrelere dayanarak, Yunan M. m.
domesticus populasyonlar1 diger c¢alisilmis M. m. domesticus populasyonlar ile
karsilastirildiginda onemli farkliliklar gostermemistir. Diger calisilanlardan belirgin bir
sekilde farkli olmasa da bu giine kadar, mitokondrideki en yiiksek molekiiler varyasyon
M. m. domesticus populasyonlarinda goriilmiistiir. Haplotip dagilimi sekli oldukca
karigiktir. Bu veriler, Rb kromozomlari ile karakterize edilen populasyonlar ile standart
2n=40 ile karakterize edilen karyotip arasinda uzun-dénem cografi izolasyon olduguna

dair bir destek saglamamaktadir.

Giindiiz vd. (2000a), Orta Dogu’da M. m. domesticus ile ilgili arastirmalar sirasinda
metasentrik kromozomlara sahip bireylerden olusan bir populasyon tespit etmislerdir.
Ilgili fare Tiirkiye’'nin Denizli ilinde yakalanmus olup bu farenin M. m. domesticus un
kuyruk uzunluguna ve mitokondrial DNA sekans Ozelliklerine sahip oldugu

belirlenmistir.

2.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Tim diinyada canlilar1 olusturan genetik yapinin ¢oziilmesi, ortaya g¢ikarilan bu
yapidaki genlerin yerlerinin saptanmasi, islevlerinin anlagilmasi, iliskilerinin
belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen ¢alismalar biliyiik bir hizla devam etmektedir. Bu amag
dogrultusunda, belirlenen hedefe ulasmay1 kolaylastiracak, hizlandiracak yontemlerin
gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir. Basit gibi goriinmekle birlikte, gelistirilen bu
yontemlerin en Onemlilerinden birisi PCR’dir. 1985 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’'nde bulunan Cetus sirketine bagli olarak c¢alisan Henry A. Erlich, Kary
Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilen metot niikleik asitlerin canli organizma
icinde bulunmadan, uygun kosullar altinda ¢ogaltilmasina dayanir. Hem arastirmada
hem de klinik laboratuar tanisindaki uygulama alanlariyla biiyiik 6neme sahip olan PCR'
n gelistirilmesindeki ¢alismalar1 nedeniyle, K. Mullis, 1993 yili Nobel Kimya Odiiliinii
almaya hak kazanmistir. PCR; basit, spesifik ve hassas bir tekniktir (Saiki vd. 1985,
Mullis 1990). PCR teknigi, temelde ii¢ asamadan olusmaktadir:
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1. Amplifiye edilecek DNA’nin yiiksek sicaklikta denatiirasyonu
2. Primerin hedef DNA’ya baglanmasi

3. Primerin uzamasidir.

PCR, DNA’nin ortamda polimeraz enzimi ve DNA sentezi i¢in uygun maddeler
bulunmasi halinde karsit siralarin1 sentezleyebilme yeteneginden faydalanilarak
olusturulan bir reaksiyondur. PCR’in en 6nemli yonii, 6zel bir DNA dizisi segip
cogaltarak istenmeyen dizilerin ortaya ¢ikmasini dnlemesidir. Bu 6zellik sadece dizinin
taninmasint  kolaylagtirmakla kalmaz, ayrica DNA’nin analiz edilmesini de

saglamaktadir (Tiirkyillmaz ve Esendal 2002).
2.5 PCR Basamaklar

2.5.1 DNA zincirinin a¢ilmasi (Denatiirasyon)

Kalip DNA (template DNA), 92-95°C’de 1-2 dakika tutularak ¢ift sarmal yapidaki
DNA iplikgikleri birbirlerinden ayrilmaktadir. DNA zincirini ayirmak igin, bazi

durumlarda 5-10 dakika 6n 1sitma yapmak gerekebilir (Watson vd. 1992, Hadidi vd.
1995), (Sekil 2.3).

2.5.2 Baglanma (Annealing)

Reaksiyon sicakliginin, 37-65°C’ye diisiiriilerek oligoniikleotid primerlerinin agilan
DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismasi islemidir. Bu
islem, tiretilecek baz uzunluguna bagli olarak 30-60 saniyede ger¢eklesmektedir (Innis

ve Gelfand 1990), (Sekil 2.4).

Hedef Dizi

Hedef Dizi

Sekil 2.3 DNA Zincirinin A¢ilmasi
(http://www.pharmaceutical-technology.com/roche/images/roche6.jpg 2011)
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Hedef Dizi

Sekil 2.4 Primerlerin A¢ilan DNA Zincirlerine Baglanmasi
(http://www.pharmaceutical-technology.com/roche/images/roche7.jpg 2011)

2.5.3 Uzama (Extension)

DNA zincirleri iizerine yapisan primerlerin DNA polimeraz enzimi (Taq DNA
polimeraz) vasitasiyla uzatilmasidir. Tag DNA polymerase 72°C sicaklikta daha iyi
calistig1 icin genel olarak tiim ¢ogaltma islemleri bu sicaklikta yapilmaktadir (Erlich vd.
1991). Polimeraz enzimi, niikleotidleri 5' ucundan 3' ucuna dogru ekleyerek primerin
uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli kopyasint olusturur (Karslt vd. 2006)
(Sekil 2.5). PCR sonucunda elde edilen iiriin, ¢ogaltilmasi hedeflenen DNA pargasi ile
iki primerin toplam uzunlugu kadardir (Hadidi vd. 1995).

Hedef Dizi
5
5
5
FPrimer:
5' .
- - ol I ! - 5'
3 PO e e 5 e 58

Hedef Dizi

Sekil 2.5 Primerlerin Uzamasi
(http://www.pharmaceutical-technology.com/roche/images/roche8.jpg 2011)
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Ucg basamaktan olusan bu islemler, bir PCR devrini temsil eder. Bu islem, genel olarak
25 ile 40 defa tekrar edilerek baslangictaki DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA
parcacigi cogaltilir.

2.6 PCR Optimizasyonu

PCR teknolojisinin gelismesiyle ¢cok farkli PCR uygulamalar1 da ortaya ¢ikmistir. Bu
nedenle, yeni PCR uygulamasinin diizenli ve optimum bir sekilde ¢alismasi i¢in her
laboratuarda yeniden ayarlanmasi gerekmektedir (Hadidi vd. 1995). Eger PCR sartlar1
yeni PCR uygulamasi i¢in uygun bir sekilde yeniden ayarlanmazsa bazi problemlerle
karsilagilabilmektedir. Bu problemler; PCR’dan beklenen {iriin ya az alinir yada hig
alinmaz, primerlerin yanlis baglanmasindan dolay: spesifik olmayan bantlar olusabilir,
primerler yanlis sekilde uzayabilir, primer-dimer olusumu ortaya ¢ikabilir ve bu
olusumlar ¢ogaltma islemini yavaglatir, yeni sentezlenen DNA dizilerinde mutasyon
veya istenilenden farkli diziler ortaya ¢ikabilir (Innis ve Gelfand 1990, Erlich vd. 1991,
Hadidi vd. 1995).

2.7 PCR Calisma Sartlarim Etkileyen Faktorler

2.7.1 Enzimler ve konsantrasyonlari

PCR i¢in termostabil DNA polimerazlarin kullanilmasi biiyiik bir teknolojik ilerleme
olup arastirma ve klinik laboratuvarlarda rutin olarak kulanilan bir teknik haline
gelmistir. Termostabil enzimler kullanilmadan 6nce E. coli DNA polimeraz I enziminin
Klenow fragmenti ve T4 DNA polimeraz enzimi gibi sicakliga stabil olmayan enzimler
kullanilmaktaydi. Bu enzimlerin taze ¢dzeltilerinin her bir PCR dongiisiine eklenmesi
gerekiyordu. Buna karsin termostabil enzimler PCR reaksiyonunun ileri asamalarinda
reaksiyona eklenmesine gerek kalmaksizin sadece amplifikasyon yolunun basinda
eklenebilir. DNA polimeraz enzimi, yeni komplementer ipligin sentezi i¢in orijinal
ipliklerden birini kalip olarak kullanarak deoksiriboniikleotit trifosfatlardan (dNTPs)
uzun poliniikleotit zincirinin sentezini katalizler. Polimerizasyon daima dNTP’ in 5 «

fosfatindan biiyliyen/sentezi yapilan DNA ipliginin 3’ hidroksil grubuna dogru oldugu
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icin DNA sentezi daima 5’3’ yoniinde ilerler (Innis ve Gelfand 1990, Erlich vd.
1991, Yang vd. 1992).

2.7.1.1 Taqg DNA polimeraz

Tag DNA polimeraz, Thermus aquaticus’tan elde edilmektedir. Istya dayaniklidir.
PCR’da en yaygin olarak kullanilan bir enzimdir. 5'- 3' ekzoniikleaz aktivitesine
sahiptir. Dolayisiyla sentezin yonii 5' uctan 3' uca dogru olup, primerin serbest 3'
hidroksil ucuna fosfodiester baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu
saglanir. Bu enzimler sentezi baglatmak i¢in kalip molekiildeki tamamlayict diziye
baglanan kisa DNA parcalarina (primerlere) ihtiya¢ duyarlar (Devrim ve Kaya 2004).
Diger PCR sartlar1 optimum seviyede oldugu zaman 100 pl reaksiyon i¢in onerilen 7Taq
DNA polimeraz enzim konsantrasyonu 1-2.5 iinitedir. Fakat enzim gereksinimi
kullanilan kalip DNA veya primere gore degisebilir. Enzim konsantrasyonu diisiik
olursa elde edilecek {iirtin (DNA) az olur. Enzim konsantrasyonu yiiksek olursa spesifik
olmayan bantlar ortaya ¢ikabilir (Innis ve Gelfand 1990, Erlich vd. 1991, Yang vd.
1992).

2.7.1.2 Magnezyum konsantrasyonu

PCR uygulamalarinda magnezyum (Mg) iyon konsantrasyonunu ayarlamak c¢ok
onemlidir. Ciinkli Mg konsantrasyonu primerlerin agilan DNA zincirlerine yapigmasini,
kalip DNA’nin agilma sicakligini, PCR sonucunda elde edilen DNA kalitesini, primer-
dimer bag olusumlarini, enzim aktivitesi ve giivenilirligini etkilemektedir. Ayrica, Tag
DNA polimeraz enziminin iyi bir sekilde caligabilmesi icin; kalip DNA, primerler ve
niikleotid bazlar1 {izerinde serbest Mg iyonlarinin bulunmasi gerekir. Bu yiizden 0.5-2.5
mM arasinda Mg iyonlarinin ANTP konsantrasyonu icerisinde bulunmasi gerekmektedir

(Innis ve Gelfand, 1990, Hadidi vd. 1995).
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2.7.1.3 ANTP konsantrasyonu

Her bir deoksiniikleotid (Adenin (A), Guanin (G), Sitozin (C), Timin (T))
konsantrasyonu 20- 200 uM arasinda oldugunda genellikle PCR uygulamalarindan iyi
sonu¢ aliabilmektedir. Bu dort bazin konsantrasyon igerisindeki orani esit olmalidir.
Baslangi¢ stok soliisyonu 10 mM kadar seyreltildikten sonra, kii¢lik hacimlere ayrilarak
—20°C de saklanmalidir. ANTP konsantrasyonunun yiiksek olmasi yeni sentezlenen
DNA dizilerinde istenilenden farkli dizilerin hatali olarak ortaya c¢ikmasia sebep
olabilir. Bu yiizden miimkiin oldugu kadar diisiik konsantrasyonda dNTP’leri kullanmak
PCR spesifikligini ve giivenilirligini artirmaktadir (Innis ve Gelfand, 1990, Hadidi vd.
1995, Weising vd. 1995).

2.7.2 Diger reaksiyon unsurlari

PCR uygulamalarinda genel olarak 10-50 mM arasinda 2-Amino-2-hydroxymethyl-
propane-1,3-diol- hidroklorik asit (Tris-HCI) tampon ¢ozeltisi (pH 8.3- 8.8) kullanilir.
Bu tampon ¢ozeltinin 20°C de pH’s1 6.8 ile 7.8 arasinda degisir. PCR karisimi igerisine
50 mM potasyum kloriir (KCl) ilave edilirse primer baglanmasini kolaylagtirir. Fakat 50
mM’ i lizerindeki KCl veya 50 mM sodyum kloriir (NaCl) Taq DNA polimeraz
aktivitesini engeller. Ayrica, PCR soliisyonuna jelatin, bovine serum albumin veya
Tween 20 deterjani eklenirse enzimin daha iyi ¢alismasina yardimci olurlar. Fakat bu
maddeler eklenmeden de PCR protokolleri ¢ok iyi bir sekilde calisabilmektedir (Innis
ve Gelfand 1990, Demeke ve Adams 1992, Henson ve French 1993).

2.7.2.1 DNA zincirinin acilmasi i¢cin gerekli zaman ve sicakhik

PCR uygulamalarinda sistemin c¢alismamasinin en 6nemli sebeplerinden birisi kalip
DNA zincirinin veya iiretilen DNA pargaciginin yeterince agilmamasidir. Genel olarak
DNA molekiillerinin 95°C’de 2 dakika tutulmasi zincirin agilmasi icin yeterli
olmaktadir. Fakat G, C bazlarinca zengin kalip DNA zincirlerinde bu siire ve sicakligin

fazla olmasi istenmektedir (Innis ve Gelfand 1990, Erlich vd. 1991).
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2.7.2.2 Primerlerin acilan DNA zincirlerine yapismasi

Primerlerin ac¢ilan DNA zincirlerine yapigsmasi igin gerekli sicaklik derecesi ve zaman
aralig1 primerlerin konsantrasyonu, elde edilecek DNA’nin uzunlugu ve kullanilan
bazlarin kompozisyonuna gore degisir. Primerlerin kalip DNA’ya baglanmasi 37- 65°C
sicakliklarda gergeklesir. Primerlerin agilan DNA’ya baglanmasi sirasinda sicakligin
artirilmas1t DNA  seciciligini  artirmaktadir. Dolayisiyla primerlerin  yanhis yerlere
baglanmasi ve hatali DNA dizilerinin elde edilmesi énlenmis olmaktadir. Ozellikle PCR
isleminin ilk birka¢ devrinde sicakligin artirilmasi1 PCR uygulamasinin hassasiyetini ¢cok
yiikseltmekte ve spesifik olarak beklenen DNA pargaciklari sentezlenmektedir.
Sicakligin diisiiriilmesi primerlerin hatali sekilde uzamasina ve yeni sentezlenen DNA
dizilerinde hatali baz baglanmalarina sebep olmaktadir (Innis ve Gelfand 1990,

Dieffenbach vd. 1993, Kwok vd. 1994).

2.7.2.3 Primer uzunlugu, konsantrasyonu ve yapisi

Primer konsantrasyonunun 0.1-0.5 pM arasinda olmasi sistemin iyi c¢aligmasini
saglamaktadir. Yiiksek primer konsantrasyonu primerlerin yanlis baglanmasina ve
spesifik olmayan DNA bantlarinin iiretilmesine sebep olur. Ayrica primer-dimer
olusumunu tesvik ederek elde edilecek iiriiniin (DNA) az olmasina sebep olmaktadir.
Tipik primer uzunlugu 16-30 baz arasinda degismekte fakat genel olarak 18-24 baza
sahip primerler eger primer yapisma sicakligi (Tm) da iyi ayarlanmis olursa ¢ok spesifik
iiriin elde edilebilmektedir. Ancak daha kisa (14 bazdan asagi) primerlerde bazi 6zel
amaglar i¢in kullanilmaktadir (Innis ve Gelfand 1990, Dieffenbach vd. 1993, Kwok vd.
1994).

Primerlerin baz dizilisinde G ve C miktar1 ve primerlerin yapigmasi i¢in gerekli Tm
arasinda c¢ok iyi bir iliski kurmak gerekir. Bu denge saglanamadigi taktirde PCR
uygulamalarindan iyi sonu¢ almak miimkiin olmamaktadir. Bu bakimdan primer
dizilerinde G+C bazlarinin toplam oran1 % 50 veya daha yukari olmasi istenmektedir.
Ornegin bir primerin baz dizisinde G+C oran1 % 50 ve Tm degeri 56-62°C arasinda
olursa bu primerin sorunsuz bir sekilde caligmasi beklenir. Primerlerin agilan DNA

kaliplarina hatasiz bir sekilde baglanabilmesi i¢in yapigma sicakliginin iyi hesaplanmasi
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gerekmektedir. Primerlerin  yapisma sicakligim1  hesaplamak i¢in bir formiil
gelistirilmistir. Bu formiil Tm= 4 (G+C) + 2 (A+T) seklinde ifade edilmistir (Innis ve
Gelfand 1990, Dieffenbach vd. 1993).

Primerlerin 3’ uglarindaki baz dizilisi, primerin yanlis veya dogru yere baglanmasini
belirlemektedir. Eger asagi ve yukart yonlii primerlerin karsilikli olarak 3’ uglarinda
birbirlerine baglanabilecek baz dizilisi mevcut olur ise bu durum istenmeyen primer-

dimer olusumlarina sebep olmaktadir (Innis ve Gelfand 1990).

2.7.2.4 Primer uzamasi

Primerlerin DNA polimeraz tarafindan uzatilmasi i¢in gerekli zaman, cogaltilmasi
hedeflenen kalip DNA parcasinin uzunlugu, kalip DNA’nin konsantrasyonu ve ortam
sicakligina baglh olarak degismektedir. Genel olarak primer uzatilma islemi 72°C’de
yapilmaktadir. Cilinkii bu sicaklik 7ag DNA polimeraz enziminin iyi ¢aligmasi i¢in
uygun bir ortam olusturmaktadir. Primerlerin uzatilmasi i¢in gerekli siire ise baz

uzunluguna baglh olarak degismektedir (Innis ve Gelfand 1990, Dieffenbach vd. 1993).

2.7.2.5 Devir sayisi

PCR’ 1n ¢alisma sartlar1 iyi ayarlandig1 taktirde 25-40 devir sayis1 yeterli olmaktadir.
Devir sayisi ¢ogaltilacak kalip DNA miktar ile yakindan iligkilidir. Devir sayisinin
fazla olmasi spesifik olmayan bantlarin ortaya ¢ikmasina, devir sayisinin az olmasi

tiretilen DNA miktarinin az olmasina sebep olmaktadir (Innis ve Gelfand 1990, Watson

vd. 1992).

2.8 PCR Cesitleri

PCR tekniginin bulunmasindan bu yana teknolojide ¢ok hizli gelismeler olmus ve buna

bagli olarak da ¢ok farkli PCR metotlar1 gelistirilmistir.
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2.8.1 Cogaltilmasi istenen DNA dizisinin bilindigi durumlarda kullamlan PCR
metotlar

Bu tip PCR metotlarinda c¢ogaltilmas: hedeflenen DNA dizisinin sekans yapisi
bilinmektedir. Oligoniikleotid primer ¢ifti kullanilarak ¢ift sarmal DNA dizileri Tagq
DNA polimeraz enzimi tarafindan 5°—3’ yoniinde okunmaktadir (Innis ve Gelfand

1990, Dieffenbach vd. 1993).

2.8.1.1 Standart PCR (Standart PCR)

Temel PCR’1 igermektedir. Bir PCR reaksiyonu i¢in, 0.5 ml’lik PCR tiipii igerisinde 100

ul’ lik bir reaksiyon olusturmak icin genel olarak asagida belirtilen kimyasallar tiipe

5 6
ilave edilmektedir: Kalip DNA (10 , 10 hedef molekiil), 20 pmol yukar1 yonlii primer,
20 pmol asag1 yonlii primer, 20 mM Tris-HCI (pH 8.3) (20°C), 1.5 mM magnezyum
kloriir (MgClz), 25 mM KCI*, 0.05 % Tween 20*, 50 uM dNTPs, 2 unite 7ag DNA

polimeraz enzimi Kalan miktar steril suyla 100 pl ye tamamlanir (Innis ve Gelfand,

1990). * Bunlar reaksiyona eklenmese de PCR reaksiyonu ¢alisir.

2.8.1.2 Ters transkriptaz PCR (RT-PCR)

Cogaltilmas1 hedeflenen riboniikleik asit (RNA) Once ters transkriptaz enzimi ile
tamamlayict DNA (cDNA)’ya cevrilir ve daha sonra standart PCR kullanilarak
cogaltma islemi yapilir (Rowhani vd. 1995, MacKenzie vd. 1996, Chandler vd. 1998).

2.8.1.3 Kath PCR (Multiplex PCR)

Bu PCR metodunun aslinda standart PCR ve RT-PCR’dan ¢ok farkli bir yani yoktur.
Farkli olarak ayni kalip DNA dizisini ¢ogaltmak amaciyla aymi reaksiyon igerisine
birden fazla primer ¢ifti ilave edilerek ¢ogaltma islemi yapilmaktadir. Bu metot agirlikli

olarak viriis ve viroidlerin genlerinin ¢ogaltilmasinda kullanilmaktadir (Levy vd. 1992,

Minafra vd. 1993).
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2.8.1.4 Antiserumla sabitleme PCR (Immunocapture PCR)

PCR veya RT-PCR yapilmadan Once, geni cogaltilacak virlis steril kati bir yiizey
lizerinde o viriise spesifik antiserum kullanilarak sabitlenir. Bu islemden sonra PCR
veya RT-PCR metotlarina devam edilir ve hedef viriisiin geni c¢ogaltilir. Bu metot
ozellikle bitki viriislerinin hastalikli dokulardan veya vektdr boceklerden izolasyonu ve
tanilanmasi islemlerinde kullanilmaktadir (Nolasco vd. 1993, Rowhani vd. 1995,

Munford ve Seal 1997).

2.8.1.5 i¢ ice PCR (Nested PCR)

PCR tekniginin spesifikligini artirmak maksadiyla Nested PCR ve Heminested PCR
metotlar1 gelistirilmistir. Nested PCR metodunda iki farkli set primer cifti (P1, P2 ve
P3, P4) kullanilir. Ilk ¢ogaltma isleminde birinci set P1 ve P2 kullanilir. Bu PCR
cogaltma islemi sonucunda elde edilen DNA dizisi lizerinde ikinci set P3 ve P4
kullanilarak yeniden gogaltma islemi yapilir. Ikinci set primerlerin gogalttigt DNA
parcasi birinci set primerlerin ¢ogalttigit DNA pargasindan daha kisa ve birinci set
primerlerin ¢ogalttigi DNA pargasinin igerisinde yer alir. Heminested PCR metodu ise
aslinda Nested PCR metodunun aynisidir. Fakat Heminested PCR metodunda ikinci
PCR c¢ogaltma islemi iki yeni primer ile degil de sadece bir yeni P3 ve bir birinci setten

alinan P1 veya P2 ile yapilmaktadir (Spiegel vd. 1996, Rosner vd. 1997).

2.8.1.6 Renkli PCR (Colorimetric PCR)

Son zamanlarda RT-PCR metodunun spesifikligini ve enzim ilintili immiin test
(ELISA) serolojik yonteminin kullanma kolayligini birlestiren bir metoddur. Cogaltilan
DNA parcaciklart yeni bir tiip icerisine ilave edilir. Bu tiip 6nceden biotin ile
isaretlenmis, cogaltilan DNA parcaciklarinin belirli bir bolgesine spesifik problarla
kaplanir. Bu problar {izerindeki biotin, streptavidin ilavesiyle tespit edilir. Daha sonra da
digoxigenin veya psoralin isaretleme sistemi kullanilarak ¢ogaltilan DNA pargaciklari

tespit edilir. Eger sistem hatasiz ¢alisip hedef gen pargasini ¢ogaltti ise tiip igerisinde
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renk degisimi ortaya ¢ikmaktadir (Kemp vd. 1989, Walter vd. 1996, Rowhani vd. 1998).

2.8.1.7 Damlatma PCR (Spot PCR)

Viriis veya viroid igeren hastalikli bitki 6zsuyu ya naylon membran iizerine bir damla
damlatilir ya da yeni kesilmis dal veya yaprak parcasi membran {izerine bastirilarak
0zsuyunun membrana ge¢mesi saglanir. Bu islemden sonra bu membran parcacigt bir
mikrofiij tiip igerisine konularak RT-PCR islemi yapilir. Bu teknik o6zellikle arazi
uygulamalarinda ¢ok yararli olmaktadir (La Notte vd.1997).

2.8.1.8 Kademeli sicaklik diisiirme PCR (Touchdown PCR)

Bu teknik, standart PCR caligmalarina ¢ok benzemektedir. Bu PCR’da farkli olarak
primer sicakliklart ilk 6nce ¢ok yiiksek tutularak primerlerin spesifik sekilde hedef
diziye baglanmas1 amaclanmaktadir. Primerin baglanma sicakligi ilk once 65°C
tutulmakta ve her dongiide 1°C azaltilarak (10 dongii) 56 °C’ye kadar diistiriilmektedir.
56°C’den sonra ise 20-25 dongii yapilarak PCR tamamlanmaktadir. PCR teknigi, DNA
dizileri lzerindeki belirli bir bdlgenin spesifik olarak tespit edilmesinde

kullanilmaktadir (Don vd. 1991).

2.8.1.9 Canl hiicre belirleyen PCR (Bio PCR)

Bu teknik, agirlikli olarak bitki patojeni bakterilerin canli olarak tespit edilmesinde
kullanilmaktadir. Teknigin temeli, hastalikli dokulardan izole edilen bakterilerin
spesifik ya da yar1 spesifik ortamlarda gelistirildikten sonra DNA izolasyonu yapilmasi
ve bu DNA’dan PCR reaksiyonu kurulmasina dayanmaktadir (Schaad vd. 1997).
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2.8.2 Cogaltilmasi istenen DNA dizilerinin bilinmedigi durumlarda kullanilan PCR
metotlari

Bu tip PCR metotlarinda ¢ogaltilmasi amaglanan DNA dizisinin baz dizilimi ya ¢ok az
bilinir veya hi¢ bilinmez. Bu tip baz dizilerini ¢ogaltmak icin farkli PCR metotlar1

gelistirilmistir.

2.8.2.1 RAPD-PCR

Bu teknik, DNA dizilisi bilinmeyen veya az bilinen DNA fragmentlerinin analizlerinin
yapilmasinda kullanilmaktadir. Rastgele hazirlanmis 6-10 baz uzunlugundaki
oligoniikleotid primerleri ile PCR yapilir ve PCR firiinleri agaroz jelde yiiriitiiliip
ethidium bromide ile boyanir. Karsilastirilan 6rnekler arasinda goriinen monomorfik ve
polymorfik DNA bantlar1 sayilarak sonuclar degerlendirilmektedir. RAPD-PCR,
genetik  cesitliligin  aragtirnlmasinda, genom haritalamalarinda yogun sekilde

kullanilmaktadir (Cenis 1993).

2.8.2.2 Ters PCR (Inverse-PCR)

Bilinen DNA dizileri kullanilarak, bilinmeyen DNA dizilerinin c¢ogaltilmasinda
kullanilmaktadir (Ochman vd. 1988). Teknigin temeli, bilinen sekanslara bitisik olarak
bulunan fakat bilinmeyen bazlara sahip olan DNA bazlarinin ¢ogaltilmasinda
kullanilmaktadir. Bilinen diziler ters g¢evrilerek ice alindigi icin bu sekilde

adlandirilmaktadir (Triglia vd. 1988).

2.8.2.3 Kanca PCR (Anchored PCR)

Bu metot, DNA fragmentinin sadece bir ucunun baz dizilisi bilinip diger ucunun
bilinmedigi durumlarda kullanilmaktadir. Baz dizilisi bilinmeyen tarafa universal
primerler kullanilirken baz dizilisi bilinen tarafa bir primer sentezlenerek PCR iglemi
yapilir. Bu teknik daha ¢ok viriis ve viroidlerin gen dizilislerinin tespit edilmesinde

kullanilmaktadir (Loh vd. 1989).

28



2.8.2.4 Asimetrik PCR

Bu PCR metodu, tek iplik¢ikli DNA dizilerinin iiretilmesinde kullanilir. Bu amagla PCR
reaksiyonunda kullanilan primerlerin konsantrasyonlar1 farkli oranlarda (50:1, 100:1
gibi) tutulmaktadir. PCR reaksiyonunda baglangigtaki primerlerin oranlarinin farkl
olmasi elde edilecek firtiniinde farkli oranda ¢ogaltilmasina sebep olur ve iiretilen DNA
fragmentlerinden birinin miktar1 (baslangicta fazla olan) ¢ok artar. Ayn1 zamanda ¢ok
miktarda tek iplik¢ikli DNA dizileri iiretilmis olur. Bu tip tek iplik¢ikli DNA dizileri
klonlama iglemleri ve farkli uygulamalarda kullanilabilir (Scott ve Deahl 1998).

2.8.3 PCR’1n diger tekniklerle birlikte kullanildigr metotlar

Bazi molekiiler ¢aligmalar, farkli yontemlerin birlikte kullanilmasi ile yapilmaktadir. Bu

tekniklerin belli basamaklarinda PCR kullanilmaktadir.

2.8.3.1 Cogaltilan fragmentlerin uzunluk polimorfizmi (AFLP)

Bu teknikte, genomik DNA iki restriksiyon enzimi ile kesilmekte, kesilen pargaciklar bu
enzimlere uygun baglayicilarla baglanir. Baglanilan DNA parcaciklari, AFLP

primerlerine birer baz ilave edilerek 6n PCR yapilir. Daha sonra bu primerlerin her

33
birine 2 baz ilave edildikten sonra (primerlerin biri biotin veya P ile isaretlenir) segici

PCR yapilir. Bu PCR iiriinleri poliakrilamid jelde yiiriitiildiikten sonra X-ray filmi
lizerine gOriintli  aktarilir. Metot, genom haritalarimin  yapilmasinda, genom
varyasyonlarinin belirlenmesinde yogun sekilde kullanilmaktadir (Semblat vd. 1998,

Tzortzakakis vd. 1999).

2.8.3.2 PCR iiriiniiniin enzimle kesilmesi (PCR-RFLP)

Bazi caligmalarda PCR iiriinleri arasinda farklilik gériilmez bu durumda PCR iiriinleri
bir veya birkag restriksiyon enzimi kullanilarak kesilmektedir. Boylece calisilan DNA

ornekleri lizerinde varsa farkliliklar belirlenebilmektedir (Wetzel vd. 1991).
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2.8.3.3 Cogaltilmis DNA dizilerinin enzimle kesilmesi (CAPS)

Uzerinde calisilan organizmanin genomuna 6zgii belli DNA fragmentlerinin sekansi
yapilarak bunlara 6zgli primerler olusturulmakta ve bu primerlerle PCR yapilmaktadir.
PCR iiriinlerinden genelde tek bir DNA bandi elde edilmektedir ve bunlar arasinda
herhangi bir farklilik yoktur. Bu nedenle kesim enzimleri ile PCR iiriinleri kesilmekte
ve agaroz jelde elektroforez yardimi ile ayrimlar1 saglanarak farklilik tespit edilmektedir

(Jarvis vd. 1994).

2.8.3.4 RAPD bantlarinin spesifik primere doniistiiriilmesi (SCAR)

Bu teknikte, RAPD sonucu elde edilen DNA bandlar1 klonlanmakta ve DNA baz
dizilisgleri belirlenmektedir. Bu farklilik gosteren DNA pargaciginin bir boliimiine 18-24
baz uzunlugunda spesifik primerler dizayn edilmekte ve PCR c¢alismasinda
kullanilmaktadir. Bu teknik haritalama calismalarinda, genom kiitiiphanelerinin

taranmasinda kullanilmaktadir (Weising vd. 1995)

2.9 PCR Kullanim Alanlar

1. DNA’nin dizi analizi ve DNA haritalamasinda,
Insan genom projesindeki arastirmalarda,
Genetik hastaliklarin teshisinde,

DNA parmak izi analizinde,

Adli tip 6rneklerinin genetik tiplendirilmesinde,

S

Allellik dizi varyasyonlarinin gosterilebilmesi ile doku transplantasyonu i¢in doku

tipinin belirlenmesinde,

7.  Tarimda (tohum safliginin belirlenmesi),

8.  Sistematik ve evrim ¢aligmalarinda (dogadaki ¢esitli canli tiirlerinin tanisi, tiirler
arasindaki polimorfizmin belirlenmesinde),

9. Klonlama deneylerinde,

10. Mutagenez ¢aligsmalarinda,

11. Fosil DNA calismalarinda,

12. Gen ifadelerinin karsilastirilmasinda kullanilmaktadir (Birben 2006).
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2.10 PCR’1n Avantajlari

1. Hizl1 olmasi

2. Giinliik numune ¢alisma sayis1 yliksek olmasi (~200 numune/giin).
3. Diisiik kontaminasyon riski

4. Genis dinamik aralikta iiriin elde edilebilmesi (10 - 1010 kopya)

5. Tekrarlanabilir olmasi

6. Sonuglarin hesaplanabilir olmasi

2.11 PCR’1n Dezavantajlar:

1. Giinlimiiz teknolojisi ile eszamanli maksimum 3 reaksiyon yiiriitilebilmektedir

2. Yiiksek teknik beceri ve teknik destek gerektirir

3. Kullanilan cihaz, techizat vs. maliyeti yiiksektir.

4. PCR c¢ok gelismis bir teknik olmasina ragmen bazi sinirlar1 vardir. Hedef DNA’nin
niikleotid dizisi hakkinda bazi bilgilerin gerekli olmasi1 ve nispeten kisa bir iiriin elde
edilmesi bunlardan bazilaridir ayrica diger DNA kaynaklarindan ¢ok kii¢lik miktarda bir
bulasma bile sorunlara neden olabilir.

5. Laboratuar calismalarindan dokiilebilecek deri pargalari, bir fosilden ya da sug
mahalinden DNA 6rnegine bulusabilir. Ve dogru sonug¢ alinmasini engelleyebilir.

6. PCR reaksiyonu ¢ok dikkatli ve kontrollii yapilmalidir.

2.12 RAPD-PCR

DNA temeline dayali polimorfizm arastirmalari, hayvan tiirlerinin genetik analizlerinde
ilerleme kaydedilmesini  saglamaktadir. Hayvan populasyonlarinda  birbirini
tamamlayic1 nitelikte olan mikrosatelit, RFLP gibi farkli molekiiler isaretleyiciler
kullanilmakla birlikte giiniimiizde RAPD teknigi de kullanilmaktadir (Devrim ve Kaya
2006).

Williams vd. (1990), bu teknigi ilk kez rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA olarak

tanimlamis ve genetik polimorfizmi belirleyen, yeni bir teknik ortaya koymuslardir.

PCR metoduna dayali olan bu teknikte, rastgele dizilimdeki kisa oligoniikleotit primer
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kullanilarak genomik DNA {izerinde belirlenen parcaciklar ¢ogaltilmakta olup
reaksiyonun gerceklesmesi i¢in arastirilan genomun baz dizimi hakkinda herhangi bir

On bilgiye ihtiyag¢ yoktur.

RAPD teknigi kullanilarak belirlenen DNA polimorfizmi; agaroz jelde RAPD bandinin
varligi ya da yoklugu ile kendini gostermekte ve genomda sekillenen delesyon,
insersiyon veya primer baglanma bolgelerindeki ya da bolgeler arasindaki niikleotit
diziliminin farkin1 yansitmaktadir. Rastgele primerlerin genomdaki sayisiz bolgeyi
cogaltabilme potansiyeli ve ¢gogalan DNA parcaciklarinin genetik siniflara 6zgii tabiati
RAPD teknigini genetik uzaklik ve filogenetik arastirmalar igin tercih edilir hale
getirmistir. RAPD tekniginin asamalari su sekildedir:

- PCR isleminde kullanilacak olan primerlerin, niikleotid dizileri belli bir kriter
olmaksizin rastgele secilir ve sentezi yapilir.

- Rastgele secilen bu primerler kullanilarak arastirilan genomik DNA’da PCR
uygulamasina baglanir. PCR iglemi sirasinda primerler genomik DNA’da simetrigi olan
bolgelere yapisir ve bu bolgeler geometrik olarak ¢ogalir.

- Cogalan bu DNA parcaciklari, elektroforez yontemiyle agaroz jelde yiiriitiiliir.

- Etidyum bromid ya da radyoaktif maddelerle boyanarak molekiil biiytikliiklerine gore
siralanan ve bantlasma gosteren DNA parcaciklar: degerlendirilerek DNA {izerindeki

genetik polimorfizm belirlenir (Devrim ve Kaya 2006).

Standart bir PCR’da, genellikle her biri 18-25 baz uzunlugunda, DNA iplik¢igine
spesifik primer kullanilmaktadir. Primerdeki baz dizilis sirasi, hedef dizinin yan
bolgesindeki DNA dizi bilgisine dayalhidir. Ayrisarak tek iplik¢ige doniismiis DNA
kalibindaki bu spesifik bolgelere, PCR’1n yapigsma fazinda primerler baglanir ve

cogalacak bolgeleri tanimlar.

RAPD tekniginin PCR asamasinda ise, rasgele dizilimdeki primerler kullanilmaktadir.
Rasgele se¢ilmis primerler, RAPD’in yapisma fazi boyunca tamamlayicist olan
bolgelere baglanmaktadir. Eger primerlerden ikisi karsilikli ipligiklerdeki kaliba uygun
bolgede ve cogalabilecek mesafede (yaklasik 2500 veya daha az baz uzunlugu)
baglanirlarsa bu durumda farkli bir pargacik ¢ogalabilmektedir. Her bir RAPD primeri
ayni PCR esnasinda, farkli lokuslardan farkli sayilardaki ( 1-10 veya daha fazla) DNA
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parcaciklarini gogaltabilme potansiyeline sahiptir. Diger bir ifadeyle farkli primerler
farkli RAPD polimorfizmlerini ortaya ¢ikartmaktadir. Amplifikasyon sonucunda olusan
DNA firiinleri agaroz jel elektroforezine tabi tutulur. Orneklerin hepsinde bulunan
RAPD bantlar1 monomorfik olarak kabul edilmektedir. Bazi bireylerde bulunmayan
veya degisken mobiliteye sahip olanlar ise polimorfik olarak kabul edilmektedir. Elde
edilen RAPD bantlarinda gozlemlenen polimorfizmlerin, genetik iliskilerin

belirlenmesinde dnemli oldugu kabul edilmistir (Devrim ve Kaya 2006).

Her bir 6rnege ait bant profilleri birbirleri ile karsilagtirildiginda, benzer bant profili
gosteren ornekler “genetik anlamda iliskili” seklinde yorumlanmaktadir (Utiik vd.

2005).

RAPD polimorfizmleri, primer yapismasini dnleyen bir veya her iki primer baglanma
bolgesindeki dizi farkliligindan kaynaklanmaktadir. RAPD polimorfizmleri primer
baglanma bdlgesinin varligin1 veya bulundugu bolgeyi etkileyen ve bu bolgeler arasi
kismin Ol¢iisiinii degistiren mutasyonlardan kaynaklanabildigi gibi, amplifikasyonu
Oonleyen = mutasyonlardan  (delesyon, insersiyon, inversiyon  gibi) da
kaynaklanabilmektedir. RAPD polimorfizmleri, varyasyon olusumunda ve nokta
mutasyonlarinda oldugu gibi, primer baglayan bdlgeler arasindaki alanlarin

farkliliklarindan da kaynaklanmaktadir (Devrim ve Kaya 2006).

RAPD dominant genetik marker olarak kabul edilir ve gen haritas1 c¢ikarilmasi
calismalarinda bu hesaba katilir (Cift¢i 2003). Rastgele primerlerin genomdaki sayisiz
bolgeyi ¢ogaltma potansiyeli ve ¢ogalan DNA parcaciklarinin genetik siiflara 6zgii
tabiatt RAPD teknigini genetik uzaklik ve filogenik arastirmalar ic¢in tercih edilir hale
getirmistir (Devrim ve Kaya 2006). RAPD metodu populasyon ici genetik
polimorfizmin belirlenmesinde, populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik
farklilasmanin  belirlenmesinde, hibridizasyon calismalarinda, gen cografyasi
caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir ve taksona 6zgii molekiiler markirlar olmasi

durumunda taksonomik konularda bir hayli belirleyicidir (Spiridonova vd. 2008a).
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2.12.1 RAPD tekniginin degiskenleri

RAPD metodunun giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen pek c¢ok farkli
cogaltma degiskeni vardir. En onemli degiskenlerden birisi hedef DNA'dir. MgCl,
konsantrasyonu, 7ag DNA polimeraz konsantrasyonu, primer konsantrasyonu, dNTP

konsantrasyonu, primer baglanmasi, denatiirasyon sicakligi, primer konsantrasyonu
RAPD teknigini etkileyen diger temel degiskenlerdir. Ayrica PCR’da olusan celiskili
sonuglardan, yabanci DNA tarafindan olusturulan kontaminasyona ek olarak DNA
izolasyon teknigindeki varyasyonlar, kullanilan doku kaynagi, PCR kosullar1 ve PCR
cihazinin tipi sorumlu olabilmektedir. RAPD c¢aligmalarinda her farkl tiir i¢in reaksiyon
kosullarinin optimizasyonu sarttir. Bunun amaci 6zgilinliigii ve tekrarlanabilirligi kontrol
etmektir. Bu parametrelerin ¢ogu birbirine baglh oldugundan bir RAPD teknigini
optimize etmek oldukca zor olabilmektedir. Bu metotta kullanilan primerler 9-10 bg
uzunlugundadir. Kullanilan primerlerin, PCR’da kullanilan diger primerlerde oldugu
gibi herhangi bir palindromik dizi icermemesi, %50-80 oraninda G+C oranina sahip
olmas1 gerekir. RAPD tekniginde ¢ogaltma, kullanilan primerin uzunluguna, primerin
G-C igerigine ve primer dizisindeki tek bir niikleotidin yerine duyarlidir. Bu teknikte
MgCl,, dNTP ve Tag DNA polimeraz konsantrasyonlarinin calisilan tiire 0zgi
optimum kosullarmin belirlenmesi reaksiyonun tekrarlanabilirlii agisindan gereklidir

(Aydin 2004).

2.12.2 RAPD tekniginin avantaj ve dezavantajlar

RAPD tekniginin en biiylik avantaji ilgilenilen taksonun genleriyle ilgili herhangi bir 6n
bilgi gerektirmemesidir. Cogaltmada tiim organizmalar i¢in ayn1 oligoniikleotid primer
seti kullanilabilmektedir. Ayrica radyoaktiviteye, Southern transferlere veya DNA
hibridizasyonuna gerek duyulmamaktadir. RAPD karakterlerinin sayisi ihtimal olarak
sinirsizdir. Kullanilan primer sayist arttirildik¢a elde edilen bant sayisi da artacaktir. Bu
acidan yakin tiirleri ayirmada izozimden daha duyarlidir. Farkli arastiricilar tarafindan
kodominant veriler gerektirmeyen sistematik problemlerin ¢dziimiinde RAPD

belirteglerin kullanimi gii¢lii bir sekilde savunulmaktadir (Aydin 2004).
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Bununla beraber metodun dezavantajlari da vardir. RAPD tekniginde ana giicliik
sonugta olugan bant profillerinin reaksiyon sartlarindaki varyasyonlara, DNA kalitesine

ve PCR 1s1 profiline ¢ok duyarli olmasidir (Devrim ve Kaya 2006).

RAPD kullanim agisindan kolay olmasma karsilik, belirtecleri dominanttir ve
heterozigotlar1 teshis etmek zordur. Calismalar sonucunda elde edilen verilerin
tekrarlanabilirligi, reaksiyona giren tiim degiskenlere bagli oldugundan diisiik
olabilmektedir. Bunun i¢in diger karsilagtirmali analizlere girmeden evvel yontemin
optimize edilmesi olduk¢a Onemlidir (Aydin 2004). RAPD metodunun etkinliginin
diger metodlarla (RFLP ve mikrosatelit) karsilagtirilmasi Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.2 RAPD ile RFLP ve mikrosatelit yontemlerinin karsilastirilmast (Devrim ve

Kaya 2006)
Kriterler RAPD RFLP Mikrosatelit

DNA hakkinda 6n bilgi

e . - + +
gereksinimi
Restriksiyon enzimleri ile i . .
muamele
PCR uygulamasi + - +
Southern hibridizasyonu ve i . i
transferi
Agar-jel elektrofezi + + +
Elde edilen polimorfik bant Yiiksek Orta Yiiksek
sayist
Elde edilen bant 6zelligi Dominant | Ko-dominant | Ko-dominant
Maliyet Diisiik Orta Orta

2.12.3 RAPD tekniginin uygulama alanlari

RAPD belirteg sistemi avantajlart nedeniyle prokaryotik ve dkaryotik tiirler gibi pek ¢cok
farkli yapinin genotipinin belirlenmesi, genom yapisinin arastirilmasi, ¢esitli
taksonomik caligmalar, evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, bireysel, kiiltiir ve 1rk
belirlenmesinde, ebeveyn belirleme, genetik varyasyonun belirlenmesi, baglanti

haritalarinin olusturulmasi, 6zgiin bir gen lokusunun belirlenmesi, adli tip, klinik teshis,
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prenatal tani, salginlar ve ekoloji alanlarinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Aydin

2004).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal

Bu arastirma Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii Molekiiler Sistematik laboratuarinda
yiriitilmistir. Calismada kullanilan dokular, daha 6nceden toplanmis 6rneklere aittir.
Calismada kullanilan o6rnekler Tiirkiye’nin, Trakya ve Karadeniz bolgelerinden 16
lokaliteden toplanan ve teshisleri yapilan Mus 6rnekleri (N = 87) ve dis grup olarak
kullanilan aymi altfamilyadan Apodemus (N = 2) ve Arvicolinae altfamilyasindan
Arvicola terrestris (N = 2) drneklerinden olusmaktadir. Ornekler Ankara Universitesi
Omurgali Hayvan Sistematigi laboratuarinda uygun kosullarda tahnit edilip kas,
karaciger, kalp, bobrek dokular1 almmustir. Orneklere ait dokular -86°C’de, postlar ise
Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii Miizesi’nde korunmaktadir. Cesitli bdlgelerden
toplanan Mus Ornekleri ¢izelge 3.1°de, kullanilan dis gruplar ¢izelge 3.2°de, 6rneklerin
toplandig1 lokaliteleri gOsteren harita ise sekil 3.1°de verilmistir (1 numarali 6rnek

calismadan ¢ikarilmistir).

Cizelge 3.1 Caligsmada kullanilan Mus 6rneklerinin laboratuar kayit numaralart ve
orneklerin toplandigi lokaliteler

Sira No | Kayit No Tiir ismi Bolge
1 3963 Mus Beykoz- ISTANBUL
2 3947 M. domesticus Kériibati- DUZCE
3 3948 M. domesticus Kériibati- DUZCE
4 3936 M. domesticus* Samandere- DUZCE
5 4224 M. domesticus* Haciyakup koyii- DUZCE
6 3950 M. domesticus* Samandere- DUZCE
7 3900 M. domesticus* Akcakoca-DUZCE
8 3893 M. domesticus* Saka koyii-ZONGULDAK
9 3953 M. domesticus* Karaelmas U.- ZONGULDAK
10 3894 M. domesticus Karaelmas U. - ZONGULDAK
11 3952 M. domesticus Karaelmas U.- ZONGULDAK
12 4090 M. domesticus Cerdek koyii-BARTIN
13 4091 M. domesticus Cerdek koyii-BARTIN
14 4053 M. domesticus* Cerdek koyii-BARTIN

*: Bant profillerine gore belirlenen tiirler.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan Mus 6rneklerinin laboratuar kayit numaralar ve

orneklerin toplandigi lokaliteler (devam)

Sira No | Kayit No Tiir ismi Bolge
15 4051 M. domesticus* Cerdek koyii-BARTIN
16 4092 M. domesticus* BARTIN
17 2805 M. domesticus Kurupelit-SAMSUN
18 2806 M. domesticus Kurupelit-SAMSUN
19 3411 M. domesticus Gelemen-SAMSUN
20 3412 M. domesticus Gelemen-SAMSUN
21 5119 M. domesticus Kavak-SAMSUN
22 5120 M. domesticus Kavak-SAMSUN
23 2876 M. domesticus* Kurupelit-SAMSUN
24 2878 M. domesticus* Kurupelit-SAMSUN
25 3781 M. domesticus Fatsa-ORDU
26 3782 M. domesticus Fatsa-ORDU
27 3783 M. domesticus Fatsa-ORDU
28 3853 M. domesticus Fatsa-ORDU
29 3426 M. macedonicus Efrili-ORDU
30 3429 M. macedonicus Efrili-ORDU
31 3854 M. macedonicus Efrili-ORDU
32 3470 M. macedonicus * Efrili-ORDU
33 3833 M. domesticus Kesap-GIRESUN
34 3834 M. domesticus Kesap-GIRESUN
35 3857 M. domesticus* Kesap-GIRESUN
36 3855 M. domesticus* Kesap-GIRESUN
37 3856 M. domesticus* Kesap-GIRESUN
38 3830 M. domesticus Stirmene-TRABZON
39 3836 M. domesticus Stirmene-TRABZON
40 3858 M. domesticus Yomra-TRABZON
41 3859 M. domesticus Yomra-TRABZON
42 3835 M. domesticus* Stirmene-TRABZON
43 3837 M. domesticus* Stirmene-TRABZON
44 3771 M. domesticus Ikizdere-RIZE
45 3772 M. domesticus Ikizdere-RIZE
46 3793 M. domesticus Ardesen-RiZE
47 3819 M. domesticus Ikizdere-RIZE
48 3826 M. domesticus* Ikizdere-RIZE

*: Bant profillerine gore belirlenen tiirler.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan Mus 6rneklerinin laboratuar kayit numaralar ve

orneklerin toplandigi lokaliteler (devam)

Sira No | Kayit No Tiir ismi Bolge
50 3792 M. domesticus * Ardesen-RiZE
51 3358 M. domesticus* Ikizdere-RIZE
52 3364 M. domesticus* Ikizdere-RIZE
53 3823 M. domesticus Borcka-ARTVIN
54 3824 M. domesticus Borcka-ARTVIN
55 3839 M. domesticus Hopa-ARTVIN
56 3840 M. domesticus Borc;ka—ARTVIN
57 3817 M. domesticus* Borcka-ARTVIN
58 3809 M. domesticus* Hopa-ARTVIN
59 3804 M. domesticus* Hopa-ARTVIN
60 3376 M. domesticus* Ardanug-ARTVIN
61 3770 M. domesticus* Borcka-ARTVIN
62 5461 M. macedonicus EDIRNE
63 5462 M. macedonicus EDIRNE
64 5464 M. macedonicus Degirmenyani k.-EDIRNE
65 5465 M. macedonicus Degirmenyani k.-EDIRNE
66 2457 M. macedonicus Pinarhisar-KIRKLARELI
67 2458 M. macedonicus Pinarhisar-KIRKLARELI
68 4360 M. domesticus* Pmarhisar-KIRKLARELI
69 4361 M. domesticus* Demirkdy- KIRKLARELI
70 4364 M. domesticus* Piarhisar-KIRKLARELI
71 4365 | M. macedonicus * Pmarhisar-KIRKLARELI
72 2402 | M. macedonicus * Pmarhisar-KIRKLARELI
73 2371 | M. macedonicus * Pmarhisar-KIRKLARELI
74 5457 M. macedonicus Biiyiikkarlsnran-TEKiRDAG
75 5458 M. macedonicus Biiyiikkarlsnran-TEKiRDAG
76 4362 M. domesticus Yuvali-TEKIRDAG
77 4363 M. domesticus Yuvali-TEKIRDAG
78 4226 M. domesticus* Gerede-BOLU
79 3944 M. domesticus* Abant-BOLU
80 4220 M. domesticus Mudurnu-BOLU
81 4221 M. domesticus Mudurnu-BOLU
82 5888 M. domesticus* Eskicaga-BOLU

*: Bant profillerine gore belirlenen tiirler.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan Mus 6rneklerinin laboratuar kayit numaralar ve

orneklerin toplandigi lokaliteler (devam)

Sira

No Kayit No Tiir ismi Bolge

83 4772 M. macedonicus Suluova-AMASYA
84 4819 M. macedonicus Suluova-AMASYA
85 4886 M. macedonicus * Suluova-AMASYA
86 5884 M. macedonicus * Kullar-IZMIT
87 5887 M. macedonicus * Kullar-IZMIT

*: Bant profillerine gore belirlenen tiirler.

Cizelge 3.2 Calismada dis grup olarak kullanilan tiirlerin laboratuar kayit numaralar ve

orneklerin toplandig lokaliteler.

Sira No | Kayit No Tiir ismi Bolge
88 5300 Apodemus Cataldere-RiZE
89 5299 Apodemus Cataldere-RIZE
90 4583 A.terrestris KIRSEHIR
91 4564 A.terrestris KIRSEHIR
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Sekil 3.1 Tirkiye’den Mus, Apodemus ve Arvicola terrestris 6rneklerinin toplandigi
bolgeler.(Mus domesticus: B | Mus macedonicus: I, Apodemus., Arvicola
terrestris )

3.2 Yontem

DNA izolasyonu i¢in, tiim Orneklerin (Mus 87, Arvicola 2, Apodemus 2) ependorf
tiiplere konularak -86°C’de saklanan bobrek dokular1 kullanildi. Tiim dokulardan total
DNA izole edildikten sonra, RAPD-PCR yontemi ile amplifiye edilen DNA 6rnekleri,

agaroz jel elektroforezinde kosturuldu.

3.3 DNA izolasyonu

16 populasyondan alinan Mus orneklerinin bobrek dokusundan DNA izole edildi. Dig
grup olarak kullanilan 6rneklerin Onceki ¢alismalarda izole edilmis olan DNA’lari
kullanildi. Bu islemde daha onceden Doyle ve Doyle (1991)’un DNA izolasyon
metodunun uyarlanmasiyla elde edilen setil Trimetil Amonyum Bromiir (CTAB) DNA
izolasyon metodu kullanildi. Metot asagida belirtildigi gibi sirasiyla uygulandi:

Kiiciik parcalara ayrilan doku 6rnekleri ependorf tiipiine konulduktan sonra iizerine 300

ul CTAB (Kloroform, Tris-HCI, EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit), NaCl)
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tamponu eklenip miimkiin oldugu kadar homojen bir siv1 elde edinceye kadar tek
kullanimlik havaneli ile ezildi. Homojenata sirasiyla 300 ul CTAB ve 50 ul BME (B-
Merkapto etanol) eklenip ependorf tiip hafifce karistirildi. Karisim 65°C’lik su
banyosunda 1 saat inkiibe edildi. 500 pl kloroform: izoamil alkol (C: IAA) (24:1) ilave
edilip karigim siite benzer bir kivama gelinceye kadar hafifce karistirildi. 13.000 rpm’de
+4°C’ de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij edilen dokularin ig¢inde oldugu ependorf
tiipleri, ayn1 egik acgida olacak sekilde buza yerlestirildi. DNA {istteki siv1 tabakada
olacagindan iist faz pipetle ¢ekildi ve ayr1 bir ependorf tiipiine konuldu. 500 pl -20°C’de
sogutulmus izopropanol tiiplere eklendi ve tiipler yavasca karistirildi. -80°C’de 30 dk
bekletildi. Daha sonra 13.000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
dokiildii ve pellet 2 kere %70, 1 kere de %100’liikk etil alkol ile yikandi. Ependorf
tiiptindeki pelletler laminar flow kabinde en az 1 saat kurumaya birakildi. Kuruyan
DNA’nin iizerine 200 pl Tris- EDTA (TE) tamponu ilave edilerek 37°C’de 1 saat
DNA’nin ¢dziinmesi saglandi. Elde edilen DNA 6rnekleri -20°C’de muhafaza edildi.

3.3.1 izolasyonda kullanilan c¢ozeltiler

CTAB Tamponu

CTAB :2gr

Tris-HCl : 1M 10 ml pH: 8.0

EDTA :0.5M 4 mlpH: 8.0

NacCl :5M 28 ml (Toplam hacim steril distile su (H,0) ile 100 ml’ ye tamamlandi)

TE Tamponu pH: 8.0

Tris Base ¢ozeltisi (IM) : 1 ml

EDTA (0,5 M) 220 ul

Tris Base : 1M pH: 8.0
EDTA : 0.5M pH: 8.0
NaCl : 5SM
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3.4 DNA Miktarinin Belirlenmesi

izole edilen 91 DNA 6rneginin spektrofotometre (Agilent 2100 Bioanalyser NanoDrop
ND-1000 Spektrophotometer) ile dl¢iimii yapilmistir. Bu 6l¢iimden alinan DNA miktari
ve safligt sonuclarinin tamami ¢izelge 3.3’de gosterildigi gibidir. Bir bobregin

yarisindan izole edilen DNA miktarlar1 542,0 ng/pl ile 9149,9 ng/ul arasinda, safliklar

ise 1,85 ile 2,11 arasindadir. DNA 6rnekleri ¢alisma boyunca -20°C’de saklanmustir.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan Mus 6rneklerinden elde edilen DNA’ larin
spektrofotometre ile 6l¢lim sonuglari.

Sira No | Kayit No Lokalite ng/ pl * 260/ 280 **
1 3963 Beykoz- ISTANBUL 998,3 2
2 3947 Koriibati- DUZCE 1935,1 2
3 3948 Koériibati- DUZCE 1569,3 1,99
4 3936 Samandere- DUZCE 2216,5 1,99
5 4224 Haciyakup koyii- DUZCE 13472 2
6 3950 Samandere- DUZCE 2296,1 2,11
7 3900 Akcakoca-DUZCE 1751,8 2,05
8 3893 Saka kdyii-ZONGULDAK 368,1 1,98
9 3953 | Karaelmas U.- ZONGULDAK 2715,5 2
10 3894 | Karaelmas U.- ZONGULDAK 4489 1,98
11 3952 Karaelmas U.- ZONGULDAK 2161,9 2,01
12 4090 Cerdek koyii-BARTIN 674,7 1,98
13 4091 Cerdek koyii-BARTIN 14448 2,03
14 4053 Cerdek koyii-BARTIN 1705,7 2,03
15 4051 Cerdek koyii-BARTIN 2058,3 2,01
16 4092 BARTIN 975,4 2,01
17 2805 Kurupelit-SAMSUN 2290,7 1,96
18 2806 Kurupelit-SAMSUN 18234 2,02
19 3411 Gelemen-SAMSUN 12358 1,91

* 1 pl’ deki ng cinsinden DNA miktari
** . Spektrofotometrede 260/280 nm’ de okutulan DNA’ nin saflik derecesi
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Cizelge 3.3 Calismada kullanilan Mus 6rneklerinden elde edilen DNA’larin

spektrofotometre ile 6l¢lim sonuclari.

Sira No | Kayit No Lokalite ng/ pl * 260/ 280 **
20 3412 Gelemen-SAMSUN 1011,8 1,94
21 5119 Kavak-SAMSUN 34264 1,85
22 5120 Kavak-SAMSUN 1227,6 2
23 2876 Kurupelit-SAMSUN 1181,9 1,95
24 2878 Kurupelit-SAMSUN 3553,7 2
25 3781 Fatsa-ORDU 1522,7 1,97
26 3782 Fatsa-ORDU 2168.8 2
27 3783 Fatsa-ORDU 1989.5 1,99
28 3853 Fatsa-ORDU 737,7 2,02
29 3426 Efrili-ORDU 981,4 1,91
30 3429 Efrili-ORDU 2849,2 1,91
31 3854 Efrili-ORDU 1043,3 1,97
32 3470 Efrili-ORDU 1913,1 1,99
33 3833 Kesap-GIRESUN 1298,9 1,98
34 3834 Kesap-GIRESUN 2045,2 2
35 3857 Kesap-GIRESUN 542 2,07
36 3855 Kesap-GIRESUN 1081,1 1,95
37 3856 Kesap-GIRESUN 1578,2 1,95
38 3830 Stirmene-TRABZON 2506,2 1,99
39 3836 Stirmene-TRABZON 9149,9 1,96
40 3858 Yomra-TRABZON 2198 1,97
41 3859 Yomra-TRABZON 2116 1,99
42 3835 Stirmene-TRABZON 1670,2 2
43 3837 Stirmene-TRABZON 1855,6 1,98
44 3771 Ikizdere-RIZE 1997,5 2
45 3772 Ikizdere-RIZE 5199,2 1,99
46 3793 Ardesen-RIZE 1374,3 2
47 3819 Ikizdere-RIZE 1461,7 1,94
48 3826 Ikizdere-RIZE 1798.,4 2,01

* o1 pl’ deki ng cinsinden DNA miktar1
** . Spektrofotometrede 260/280 nm’ de okutulan DNA’ nin saflik derecesi
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Cizelge 3.3 Calismada kullanilan Mus 6rneklerinden elde edilen DNA’larin
spektrofotometre ile 6l¢lim sonuclari.

Sira No | Kayit No Lokalite ng/ pl * 260/ 280 **
49 3794 Ardesen-RIZE 940,8 1,94
50 3792 Ardesen-RIZE 1335,5 2,11
51 3358 Ikizdere-RIZE 2463,3 1,97
52 3364 Ikizdere-RIZE 1040,7 1,94
53 3823 Bor¢ka-ARTVIN 1103,1 2,01
54 3824 Borcka-ARTVIN 2410,4 2,02
55 3839 Hopa-ARTVIN 1550,7 2,02
56 3840 Bor¢ka-ARTVIN 1611 2,05
57 3817 Bor¢ka-ARTVIN 1600,3 1,89
58 3809 Hopa-ARTVIN 678,5 1,86
59 3804 Hopa-ARTVIN 1064,2 1,99
60 3376 Ardanug-ARTVIN 1474,5 1,99
61 3770 Bor¢ka-ARTVIN 2059,1 2,01
62 5461 EDIRNE 1536,6 1,99
63 5462 EDIRNE 1690,5 1,97
64 5464 Degirmenyani k.-EDIRNE 1392,4 1,97
65 5465 Degirmenyani k.-EDIRNE 4377,3 1,99
66 2457 Pinarhisar-KIRKLARELI 2390.,9 1,98
67 2458 Pinarhisar-KIRKLARELI 3608,9 1,99
68 4360 Pinarhisar-KIRKLARELI 2093,6 2,04
69 4361 Demirkdy- KIRKLARELI 1443,8 2,01
70 4364 Pinarhisar-KIRKLARELI 2336,9 1,98
71 4365 Pinarhisar-KIRKLARELI 1374,6 1,98
72 2402 Pinarhisar-KIRKLARELI 1281,3 1,95
73 2371 Pinarhisar-KIRKLARELI 767,8 1,95
74 5457 Biiytikkaristiran- 1065,7 1,96
TEKIRDAG

75 5458 Biiyiikkaristiran- 2069,9 2
TEKIRDAG

76 4362 Yuvali-TEKIRDAG 1577,5 2,03

* 1 pl’ deki ng cinsinden DNA miktar1
** . Spektrofotometrede 260/280 nm’ de okutulan DNA’ nin saflik derecesi
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Cizelge 3.3 Calismada kullanilan Mus 6rneklerinden elde edilen DNA’larin
spektrofotometre ile 6l¢lim sonuclari.

Sira No | Kayit No Lokalite ng/ pl * 260/ 280 **
77 4363 Yuvali-TEKIRDAG 792,5 1,99
78 4226 Gerede-BOLU 1679,7 2
79 3944 Abant-BOLU 1793,3 2
80 4220 Mudurnu-BOLU 1175,6 1,97
81 4221 Mudurnu-BOLU 1569 2,04
82 5888 Eskicaga-BOLU 2500,1 1,97
83 4772 Suluova-AMASYA 2335,9 2,01
84 4819 Suluova-AMASYA 16949 2,02
85 4886 Suluova-AMASYA 2390,6 2,03
86 5884 Kullar-iZMIT 1576,5 2,02
87 5887 Kullar-IZMIT 1721,7 2,02

* 1 pl’ deki ng cinsinden DNA miktari
** . Spektrofotometrede 260/280 nm’ de okutulan DNA’ nin saflik derecesi

Cizelge 3.4 Caligsmada dis grup olarak kullanilan Apodemus ve Arvicola terrestris

orneklerinden elde edilen DNA’larin spektrofotometre ile 6l¢tiim sonuglar

Sira
N Kayit No Tiir Ad1 Lokalite ng/ pl* 260/ 280 **
0
88 5300 Apodemus | Cataldere-RIZE | 986,3 1,98
89 5299 Apodemus | Cataldere-RIZE | 843,6 2,02
90 4583 A.terrestris KIRSEHIR 1235,8 2,11
91 4564 A.terrestris KIRSEHIR 1870,6 2,07

* 1 pl’ deki ng cinsinden DNA miktari
** . Spektrofotometrede 260/280 nm’ de okutulan DNA’ nin saflik derecesi

3.5 RAPD Primerleri

Calismamizda kullanilan RAPD primerleri, rastgele secilmis 10 bazlik primerlerdir.
Bunlar Operon A (OPA), Operon B (OPB), Operon D (OPD) ve Operon J (OPJ) serisi
primerleridir (Thermo Electron). Toplam 64 primer ile 6n deneme yapilmis ve bunlar

arasinda en 1iyi sonu¢ veren 18 tanesi c¢alismalarda kullanilmistir. Segilen bu 18
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primerden de 1 tanesi (OPA-03) ile RAPD tekniginin tekrar edilebilirligini test etmek
amaciyla tekrar ¢aligmasi yapilmistir. Primerler G+C igerigi %60-70 olacak sekilde
secilmistir. Calismada kullanilan ornekler ¢izelgede baz dizileri verilen primerler ile

taranmigtir (Cizelge 4.1).

3.6 RAPD-PCR

Bu calismada PCR amplifikasyonunda daha 6nceden Kaya ve Neale (1995) (Cizelge
3.5) tarafindan uygulanan PCR dongli programinin, bazi degisikliklerle laboratuar
kosullarina uyarlanan sekli kullanilmistir. Calismada Thermo Electron Px2 Thermal
Cycler marka PCR cihazi kullanilmistir. Caligmada kullanilan PCR dongili programi
cizelge 3.6°da gosterildigi gibidir.

Cizelge 3.5 Kaya ve Neale (1995) tarafindan uygulanan PCR dongii programi

Basamak Sicakhik Siire Dongii Sayisi
On Denaturasyon 95°C 1 dakika 1
Denaturasyon 94°C 1 dakika
Baglanma 37°C 1 dakika 40
Uzama 72°C 2 dakika
Son Uzama 72°C 15 dakika 1

Cizelge 3.6 Bu caligmada kullanilan PCR dongii programi

Basamak Sicakhik Siire Dongii Sayisi
On Denaturasyon 95°C 1 dakika 1
Denaturasyon 94°C 1 dakika
Baglanma 36°C 2 dakika 45
Uzama 72°C 2 dakika
Son Uzama 72°C 15 dakika 1
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PCR optimizasyonu i¢in herhangi bir yontem denenmemis olup laboratuarimizda daha
onceden optimize edilmis olan yontem kullanilmistir. Bu calisma i¢in daha once
optimize edilen yontemdeki reaksiyon karisimi asagida belirtilen miktarlarda aynen

uygulanmistir. Calismada kullanilan reaksiyon karisimi;

1 ul DNA 6rnegi,

2.5 pl tampon (750mM Tris-HCI ph: 8.8, 200mM (NH4), SO4; Fermentas, Ukrayna),
0,3 ul (100 tinite) Tag DNA Polimeraz (Fermentas, Ukrayna),

4 ul ANTP karisimi (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

2 pl 2mM MgCl,,

1 ul (1pmol) primer (Thermo Electron) den olusmaktadir.

Toplam hacim 14.2 ul steril distile H,0 ile 25 ul’ye tamamlanmaistir.

3.7 Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR iiriinleri 5 pl yiikleme tamponuyla (%40°’lik siikroz, xylene cyanol FF
ve Bromophenol Blue) karistirilarak %1.5°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Jeller 1X
Trisma Base, Glacial Asetic Asid, EDTA (TAE) tamponunda 70 Voltta 4 saat
yiiriitiildiikten sonra Spg/ml’lik etidyum bromid solusyonu ile 30 dakika boyanmis ve
UV 15181 altinda (KODAK Jel Goriintiileme Sistemi) goriintiilenmistir.

3.8 Jellerin Yorumlanmasi

Amplifikasyon iirtinleri gorsel olarak degerlendirilmistir. Tiim bantlar degerlendirmeye
alinmistir. RAPD bantlarinin biiytikliigilinii belirlemek amaciyla 100-3000 baz ¢ifti (bg)
arasindaki bantlar1 igeren DNA standardi (Generuler™ 100 base pair Plus DNA Ladder

Fermentas) kullanilmigtir.
Calisilan orneklerde bantlar var olma ve olmama durumuna gore degerlendirilmistir.

Var olan her bir haploit bant i¢in “1” rakami, olmayan bant i¢in ise “0” rakami

kullanilmastir.
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3.9 Veri Analizleri

Veri dosyalar1 POPGENE (Yeh vd. 1997)’de analiz edilecek sekilde hazirlanmistir. Her
ornek icin gozlenen allel sayisi, etkili allel sayis1t Nei’nin genetik c¢esitliligi (1987) ve
Shanon information indeksi hesaplanmistir. Ek olarak populasyondaki bir bireyin
beklenen heterozigotlugu ve tiim populasyonda bir bireyin beklenen heterozigotlugu

Hardy-Weinberg beklentilerine gore hesaplanmistir.

Alt populasyonlar arasindaki genetik farklilagmanin nisbi biiytikliigti Nei (1987)’ye gore
hesaplanmistir. Gen akisi= 0,5 (1- nispi genetik farklilasma degeri)/(nispi genetik
farklilasma degeri) formiilii kullanilarak her lokus i¢in nesil bagina goglerin ortalama
sayisini ve lokuslar arasindaki ortalama degeri hesaplamak i¢in nispi genetik farklilasma

degeri kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

16 lokaliteden toplanan 87 Mus, 2 Arvicola ve 2 Apodemus 6rneginden izole edilen
DNA’lar %1’lik agaroz jelde kosturulmustur. DNA’larin varligi belirlendikten sonra
nanodrop spektrofotometrede Olgiilerek saflik dereceleri ve miktarlar1 belirlenmistir
(Cizelge 3.3-3.4). Sekil 4.1’de Mus Orneklerinin bir boliimiiniin total DNA’larinin
agaroz jel lizerindeki goriintlisii verilmistir. Toplanan 91 o6rnek tiim denemelerde
kullanilmistir ancak 1. drnek Istanbul lokalitesindeki tek 6rnek oldugu igin analizlerden

¢ikarilmstir.

RAPD-PCR c¢aligmalarinda az sayida (N = 4) ornek ile 64 primer kullanilarak 6n
deneme yapilmis ve bunlardan en iyi sonu¢ veren 18 tanesi secilerek tiim ornekler bu
primerler ile calisilmistir. RAPD tekniginin tekrarlanabilirligini test etmek amaciyla
caligilan primerlerin 1 (OPA-03) tanesi ile tiim Ornekler kullanilarak tekrar caligmasi
yapilmis ve benzer sonu¢ alinmistir. PCR isleminden sonra amplifikasyon iiriinleri
%1.5’1ik agaroz jelde kosturulmustur. Bu 18 RAPD markerinden ¢aligilan tiim 6rnekler
icin 230 bant elde edilmistir. Tiim 6rnekler i¢in her bir primerden elde edilen bant sayisi
cizelge 4.1°de gosterilmistir. Tiim Ornekler i¢in bant sayisinin OPA—03 primerinde en

diisiik (6 adet), OPD—03 primerinde ise en yiiksek (18 adet) oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.1 Calisilan Mus 6rneklerinin bir boliimiiniin total DNA’larinin agaroz
jel iizerindeki goriintiisii.
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Cizelge 4.1 Calismada kullanilan primerler ve her bir primerden elde edilen bant sayisi

seams (s 3| T
OPA-01 CAGGCCCTTC 10
OPA-03 AGTCAGCCAC 6
OPA-08 GTGACGTAGG 16
OPA-09 GGGTAACGCC 13
OPA-10 GTGATCGCAG 8
OPA-11 CAATCGCCGT 10
OPA-15 TTCCGAACCC 11
OPB-08 GTCCACACGG 14
OPB-12 CCTTGACGCA 9
OPB-17 AGGGAACGAG 16
OPB-18 CCACAGCAGT 15
OPD-03 GTCGCCGTCA 18
OPD-07 TTGGCACGGG 16
OPD-13 GGGGTGACGA 13
OPJ-09 TGAGCCTCAC 13
OPJ-12 GTCCCGTGGT 15
OPJ-14 CACCCGGATG 15
OPJ-19 GGACACCACT 12

Calisilan 18 primer ile elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel goriintiileri Sekil
4.2 — 4.19°da gosterilmistir. Jeller tizerindeki oklar; Mus cinsine ve M. domesticus ile

M. macedonicus’a 6zgli bantlar1 isaret etmektedir.
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Sekil 4.2 Calismada kullanilan 6rneklerin OPA-01 (5’- CAGGCCCTTC- 3’) primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon firiinlerinin agaroz jel {lizerindeki goriintiisi
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-85:
Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris (beyaz
ok: M. domesticus’a 6zgii bant).
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Sekil 4.3 Calismada kullanilan 6rneklerin OPA-03(5’-AGTCAGCCAC- 3’) primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki goriintiisii
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-85:
Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris (beyaz
ok: Mus cinsine 6zgii bant).
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Sekil 4.4 Calismada kullanilan 6rneklerin OPA-08 (5'-GTGACGTAGG-3'") primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel {izerindeki goriintiisii
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-85:
Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris (beyaz
ok: M. macedonicus’a 6zgii bant).

54



2 di. A 33 ﬁéh%ﬁt%ﬁﬁﬁm Al el

H-— — —
—-,,4 -

—— et g S ’

d 258 . :5‘ LT B | % Bl && B4 fb.l-\

Sekil 4.5 Calismada kullanilan 6rneklerin OPA-09 (5'-GGGTAACGCC-3'") primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel {lizerindeki goriintiisii
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-85:
Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris (beyaz
ok: M. macedonicus’a 6zgii bant).
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Sekil 4.6 Calismada kullanilan 6rneklerin OPA-10 (5'-GTGATCGCAG-3") primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki goriintiisii
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-85:
Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris (siyah ok:
Mus cinsine 6zgii bant, beyaz ok: M. macedonicus’a 6zgii bant).
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Sekil 4.7 Calismada kullanilan 6rneklerin OPA-11 (5'- CAATCGCCGT- 3') primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki goriintiisii
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-85:
Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris.
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Sekil 4.8 Calismada kullanilan 6rneklerin OPA-15 (5'- TTCCGAACCC- 3') primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel {lizerindeki goriintiisii
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-85:
Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris.
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Sekil 4.9 Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-08 (5'-GTCCACACGG-3') primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel {lizerindeki goriintiisii
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-85:
Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris (beyaz
ok: M. domesticus’a 6zgii bant siyah ok: M. macedonicus’a 6zgii bant).
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Sekil 4.10 Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-12 (5'-CCTTGACGCA-3'") primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon firiinlerinin agaroz jel iizerindeki goriintiisii
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-
85: Amasya, 86-87: izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris.
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Sekil 4.11 Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-17 (5'-AGGGAACGAG-3'") primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon firiinlerinin agaroz jel iizerindeki goriintiisii
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-
85: Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris
(beyaz ok: M. domesticus’a 6zgli bant).
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Sekil 4.12 Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-18 (5'- CCACAGCAGT- 3') primeri
ile elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel {izerindeki
gorlintiisii M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol.
Mus drnekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-
24: Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-
61: Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kurklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu,
83-85: Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris
(siyah ok: Mus cinsine 6zgli bant beyaz, ok: M. domesticus’a 6zgii bant).
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Sekil 4.13 Calismada kullanilan 6rneklerin OPD-03 (5'- GTCGCCGTCA -3') primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon iirlinlerinin agaroz jel iizerindeki goriintiisii
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-
85: Amasya, 86-87: izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris.
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Sekil 4.14 Calismada kullanilan 6rneklerin OPD-07 (5'-TTGGCACGGG -3') primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel {izerindeki goriintiisti
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-
85: Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris
(beyaz ok: M. domesticus’a 6zgl bant, siyah ok: M. macedonicus’a 6zgi
bant).
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Sekil 4.15 Calismada kullanilan 6rneklerin OPD-13 (5'-GGGGTGACGA -3') primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel {izerindeki goriintiisti
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-
85: Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris
(beyaz ok: M. domesticus’a 6zgii bant).
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Sekil 4.16 Calismada kullanilan 6rneklerin OPJ-09 (5'- TGAGCCTCAC- 3') primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel {izerindeki goriintiisti
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-
85: Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris
(beyaz ok: M. macedonicus’a 6zgii bant).
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Sekil 4.17 Calismada kullanilan 6rneklerin OPJ-12 (5'- GTCCCGTGGT- 3') primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon firiinlerinin agaroz jel iizerindeki goriintiisii
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-
85: Amasya, 86-87: izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris.
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Sekil 4.18 Calismada kullanilan 6rneklerin OPJ-14 (5'- CACCCGGATG- 3') primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel {izerindeki goriintiisti
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-
85: Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris
(beyaz ok: M. macedonicus’a 6zgi bant).
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Sekil 4.19 Calismada kullanilan 6rneklerin OPJ-19 ( 5'-GGACACCACT- 3') primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki goriintiisii
M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), C: Negatif kontrol. Mus
ornekleri: 1: Istanbul, 2-7: Diizce, 8-11: Zonguldak, 12-16: Bartin, 17-24:
Samsun, 25-32: Ordu, 33-37: Giresun, 38-43: Trabzon, 44-52: Rize, 53-61:
Artvin, 62-65: Edirne, 66-73: Kirklareli, 74-77: Tekirdag, 78-82: Bolu, 83-
85: Amasya, 86-87: Izmit, 88-89: Apodemus, 90-91: Arvicola terrestris
(beyaz ok: M. domesticus’a 6zgl bant, siyah ok: M. macedonicus’a 6zgii
bant).
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Calismamizda kullanmigs oldugumuz 18 primer arasindan; 4 primer sadece M.

domesticus, 5 primer ise sadece M. macedonicus i¢in spesifik bantlar vermistir. OPB-

08, OPD-07 ve OPJ-19 primerleri aynm jel iizerinde 2 tiir i¢in spesifik bantlar

vermektedir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Tiire 6zgii ayirdedici primerler (d- M. domesticus ve m- M. macedonicus alt

simgeler bantlarin molekiiler agirliklarini gostermektedir)

Primer Sekans (5' — 3") Tiirlere Ozgii Bantlar Bantlann
gosterildigi sekiller

OPA-01 CAGGCCCTTC d400-500 Sekil 4.2
OPA-03 AGTCAGCCAC -

OPA-08 GTGACGTAGG M900-1000 Sekil 4.4
OPA-09 GGGTAACGCC Moo Sekil 4.5
OPA-10 GTGATCGCAG M700-800 Sekil 4.6
OPA-11 CAATCGCCGT -

OPA-15 TTCCGAACCC -

OPB-08 GTCCACACGG dsoo, M0 Sekil 4.9
OPB-12 CCTTGACGCA -

OPB-17 AGGGAACGAG d700-s00 Sekil 4.11
OPB-18 CCACAGCAGT d700-s00 Sekil 4.12
OPD-03 GTCGCCGTCA -

OPD-07 TTGGCACGGG d1100-1200, Ms00 Sekil 4.14
OPD-13 GGGGTGACGA dsoo Sekil 4.15
OPJ-09 TGAGCCTCAC M300-400 Sekil 4.16
OPJ-12 GTCCCGTGGT -

OPJ-14 CACCCGGATG M$00-900 Sekil 4.18
OPJ-19 GGACACCACT d900-1000, M800-900 Sekil 4.19

RAPD-PCR metodu ile Mus cinsi ile dig gruplarin da ayrimi belirlenmistir. OPAO3,
OPA10 ve OPB18 primerleri ile elde edilen; A03-709-300, A10-1000 ve B18-309-400 bantlari
Mus cinsi i¢in spesifik bantlardir (Sekil 4.3, Sekil 4.6, Sekil 4.12).
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Calismamizda kullanmak iizere 15 populasyondan topladigimiz Mus (N = 86)

orneklerinin bazilarinin hangi tiire dahil oldugu bilinmemekteydi (Cizelge 3.1).

Kullanmis oldugumuz RAPD-PCR metodu ile amplifiye edilen DNA’larin jel
tizerindeki profillerine gore bu 6rneklerin hangi tiire ait oldugu belirlenmistir (Cizelge

43).

Cizelge 4.3 RAPD-PCR yontemi ile belirlenen Mus 6rnekleri

Lokalite Ornek No Kayit No Tiir

4 3936

Diizce > 4224 Mus domesticus
6 3950
7 3900

Zonguldak 8 3894 Mus domesticus
9 3952
14 4053

Bartin 15 4051 Mus domesticus
16 4092

Samsun 23 2876 Mus domesticus
24 2878

Ordu 32 3470 Mus macedonicus
35 3857

Giresun 36 3855 Mus domesticus
37 3856

Trabzon 42 3835 Mus domesticus
43 3837
48 3826
49 3794

Rize 50 3792 Mus domesticus
51 3358
52 3364
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Cizelge 4.3 RAPD-PCR yontemi ile belirlenen Mus 6rnekleri (devam)

Lokalite Ornek No Kayit No Tiir

57 3817
58 3809

Artvin 59 3804 Mus domesticus
60 3376
61 3770
68 4360

69 4361 Mus domesticus
Kirklareli 70 4364
71 4365

72 2402 Mus macedonicus
73 2371
78 4226

Bolu 79 3944 Mus domesticus
82 5888

Amasya 85 4886 Mus macedonicus

[zmit 86 S884 Mus macedonicus
87 5887

4.1 Istatistik Analizi Sonuclar

Istatistik analizleri icin POPGENE Microsoft Window-based Freeware for Population
Genetics Analysis, Version 1.31 (Yeh vd. 1997) programi kullanilmistir. Popgene
programu ile olusturulan genetik mesafe katsayilar1 (Nei, 1978) kullanilarak MEGA 4.0
(Tamura vd. 2007) programi ile UPGMA agaci ile ¢izilmistir.

Na : Her 6rnek icin gbzlenen allel sayis1
Ne : Etkili allel sayis1

Nm : Gen akis1

H  : Nei’nin genetik ¢esitliligi (1987)

| : Shannon information indeksi
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Hs : Populasyondaki bir bireyin beklenen heterozigotlugu

Hr : Tim populasyonda bir bireyin beklenen heterozigotlugu

Gsr : Alt populasyonlar arasindaki genetik farklilagsmanin nisbi bliytkligi
D : Nei’nin genetik mesafe degeri (1978)

Mus populasyonlarinin POPGENE programi ile yapilan genetik varyasyon (Nei 1987)
analizleri cizelge 4.4’de, genetik farklilasma (Nei 1987) degerleri cizelge 4.5°de,
genetik mesafe ve genetik benzerlik (Nei 1978) hesaplamalar ise Cizelge 4.6’da, tiim
populasyonlar arasindaki genetik mesafe verilerine gore elde edilen dendrogram (Nei

1978) ise Sekil 4.20°de verilmektedir.

Nei (1987)’ye gore Mus populasyonlart i¢in hesaplanan ortalama genetik cesitlilik
degeri H= 0,1093 (polimorfik lokus ylizdesi, %P= 4,7) (Cizelge 4.4), genetik
farklilasmay1 gosteren Gsp degeri 0.7084 ve populasyonlar arasindaki gen akisini

ifade eden Ny, degeri 0.2059 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.5).

Mus tiirlerini ayr1 ayr1 degerlendirdigimizde Mus domesticus populasyonlart igin
hesaplanan genetik farklilasma degerleri, Samdun-d populasyonunda en diisilk H=
0,0382 (%P= 8,70), Artvin-d populasyonunda ise bu deger en yiiksek seviyededir H=
0,1591 (%P= 40,87). Mus macedonicus igin; izmit-m populasyonunda en diisiik
H=0,0360 (%P= 8,70), Kirklareli-m populasyonunda ise bu deger en yiiksek
seviyededir H=0,1019 (%P=2739), (Cizelge 4.4).

73



Cizelge 4.4 Mus populasyonlarinin genetik varyasyon analizleri (Nei 1987)

Lokalite g;‘y‘;‘l‘ Na Ne H | P %P
Diizce -d 6 | 12826 | 12133 | 0,1168 | 01689 | 65 | 2826
Zonguldak-d 4 | 1,1238 | 1,0805 | 0,0475 | 0,0703 | 25 | 10,87
Bartin-d 5 | 1,2565 | 1,1622 | 0,0040 | 01400 | 59 | 25,65
Samsun- 6 | 12652 | 1,1704 | 0,0072 | 01442 | 61 | 26,52
Samsun-d 2 | 1,0022 | 1,0652 | 0,0382 | 0,0557 | 20 | 870
Ordu-m 4 | 12130 | 1,1658 | 0,0905 | 0,1303 | 49 | 21,30
Ordu-d 4 | 12130 | 1,1600 | 0,0886 | 0,1284 | 49 | 21,30
Giresun-d 5 | 1,2600 | 1,1752 | 0,1003 | 0,1479 | 60 | 26,09
Trabzon-d 6 | 1,2304 | 1,1526 | 0,0876 | 0,1294 | 53 | 23,04
Rize-d 9 | 1,4043 | 12605 | 0,1490 | 02205 | 93 | 40,43
Artvin- d 9 | 1,4087 | 12838 | 0,1591 | 02325 | 94 | 40,87
Edirne-m 4 | 1,1435 | 1,1059 | 0,0587 | 0,0853 | 33 | 1435
Kirklareli-m 5 | 12739 | 1,1725 | 0,1019 | 0,1519 | 63 | 27.39
Kirklareli-d 3 | 1,2478 | 1,1886 | 0,1041 | 0,1506 | 57 | 24,78
Tekirdag-m 2 | 1,1043 | 1,0738 | 0,0432 | 0,0631 | 24 | 1043
Tekirdag-d 2 | 1,1217 | 10861 | 0,0504 | 0,0736 | 28 | 12,17
Bolu-d 5 | 1,2000 | 1,1366 | 0,0772 | 0,136 | 46 | 20,00
Amasya-m 3 | 1,1478 | 1,0998 | 0,0574 | 00847 | 34 | 14,78
izmit-m 2 | 1,0870 | 1,0615 | 0,0360 | 0,0526 | 20 | 8,70
Ortalama 86 | 0,2683 | 0,2048 | 0,1093 | 0,0927 | 108 | 47

m: Mus macedonicus, , d: Mus domesticus.

Cizelge 4.5 Mus populasyonlari i¢in genetik farklilasma analizi (Nei 1987).

Ornek Sayisi HT HS GST Nm

86 0.2675 0.0780 0.7084 0.2059

Mus populasyonlar i¢in; Nei (1978)’ye gore hesaplanan genetik mesafe degerleri (D)
0.0259 ile 0.4280 arasindadir. M. domesticus drneklerinden olusan populasyonlart kendi
icinde analiz ettigimizde; genetik olarak en yakin populasyonlarin Giresun-d ve
Trabzon-d (0.0259), birbirine en uzak populasyonlarin ise Ordu-d ve Zonguldak-d

(0.4160) populasyonlar1 oldugu goriilmiistiir. M. macedonicus 6rneklerinden olusan
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populasyonlar1 da kendi icinde analiz ettigimizde; genetik olarak en yakin
populasyonlarin Izmit-m ve Amasya-m (0.0291), birbirine en uzak populasyonlarin ise

Tekirdag-m ve Ordu-m (0.3164) populasyonlar1 oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.6).

Genetik benzerlik verileri genetik mesafe degerleri ile uyumlu ¢ikmistir. M. domesticus
populasyonlart i¢in; Giresun-d ve Trabzon-d populasyonlari en fazla benzerlik gosteren
populasyonlarken (0.9715), Ordu-d ve Zonguldak-d populasyonlar1 genetik benzerlik
degerleri (0.6597) bakimindan birbirine en uzak populasyonlardir. M. macedonicus
populasyonlar1 i¢inde; izmit-m ve Amasya-m populasyonlar1 en fazla benzerlik gdsteren
populasyonlarken (0.9713), Tekirdag-m ve Ordu-m populasyonlari genetik benzerlik
degerleri  (0.7288)  birbirine en uzak populasyonlardir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6 Genetik mesafe (alt diagonal) ve genetik benzerlik (iist diagonal) hesaplamalari (Nei 1978)

LOKALITE 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12

13 14 15 16 17 18 19 20 21

1. Diizce-d *xxk - 0.8146 09525 0.8072 0.8713 0.9376 0.7455 0.9479 0.9298 0.9338 0.8994
2.Zonguldak-d 0.2051  **** (0.8273 0.6821 0.8314 0.8166 0.6597 0.8214 0.8307 0.8349 0.8136
3.Bartin-d. 0.0487 0.1896  **** (0.7572 0.8902 0.9273 0.7398 0.9450 0.9426 0.9490 0.9271
4. Samsun-m 0.2142 0.3826 0.2782  **** (7526 0.7757 0.8994 0.7836 0.7601 0.7659 0.7345

5. Samsun-d 0.1378 0.1846 0.1163 0.2842  **** (08606 0.7087 0.8734 0.8797 0.8803 0.8377

6.0rdul-m 0.0644 0.2026 0.0754 0.2540 0.1501  **** 0.7440 0.9333 0.9302 0.9316 0.8870
7.0rdu-d 02938 0.4160 0.3014 0.1060 0.3443 0.2957  **** (07680 0.7492 0.7523 0.7391

8. Giresun-d  0.0535 0.1967 0.0566 0.2438 0.1353 0.0690 0.2640 **** 0.9744 0.9621 0.9400
9. Trabzon-d 0.0727 0.1855 0.0592 0.2743 0.1282 0.0723 0.2888 0.0259  **** (09715 0.9325
10. Rize-d 0.0684 0.1805 0.0523 0.2667 0.1275 0.0708 0.2846 0.0386 0.0289  **** (9615
11. Artvin-d  0.1060 0.2063 0.0757 0.3085 0.1770 0.1199 0.3023 0.0619 0.0699 0.0392  ****
12. Edime-m  0.2214 0.3680 0.2920 0.1110 0.3573 0.2652 0.1503 0.2659 0.2808 0.2772 0.2981
13.Kirklareli-n 0.2051  0.3641 0.2589 0.1147 0.3534 0.2525 0.1690 0.2565 0.2564 0.2539 0.2924
14. Kirklareli-d 0.0673  0.2039 0.0469 0.2741 0.1356 0.0873 0.2999 0.0634 0.0654 0.0520 0.0755
15. Tekirdag-m 0.3046 0.4247 0.3270 0.1760 0.4280 0:3164 0.1673 0.3335 0.3332 0.3273 0.3500
16. Tekirdag-d 0.1256 0.2322 0.0834 0.3373 0.1669 0.1191 0.3517 0.0898 0.0824 0.0864 0.0939
17. Bolu-d 0.0543 0.2185 0.0516 0.2569 0.1391 0.0701 0.3164 0.0553 0.0504 0.0644 0.1109

0.8014
0.6921
0.7467
0.8949
0.6995
0.7671
0.8604
0.7665
0.7552
0.7579
0.7422
ook ok
0.0924
0.2665
0.1393
0.3123
0.2757

18. Amasya-m 0.2440 0.3642 0.2873 0.1035 0.3083 0.2445 0.1470 0.2409 0.2516 0.2612 0.3089 0.1069 0.1209 0.2591 0.1508 0.2925 02553  ****
19.1zmit-m 0.2627 0.3876 0.3138 0.1334 0.3417 0.2799 0.1960 0.2785 0.2899 0.2871 0.3226 0.1079 0.1173 0.2702 0.1647 0.3262 0.2824 0.0291  ****
20. Apodemus 0.2514 0.4640 0.3686 0.3285 0.4077 0.3200 0.4124 0.3315 0.3503 0.3407 0.3880 0.2926 0.3025 0.3266 0.4022 0.3879 0.3212 0.3201
21. Arvicola 0.5575 0.6848 0.6448 0.6923 0.7002 0.5942 0.7325 0.6426 0.6257 0.6147 0.6644 0.6718 0.6355 0.5977 0.8021 0.7231

0.8145 0.9349 0.7374 0.8819 0.9472 0.7835 0.7689 0.7777 0.5727
0.6949 0.8156 0.6540 0.7928 0.8037 0.6948 0.6787 0.6288 0.5042
0.7719 0.9542 0.7211 0.9200 0.9497 0.7503 0.7306 0.6917 0.5248
0.8916 0.7602 0.8387 0.7137 0.7734 0.9017 0.8751 0.7200 0.5004
0.7023 0.8732 0.6518 0.8463 0.8702 0.7347 0.7106 0.6652 0.4965
0.7769 0.9164 0.7288 0.8877 0.9323 0.7831 0.7559 0.7261 0.5520
0.8445 0.7409 0.8460 0.7035 0.7288 0.8633 0.8220 0.6621 0.4807
0.7738 0.9386 0.7164 0.9141 0.9462 0.7859 0.7569 0.7179 0.5259
0.7739 0.9367 0.7166 0.9209 0.9509 0.7775 0.7483 0.7045 0.5349
0.7758 0.9494 0.7209 0.9173 0.9376 0.7701 0.7504 0.7113 0.5408
0.7465 0.9273 0.7047 0.9104 0.8951 0.7342 0.7242 0.6784 0.5146
09117 0.7661 0.8699 0.7317 0.7590 0.8986 0.8977 0.7463 0.5108
Rk 0.7826 09078 0.7375 0.7749 0.8862 0.8894 0.7389 0.5297
02451  **** 0.7160 09111 0.9429 0.7718 0.7632 0.7213 0.5501
0.0968 0.3341  **** (07322 0.7117 0.8600 0.8481 0.6689 0.4484
0.3044 0.0931 03116  **** 09313 0.7464 0.7217 0.6785 0.4852
0.2550 0.0588 0.3401 0.0711  **** 07747 0.7540 0.7253 0.5400
0.9713 0.7261 0.4937
0.7198 0.4822
0.3288  **** (.5438
0.6162 0.7058 0.7294 0.6091 ****

m: Mus macedonicus, d: Mus domesticus, en ylksek genetik mesafe degeri,

en diisiik genetik mesafe degeri




Genetik mesafe degerleriyle olusturulan UPGMA dendogrami ilk olarak 2 dala
ayrilmustir. i1k dal Arvicola terrestris’i, ikinci dal ayni altfamilyadan olan Mus ve
Apodemus u olusturmaktadir. Mus ornekleri ise 2 gruba ayrilmistir. Bu gruplardan biri
M. domesticus digeri ise M. macedonicus Orneklerini icermektedir. M. domesticus™u
olusturan grupta, ic¢ine Giresun-Trabzon-Rize ve Artvin’i alan Dogu Karadeniz

orneklerini igeren bir kiimelenme goriilmiistiir.

Diizce -
Bolu-4
Bartm-d
Koklareli-a
Tvin- d . .
ize-d :| Dogu Karadeniz s domesticus
Giresun-o grubu
Trabzon-4
Ordu-d
Tekirdag-4
Samsun-4
Zonguldak-d
= — Samsun-m
Ordu-n
Tekirdag-m

Eeliraa o AMus macedonicus

Kuklareli-m
Amasva-n
— [zmit-m %

Apodemus
Arvicola terrestris

Ll o= 0 o [+ ] [+ 1. ¢ oc

m: Mus macedonicus, d: Mus domesticus.

Sekil 4.20 Calisilan tiim populasyonlara ait genetik mesafe degerleriyle olusturulmus
dendogram (Nei 1978)
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Nei (1987)’ye gore, M. domesticus ve M. macedonicus tiirleri igin ayr1 ayr1 genetik
varyasyon analizi yapilmistir. Bu analiz sonucunda; M. domesticus tiriinde Nm degeri
0. 2752 iken, M. macedonicus tiiriinde ise bu deger 0.1532’dir (Cizelge 4.7- 4.8). Bu
degerlere gore; M. domesticus populasyonlar1 arasinda gen akisinin M. macedonicus
populasyonlarma oranla daha fazla oldugu goriilmektedir. GST degeri ise;
M.macedonicus populasyonlari i¢in 0.7655 iken, M. domesticus i¢in 0.6450°dir (Cizelge
4.7- 4.8). Bu sonuglar da M. macedonicus populasyonlarinda genetik farklilasmanin M.

domesticus’a oranla daha fazla oldugu gostermektedir.

Cizelge 4.7 M. domesticus populasyonlar i¢in genetik farklilagma analizi (Nei 1987)

Ornek Sayisi HT HS GST Nm

60 0.2435 0.0864 0.6450 0.2752

Cizelge 4.8 M. macedonicus populasyonlari i¢in genetik farklilagsma analizi (Nei 1987)

Ornek Sayisi HT HS GST Nm

26 0.2793 0.0655 0.7655 0.1532

78



5. TARTISMA

Bugiine kadar bir ¢ok morfolojik, ekolojik, karyolojik ve molekiiler genetik caligmalar
Mus cinsinin sistematigini, yayilisin1 ve filogenetik iliskilerini anlamak i¢in yapilmistir
(Hsu vd. 1978, Nance vd. 1990, Mishra vd. 2002, Gdézcelioglu vd. 2005, Colak vd.
2006, Spiridonova vd. 2008a, Spiridonova vd. 2008b). Morfoloji, morfometri, allozim
analizleri ve mtDNA kontrol bolge dizileri cesitli bolgelerdeki Mus cinsine ait tiirlerin
teshislerinde kullanilmistir. Ancak bu cinsin ¢ok farkli cografik alanlarda yasamasi ve
farkli genetik analiz metotlarinin kullanimi yiiziinden cinsle ilgili birgok taksonomik
problemler ¢oziilmeden kalmistir (Hsu vd. 1978, Nance vd. 1990, Mishra vd. 2002,
Gozcelioglu vd. 2005, Colak vd. 2006, Spiridonova vd. 2008a, Spiridonova vd. 2008b).

Colak vd. (2006) morfolojik verilere dayanarak Tiirkiye’de M. domesticus ile M.
macedonicus’un yayilis gosterdigini ortaya koymuslardir ve iki tiirii ayirt edici
morfolojik ozellikleri tanimlamislardir. Arastirmacilarin  sonuglarinda; zygomatik
indeks (ZI) M. domesticus’da 0.32-0.47, M. macedonicus’ta ise 0.60-0.85 olarak
belirlenmistir. Bas+Gdvde/kuyruk (H+B/T) indeksi M. domesticus’da 0.87-1.05 iken M.
macedonicus’ta 1.08-1.78 arasinda degistigi saptanmistir. Diger bir ayirt edici 6zellik
olarak; pareital kemiklerin ventral kenarlarinin M. domesticus’da zikzak, M.
macedonicus’ta ise diiz ya da one dogru girinti yapmis bigimde oldugu tespit edilmistir.
Bakulum ve phallus 6zellikleri ise M. domesticus’u M. macedonicus’ tan ayirmamaistir.
Gozcelioglu vd. (2005) ise yapmis olduklar1 ¢alismada; morfolojik, morfometrik,
karyolojik ve izositrat dehidrogenaz enzim sistemi O6zellikleri yoniinden, Tirkiye’de
Bolu ve ¢evresindeki illerde toplamis olduklari 6rnekleri incelemislerdir. M. domesticus
ve M. macedonicus bireylerini ayirt etmislerdir. Bu ¢alismada M. domesticus ve M.
macedonicus’un  Karadeniz ve Trakya’da yayilis gosterdigi  belirlenmistir.
Calismamizda kullanmis oldugumuz RAPD-PCR metodu ile bu iki tiir birbirinden
ayrilmis ve her iki arastiricinin (Colak vd. (2006), Gozcelioglu (2005)) da sonuglari

desteklenmistir.

Spiridonova vd. (2008a), Eski Sovyetler Birligi bolgesindeki 29 lokalitedeki (N:180) M.

musculus tlriiniin 6 alt tiirii arasinda yapmis oldugu calismada; M. m. wagneri igin 9
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primer, M. m. domesticus i¢in 4 primer, M. m. gansuensis i¢in 1 primer, M. m.
musculus, M. m. castaneus, M. m. bactrianus i¢in 2 primeri spesifik molekiiler markirlar
olarak saptamiglardir. Arastiricilar alttiirler aras1 genetik farklilik seviyelerini
degerlendirerek, M. m. castaneus- M. m. domesticus, M. m. musculus- M. m.
gansuensis’i birbirine ¢ok benzeyen alttiirler olarak belirlemislerdir. M. m. wagneri nin
ise diger alttlirlerden ¢ok farkli oldugunu ortaya koymuslardir. Bu tez ¢aligmasinda ise;
3 primer (A03700-800, A101000 Ve B18300.400) Mus cinsi i¢in, 7 primer (A01- d400-500, BO8-
ds0o, B17- d700-800, B18- d700-800, DO7- d1100-1200, D13- ds00, J19- dogo-1000) M. domesticus
icin ve 8 primer (A08- moggo-1000, A09- meno, A10- m70-300, BOS- misg9, DO7- mggo, JO9-
mM300-400, J14- mgoo-900, J19- mgoo900) M. macedonicus i¢in spesifik molekiiler belirte¢

olarak belirlenmistir.

Spiridonova vd. (2008b) Rusya’da 10 farkli lokaliteden topladiklar alttiirler ile yapmis
oldugu calismada; RAPD belirtecleri (OPA-10, OPA-12, OPA-16, OPC-02, OPC-05,
OPC-07, OPC-08, OPD-05, OPD-06) ile alttiirlerin cografik dagilimlari, genetik
cesitliligi, genetik farkliligi ve akrabalik iligkilerini belirlemislerdir. Genetik mesafe
degerleriyle olusturulan dendogram 2 dala ayrilmis; ilk dal M. m. wagneri alttiiriinii
verirken, ikinci dal ise kendi i¢inde dogu ve bati populasyonlarini veren iki dala
ayrilmistir. Ev farelerinin alttiire 6zgii RAPD- belirteglerinin cografik dagilimi tek bir
bireyin 4 farkh alttiiriin karakterlerini tasiyabilecegini gostermistir. Yapmis oldugumuz
bu tez calismasinda; 16 lokaliteden toplam 90 ornekle calisilmistir. Kullanmisg
oldugumuz 18 primerin, 12 tanesi Mus tiirlerinin ayriminda belirgin rol oynarken, 3
primer ise 2 Mus tiirlinde de ortak bantlarla bu tiirleri dis grup olarak kullanilan
tiirlerden ayirmistir. Genetik mesafe degerleriyle olusturulan UPGMA dendogrami Mus
cinsini M. domesticus ve M. macedonicus olarak iki gruba ayirmistir. Spiridonova
(2008b)’nin caligmasinda RAPD belirtegleri alttiirleri dogu ve bati olmak iizere iki
gruba ayirdigi gibi calismamizda M. domesticus populasyonlart da belirgin bir sekilde
Dogu Karadeniz kiimelenmesi gostermistir. Bunun nedenleri arasinda, ilk olarak
cografik yapinin etkili oldugu diisiiniilebilir. Ciinkii Dogu Karadeniz bolgesi, Bat1 ve
Orta Karadeniz bolgelerine oranla daha sik daglara sahiptir ve kiy1 ile i¢c kesimler
arasinda bariyer olusturmaktadir. Ikinci olarak bu bélgenin iklimsel dzelliklerinin diger

bolgelere oranla daha sert olmasi Dogu kladinin ayrilmasinda etkili olabilir.
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Gilinduru (2008) Tiirkiye’nin Trakya ve Bati1 Karadeniz bolgelerindeki Mus ’larla yapmis
oldugu tez c¢alismasinda kullandig1 allozim teknigi ile M. domesticus ile M.
macedonicus’u birbirlerinden ayirmistir. Ayirict karakter olarak Idh-2 lokusu tespit
edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan RAPD analizi ile de Mus tiirlerini birbirinden ayiran
profiller belirlenmistir. RAPD verileri ile olusan sonuglar; allozim analizi, morfolojik
analiz (Colak vd. 2006) ve mtDNA analiz (Giindiiz vd. 2000b) sonuglari ile tutarli
sonuglar vermistir. Bu sonuglar, RAPD tekniginin tiir aymriminda kullanilabilir bir

yontem oldugunu gostermistir.

Bu ¢alismada Karadeniz ve Trakya’da yayilis gésteren Mus cinsine ait iki tiir RAPD-
PCR metotu ile analiz edilmistir. Yayilis alan1 dikkate alindiginda Trakya ile Karadeniz
arasinda bogazlar Mus cinsi bireyleri i¢in 6nemli bir bariyer goriintiisii vermektedir.
Ancak yapilan bu ¢aligmada insanlarla bir arada yasayan ve taginabilir 6zellikte olan M.
domesticus’un Trakya ve Karadeniz populasyonlar1 arasinda oOnemli bir fark
gozilkmemektedir. Sekil 4.20°de de goriildiigii gibi Trakya M. domesticus 6rnekleri Bati
Karadeniz bolgesinde yer alan Diizce- Bolu- Bartin populasyonlari ile ayn1 kiimede yer
almaktadir. Dogu ve Bati populasyonlarindan olusan kiimeye sirayla Tekirdag, Orta
Karadenizden Samsun populasyonu ve Bati Karadenizden Zonguldak populasyonu
baglanmaktadir. Mus orneklerinin insanlar tarafindan tasinabilirligi nedeniyle (Giindiiz

vd. 2005) bogazlarin bu tiirde gen akisin1 kesmede etkili olmadigini ortaya koymaktadir.

Zonguldak populasyonunun Bati Karadeniz kladini olusturan Diizce- Bolu- Bartin
populasyonlarina baglanmamasi, ayri bir dal olusturmasinin sebebinin Zonguldak
bolgesinin farkli cografik yapisindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir (Helvact vd.

2011)

Genetik mesafe degerleriyle olusturulan UPGMA dendrograminda her iki tiiriin de
Trakya populasyonlar1 Karadeniz populasyonlari ile birlikte kiimelenmistir. M.
domesticus tiri i¢in insan etkileri bunun sebebi olabilirken, yabani tlir olan M.
macedonicus i¢in bogazlarin bariyer olabilecegi beklenmesine karsin UPGMA
dendrograminda bu tiiriin Trakya ve Karadeniz populasyonlar1 bir arada
kiimelenmesinin sebeplerinin arastirilmast i¢in daha fazla 6rnek ve farkli metotlar

kullanilmas1 gerekmektedir.
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Caligmamizda kullandigimiz primerler ile jeldeki bant profillerinden iki tiir birbirinden
rahatlikla ayirt edilmesine ragmen, Spiridonova (2008b)’nin calismasinda oldugu gibi
tiir i¢i alt populasyonlar1 profillerden ayirt edecek spesifik bantlar tespit edilememistir.

Bunun i¢in primer sayisinin arttirilmasi yararl olabilecektir.

Sonu¢ olarak bu caligmada Trakya ve Karadeniz bdlgesinde Mus cinsine ait M.
domesticus ve M. macedonicus’un yayilig gosterdigi ortaya konmustur. Bu c¢alismada
kullanilan RAPD belirte¢leri, Mus tiirlerini birbirinden ayirmada ayiric1 karakter olarak
ortaya ¢ikmistir. M. domesticus i¢in 7 primer ve M. macedonicus igin 8 primer ayirici
profiller vermistir. RAPD  belirtegleri tiirlerin  ayriminda  belirleyici  iken
altpopulasyonlarin ~ ayriminda  yeterli ~ olmamistir.  Trakya ve  Karadeniz
populasyonlarinin taksonomik statiilerinin daha iyi belirlenmesi ve bogazlarin etkisinin
daha iyi anlasilabilmesi icin ¢ok sayida Ornegin incelenmesi ve daha fazla genetik
belirtegin (mtDNA, Mikrosatellit ve niikleer DNA) birlikte kullanilarak analiz edilmesi

uygun olacaktir.
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