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Apodemus mystacinus Balkanlar’dan Orta Asya ve Kafkasya’ya kadar genis yayilis
gostermektedir. Tiirkiye’de 4. mystacinus’un Ug alttiirii bulunmaktadir. Daha 6nceki bir ¢ok
calisma da dahil olmak tlizere, A. mystacinus’un Tirkiye’deki taksonomik durumu problemlidir.
Bu ¢alismanin amaci, Tirkiye’deki 4. mystacinus’un DNA markerlarina dayanarak genetik
yapisini arastirmak ve populasyon genetigine katkida bulunmaktir. Tiirkiye’deki 9 lokaliteden
toplam 18 birey toplandi. 4. mystacinus populasyonlarindaki genetik varyasyonun miktarin
ortaya koymak i¢cin RAPD-DNA marker sistemi kullanildi. Calisilan populasyonlar arasindaki
genetik iligkileri gostermek icin Nei’nin genetik mesafe ve genetik benzerlik hesaplamalarn
kullanildi. Hesaplamalar POPGENE ve POPULATION bilgisayar programlari ile yapild.
Calisilan 60 RAPD markerinin 14 tanesi 154 polimorfik RAPD bandi ortaya koymustur. A.
mystacinus populasyonlart i¢in hesaplanan genetik farklilik Trabzon populasyonunda H=
0,0227 (%P= 4,55) ile Mugla populasyonunda H= 0,2045 (%P= 40,91) araligindadir. A.
mystacinus populasyonlarindaki toplam genetik farkliik Hy = 0,3087 olarak hesaplandi.
Calisilan populasyonlar arasindaki genetik farklilign gosteren Ggr degeri (0,7438) oOnemli
derecede yiiksek c¢ikti. Genetik mesafe verisiyle olusturulan dendogram 3 kiimelenme gdsterdi.
A. mystacinus kiimesindeki gruplanmanin onceden belirlenen alttiir kategorileri ile kismen

uyumlu idi.
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ABSTRACT
Master Thesis

RAPD-PCR ANALYSIS OF ROCKY MOUSE, Apodemus mystacinus (DANFORD
AND ALSTON,1877) (MAMMALIA: RODENTIA) IN TURKEY

Giil OLGUN
Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Reyhan COLAK

Apodemus mystacinus is widely distributed from Balkans to Middle East and Caucasus.

Three subspecies of 4. mystacinus are distributed in Turkey. Despite of several previous studies,
the taxonomic status of 4. mystacinus in Turkey is problematic.The aim of the present study is
to survey genetic structure based on DNA markers and to make contribution to the taxonomic
status, population genetics of 4. mystacinus in Turkey. A total of 18 specimens were collected
from 9 locations in Turkey. To explore the extent of genetic variation in A. mystacinus
populations a Randomly Amplified Polymorphic DNA marker system was used. The estimates
of NEI’s standart genetic identity and standart genetic distance were calculated to show the
genetic relationships between studied populations. All estimations were calculated with the
POPGENE and POPULATION softwares. With the 60 RAPD markers tested, 14 of them
yielded 154 polymorphic DNA bands. The estimated genetic diversity for A. mystacinus
populations was ranged from H= 0.0227 (%P= 4.55) for Trabzon and to 0.2045 (%P=40.91) for
Mugla population. The total genetic diversity was calculated as Hr= 0.3087 in A. mystacinus
populations from Turkey. Ggsr value calculated was high (0.7438) indicating that genetic
differentiation among the studied populations was substantial. Dendogram constructed with
genetic distance data contained 3 clusters. The groupings in the A. mystacinus cluster were

partly consistent with the previously assigned subspecific categories.

2007, 62 Pages
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1. GIRIS

Orman faresi Apodemus Kaup, 1829 cinsi Palearktik bolgenin 1liman alanlarinda genis
yayilis gostermektedir (Filippucci et al. 2002). Cins, Zimmermann (1962)’a gore ii¢
altcinse ayrilmaktadir. Bu altcinslerden Apodemus Kaup, 1829 Orta Avrupa’dan Dogu
Asya’ya kadar, Sylvaemus Ognev and Worobiev (1923) Bat1 Palearktik’te ve Alsomys
Dukelski (1829) Dogu Palearktik’te yayilis gostermektedir (Musser and Carleton 1993).
Bununla beraber son zamanlarda Apodemus-Sylvaemus sistematik problemi lizerine
odaklanan Musser et al. (1996), orman faresini ii¢ altcins altinda toplamistir. Bunlar,
Sylvaemus, Apodemus ve Argenteus’dur. Bu altcinslerde yer alan tiirler asagidaki
gibidir:
Sylvaemus altcinsi: A.sylvaticus

A.flavicollis

A.uralensis

A.mystacinus

A.fulvipectus

A.hermonensis

A.alpicola

A.arianus

A.hyrcanicus

A.ponticus

A.rusipes

A.wardi
Apodemus altcinsi: A.agrarius

A.chevrieri

A.speciosus

A. peninsulae

A.latrorum

A. droco

A. semotus

A.gurkha

Argenteus altcinsi: A.argenteus



Balkan Yarimadasi ve Ortadogu’da bulunan Apodemus mystacinus, diger Sylvaemus
tiirlerinden morfolojik olarak acik bir sekilde ayrilabilir ve bundan dolay1 bazi yazarlar
tarafindan Karstomys (Martini 1939) altcinsine ayrilmis olmakla birlikte Karstomys’in

gecerliligi genellikle kabul edilmemistir (Filippucci ef al. 2002).

Ancak bu altcins ayrimlar1 ve altcinsler i¢indeki tiirlerin taksonomik durumlar1 hala

tartismalidir.

Tiirkiye’de Apodemus cinsine ait alt1 tiir yayilis gostermektedir. Kayalik faresi olarak
bilinen Apodemus mystacinus’un Tirkiye’deki kaydi ilk olarak Danford and Alston
(1877) tarafindan Sebil (Mersin)’den verilmistir. Bu tiir, deniz seviyesinden 2700 m
yiikseklige kadar, ormanlarin i¢cinde veya agik alanlarda bulunan kayalik bolgelerde
yasar (Colak vd. 2004). A. mystacinus, Yunanistan, Yugoslavya, Bulgaristan, Suriye,
Liibnan, Filistin, Irak ve Kafkasya’da yayilis gostermektedir (Ellerman and Morrison-
Scott 1951, Corbet 1978, Musser and Carleton 1993). Tiir, bes alttiire sahiptir.

Bu alttiirlerden:

A. m. mystacinus Danford and Alston, 1877 Sebil’de

A. m. epimelas Nehring, 1902 Yunanistan ve Ege Adalari’nda

A. m. smyrnensis Thomas, 1903 Bat1 Tiirkiye’de

A. m. rhodius Festa, 1914 Rodos ve Girit Adalari’nda

A. m. euxinus Allen, 1915 Tirkiye’nin kuzeyinde Altindere (Trabzon)’de
kaydedilmistir.

Ellerman (1948), A. m. rhodius ve A. m. smyrnensis’i A. m. mystacinus’un sinonimi
olarak kaydetmistir. Ellerman ve Morrison-Scott (1951)’a gore A. m. euxinus, ayr1 bir
alttiirdiir ve A. m. smyrnensis, A. m. mystacinus’un sinonimidir. Mezherin (1997), 4. m.
epimelas’1 tir statiisiine yerlestirmis ve bu da alloenzim calismalarina dayanarak
Filippucci et al. (2002) tarafindan desteklenmistir. Vohralik et al. (2002), A. m.
mystacinus ve A. m. epimelas’in taksonomik statiilerini teyit ederek Altindere
(Trabzon)’den tanimlanan A4. m. ewuxinus’un farkli bir alttlir olamayacagini
belirtmislerdir. Dogramaci (1972) morfolojik ve biyometrik degerlendirmelerinde, 4. m.

mystacinus ve A. m. euxinus’un Anadolu’da yayilis gosterdigini ve 4. m. mystacinus’un



Balkanlar’da yasayan A. m. epimelas’tan ayrildigini, Ardanu¢ Orneklerinin A. m.
mystacinus ve A. m. euxinus arasinda hibrit 6zellikte oldugunu kaydetmistir. Verimli vd.
(2000), Bat1 Anadolu, Akseki ve Ardanu¢ populasyonlarinin kan serum proteinlerine
gore ayrildiklarini gostermistir. Colak vd. (2004), yaptiklar1 calismalarda morfolojik ve
biyometrik Ozelliklerine gore 4. m. mystacinus’un A. m. euxinus’tan ayrildigini

kaydetmislerdir.

Son yillarda morfolojik olarak benzer taksonlarin taksonomik statiilerinin
belirlenmesinde genetik markerler kullanilarak filogenetik iliskilerden yararlanilmakta
ve bu bilgiler, diger karakterlerle birlikte kullanilmaktadir. Populasyon igi ve
populasyonlar arasindaki genetik degiskenlik {izerindeki caligmalar, tlirlesme ve
evrimsel degisimlerin daha iyi anlasilabilmesi i¢in iyl bir bakis agisi saglayabilir
(Almeida et al. 2000). Genetik calismalardan yararlanilarak bir¢ok yeni tiir tanimlanmis
(Filippucci et al. 1989, Mezhzherin and Zagorodnyuk 1989, Vorontsov et al. 1992) ve
cesitli alttiirler tlir seviyesine ylikseltilmistir (Storch and Liitt 1989, Mezhzherin 1991,
Vogel et al. 1991, Mezhzherin et al. 1991, Vorontsov ef al. 1992, Orlov et al. 1996).

Apodemus cinsi lizerinde yapilan sistematik caligmalar i¢in geleneksel morfolojik
yaklasimlar, tiirlerin benzer dig goriintimleri ve ozellikle Sylvaemus altcinsi i¢indeki
fenotipik sibling tiirlerin yaygin olarak bulunmasi yiiziinden zordur. Bu yilizden ¢esitli
genetik markerlerin (belirteglerin) kullanildigi uygulamalarda 6nemli basarilar elde
edilmistir (Engel et al. 1973, Csaikl et al. 1980, Britton-Davidian et al. 1991, Filippucci
1992, Lavrenchenko and Likhnova 1995, Vapa et al. 1995). Ancak son yillarda allozim
caligmalar1 disinda genomik ve mitokondriyal DNA iizerinde PCR’a dayali c¢esitli
molekiiler filogenetik yaklasimlar1 kullanan arastirmalar da yapilmistir (Csaikl et al.
1990, Michaux et al. 1996, Chelomina et al. 1998, Reutter et al. 2002, Makova et al.
2000, Suzuki et al. 1990, Libois et al. 2001, Tegelstrom and Jaarola 1989, Michaux et
al. 1998, Chelomina 1998, Hsu and Lin 2001, Bellinvia et al. 1999, Michaux et al.
2005).

Biitlin bu bilgilere dayanarak A. m. mystacinus ile A. m. euxinus alttiirlerinin

taksonomik durumlarinin kesinlik kazanmadig1 ve taksonomik problemlerin ¢6ziimiinde



uygulanan metotlarin yaninda yeni metotlarin kullanilmasinin  gerekli oldugu
anlasilmaktadir. Bu nedenle RAPD-PCR yontemi ile 4. mystacinus populasyonlarinin
analiz edilerek alttiir problemlerinin ¢6ziimiine ve tliriin populasyon genetigine katki

saglamasi tezin amacini olusturmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER
Regnum: Animalia
Classis: Mammalia

Subclassis: Eutheria

2.1 Ordo: Rodentia

Rodentia ordosu 29 familya, 400’i askin cins ve 2800°iin iizerinde tiiriiyle memeli
simifinin en biiylik takimidir (Ognev 1947, Wilson and Reeder 1993). Antartika ve
Kutuplar, Yeni Zelanda ve birka¢ okyanus takimadasi hari¢ tiim karalara yayilmis
olarak bulunurlar. Bu hayvanlar kara, agag, toprak alt1 ve yar1 sucul olarak ¢ok farkli
habitatlarda yayilis gosterirler. Cigneme kaslari ve kafa yapilar, kemiricileri

siiflandirmak i¢in 6nemli kriterlerdir.

Rodentia takiminmi digerlerinden ayiran en onemli diagnostik karakter, kopek disleri ve
On az1 diglerinin kaybolmasi ile olusan diestema boslugudur. Kesiciler altta ve iistte tek
bir ¢ifte indirgenmistir. Bu disler, agcik koklerden siirekli olarak gelisirler ve keski
seklinde bir kesici kisma sahiptirler. Alttaki kesiciler 6zellikle geriye dogru g¢enenin

bogumlu bir kismina ulasincaya kadar uzayan uzun bir oyuk i¢inde yer edinir.

Bazi tiirlerde besinin toplanmasina yarayan yanak keseleri vardir. Mideleri basit, kor
bagirsaklart uzundur. Kuyruklari uzun, bazi tiirlerde pullarla ortiiliidiir. Toprak altinda
tiineller kazarak yasayanlarda tirnaklar gelismistir. Gozler yasam bi¢imine bagli olarak
farkli biiyiikliikte olabilir. Toprak altinda yasayanlarda goézler kiigiilmiis hatta bazi
tiirlerde korelerek deri altinda kalmistir. Gececil olanlarda ise oldukca biiyiiktiir.
Kulaklar da yasam bicimine gore degisik sekiller gosterirler. Ornegin toprak altinda ve
suda yasayanlarda oldukca kiigiilmiistiir. Gebelik siireleri 14—170 giin arasinda degisir.
Cogunlugu yilda birka¢ defa dogururlar ve her defasinda 1-18 yavru yaparlar. Kiiciik
kemiriciler iki y1ldan daha az yasarlar (Ceyhan 2007).



2.2 Familia: Muridae (Fareler ve Sicanlar)

Viicut biiytikliigii ev faresinden sigan biiyiikliigiine kadar degisir. Kuyruk uzun, bedenin
2/3 kadaridir. Kulaklar, gozler ve ardayaklar nispeten biiyiiktiir. Molarlar daima kokli
ve c¢igneme ylizeylerinin istii kabarik ¢ikintili, c¢ikintilar en iyi olarak M’de
taninmaktadir. Kafasinda biiyiik infroorbital kanal bulunur. Beslenme, ¢ok cesitli olup

tohum ve meyveleri tercih ederler. Kis uykusuna yatmazlar (Ceyhan 2007).

2.3 Genus: Apodemus Kaup, 1829

Apodemus cinsi, disteki enamelin katlanma sekli, tutunucu 6zellikte olmayan kuyruk ve
normal kafatas1 sayesinde karakterize edilmektedir. Apodemus cinsi tiirleri kiigiik ve
orta biiylikliikteki farelerdir. Biiyiikk kulaklar ve gozlere sahiptir. Dorsalde belirgin
sartyla karismig koyu kahverengi hakimdir. Ventral kokii solgun gridir. Kiirkleri
genellikle yumusaktir ve hi¢ dikenli degildir. Apodemus cinsi tiirlerinin dis formiilleri 1
1/1 ¢ 0/0 pm 3/3 seklinde olup 16 adet dise sahiptirler. Kuyruk ince killarla kaplidir.

Cinsin Tiirkiye’de yasadigi bilinen alt1 tliri mevcuttur. Bunlar Apodemus mystacinus,
Apodemus sylvaticus, Apodemus flavicollis, Apodemus agrarius, Apodemus uralensis ve

Apodemus iconicus’dur (Demirsoy 1996).

2.3.1 Species: Apodemus mystacinus Danford and Alston, 1877

Asyatik Tirkiye (Anadolu)’de yayilis gostermektedir. Ormanlarin i¢indeki kayalik
bolgeler ya da acik alanlarda bulunan kayalik bolgelerde yasarlar. Dorsal kiirk rengi,
ortasinda daha koyu bir hat bulunduracak sekilde gri-siyah olarak kir¢illi sekilde
renklenmistir. Yiiz bolgesi bazi Orneklerde biraz daha acikken, geneli dorsal kiirk
rengine yakindir. Sirt kistmda bulunan koyu hat burundan kuyruk ucuna kadar ilerler.
Karin bolgesiyle, dorsal kisim arasinda hat belirgindir. Kuyruk {ist ylizeyi dorsalle, alt
yiizeyi ise karin bolgesiyle uyumlu olup iki renklidir. Karin kiirkii saf beyazdan koyu
griye kadar varyasyon gosterir. Gogiis lekesi bulunmamaktadir. On ve ardayaklarin iist
kism1 beyaz ince, sik killarla ortiiliidiir. Ayak tabanlar ¢iplak, tabandan geri kalan kisim

karin kiirkiine benzer (Yigit vd., 2006).



2.3.2 Species: Apodemus sylvaticus Linnaeus, 1758

Tim Tirkiye’de yayilis gostermektedir. Tarlalarda aga¢ topluluklarinin bulundugu
yerlerde yasarlar. Sirt kisimlar1 grimsi kahverengi; sirtin orta kismi genellikle
koyulasmis; karin kismi beyazimsi giimiis grisidir. Gerdandaki sarimsi kahverengi
benek, daha dar ve daha uzundur. Kuyruk belirgin olarak iki renkli; iistte sirtin ortasi
gibi koyu renkli, altta agiktir (Demirsoy 1996).

2.3.3 Species: Apodemus flavicollis Melchior, 1834

Tim Tiirkiye’de yayilis gostermektedir. Yagis alan ve yapraklarimi doken ormanlari
tercih ederler. Dorsal kiirk acik kizildan, koyu griye kadar ¢cok genis farkliliklar gosterir.
Yiiz bolgesi dorsal kiirkle ayni renktedir. Dorsaldeki koyu ¢izgi tamamina yakininda
bulunmasina ragmen bazi1 orneklerde yok ya da ¢ok belirsiz sekildedir. Kuyruk iki
renklidir, alt kismi ventral, tist kism1 dorsal kiirk rengindedir. Karin kiirkii kirli beyaz
renktedir. Gogiis lekesi ¢ok cesitlilik gostermektedir, genelde belirgin olmakla beraber,
kiigiik lekeli ya da lekesiz drnekler de mevcuttur. On ve ardayaklarin iist kismi sik, kisa
ve kirli beyaz killarla kaplidir. Ayak tabanlar ise ¢iplaktir. Topuk kisimlarinda belirgin
bir koyulagsma vardir (Yigit vd. 2006)

2.3.4 Species: Apodemus agrarius Pallas, 1771

Trakya’nin kuzeyinde yayilis gostermektedir. Yaprak doken agaclarin bulundugu
ormanlarda yasarlar. Dorsal kiirkii koyu kahverengi renktedir. Dorsaldeki siyah ince
serit tiirtin karakteristik 6zelligidir. Ventral kiirk kiillii gri renktedir ve dorsalle ayrimi
cok belirgindir. Kuyrugun dorsal kismi1 koyu, ventral kismi ise dorsalden daha agik
renktedir. Kuyruk kisa tiiylerle kaplidir (Yigit vd. 2006).



2.3.5 Species: Apodemus uralensis Pallas, 1811

Bu tiir Tirkiye’de Dogu Anadolu ve Karadeniz bolgesinde yayilis gostermektedir.
Yapraklarin1 doken agaclardan olusan ormanlar1 tercih ederler. Dorsal kiirk gri-kizil
kir¢illi renktedir. Sirtta bulunan ve burun ucundan kuyruk sonuna kadar uzanan koyu
hat diger tiirlere gore bu tiirde ¢ok belirgin degildir. Yiiz bolgesi dorsal kiirk rengiyle
aynidir. Dorsal ve ventral bolgeler belirgin bir hatla birbirinden ayrilir. Kuyruk iki
renklidir, alt kism1 ventral, tist kism1 dorsal kiirk rengi ile uyumludur. Ventral kiirk
rengi gri ve beyazin farkli tonlarinda ve kirgillidir. G6giis lekesi genelinde bulunmaz
ancak bir drnekte nokta seklinde oldugu saptanmustir. On ve ardayaklarin {ist kismi
beyaz, kisa ve sik killarla oOrtiiliidiir. Ayak tabanlar ¢iplak, topuk kismi ise killidir
(Yigit vd. 2006).

2.3.6 Apodemus iconicus Heptner, 1948

Trakya hari¢ tim Anadolu’da yayilis gostermektedir. Orman i¢lerinde ve yiiksekligi
300-2800 metre arasinda degisen daglik arazilerde bulunurlar. Dorsal kiirk rengi agik
kizil ve grinin degisik tonlarindadir. Sirtta bulunan koyu hat A. iconicus’ta az
belirgindir, baz1 6rneklerde mevcut degildir. Ventral renklenme beyaz ve gridir. Dorsal
kiirk ile ventral kiirk rengi yanlarda kesin bir hatla ayrilir. Kuyruk iki renklidir, alt kismi
ventral, iist kismi1 dorsal kiirkle uyumludur. Gogiis lekesi bu tiirde bulunmamaktadir, az
sayida drnekte (n=>5) belirsiz bir ¢izgi halindedir. On ve arka ayaklar ince beyaz killarla

ortilidiir. Ayaklarin tabani ¢iplaktir (Yigit vd. 2006).

2.4 Morfoloji

Atasal soy hatlarin1 ¢aligmanin bir yolu da yasayan biitiin varliklarin filogenisini
olusturmaktir. Evrensel bir filogeni en erken yasam formlarinin, hiicresel dogalarinin
Otesinde, ilave karakteristik 6zelliklerinin calisilmasina olanak saglar. Tiim canlilarin
filogenisini olusturmak i¢in ilk girisim, organizmalarin morfolojisine dayandirilmistir.
Morfolojik yaklasim, okaryotlar iceren yasam agacinin dallar ile ilgilenen biyologlar
icin verimli olmustur. Morfoloji, tarihsel olarak c¢ok sayida taksonomik grubun

filogenisinin temelidir (Freeman and Herron 1999).



2.5 Markerler (Belirtecler)

Biyologlar, amino asit dizilerini ve DNA ile RNA’daki niikleotid dizilerini okumak i¢in
yeni metodlar gelistirdiklerinde, filogenileri hesaplamak i¢in yeni bir ¢ok teknik

kullanilmaya basland1 (Freeman and Herron 1999).

Sistematikgiler tiirler arasindaki filogenetik ayrimlar1 yapabilmek igin protein ve
niikleik asitlerinin karsilagtirmalarini kullanirlar. Bu protein ve niikleik asitler, marker
olarak adlandirilirlar. Markerler genel olarak protein markerler (izoenzimler) ve
molekiiller markerler (RAPD, RFLP, AFLP, SSR vb.) olarak iki grup altinda
toplanabilir. Molekiiler markerler ise hibridizasyona dayali markerler, PCR
(Polymerase Chain Reaction-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’a dayali markerler ve
ESTler (Expressed Sequence Tags) olarak gruplandirilir. Molekiiler ve genetik
anlamiyla marker, bir DNA par¢asini1 ifade eder. Son 10 yildir molekiiler markerler
hayvan genetiginde, DNA seviyesindeki polimorfizmleri ortaya ¢ikarmak icin anahtar

rol oynamislardir (Vignal et al. 2002).

Markerlerin kullanim amagclar1 ¢ok ¢esitli olmakla beraber su sekilde siralanabilir:
- Genetik haritalarin hazirlanmasi
- Genetik parmak izi analizleri
- Dogrudan gen etiketlenmesi
- Genlerin klonlanmas1
- Genom analizleri ve organizasyonlari
- Evrimsel gelisim
- Kromozomlarin yeniden yapilandirilmasi ¢alismalari
- Genetik kaynaklarin ve ¢esitlerin korunmasi ¢aligmalart
- Genetik varyasyon calismalari
- Populasyonlar arasi1 genetik mesafenin veya filogenetik benzerligin

hesaplanmasi



Su anda en yaygin olarak kullanilan dort temel molekiiler marker bulunmaktadir. Bunlar
RFLP, RAPD, AFLP ve Mikrosatellit (ya da SSR-simple sequence repeat-, STR —short

tandem repeat-)’dir.

2.5.1 Hibridizasyona Dayali Molekiiler Markerler

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), Restriksiyon Parca Uzunluk
Polimorfizmi olarak bilinen ve ¢esitli sekillerde restriksiyon enzimleri ile kesilerek
isaretlenmis DNA parcalarinin (prob), arastirllan DNA 0Ornegindeki benzer veya ayni
dizilisteki DNA ile hibridizasyonuna dayal1 bir sistemdir. Farkli DNA pargalarinin jel
elektroforez yontemi ile kosturularak ayristirilmasini ve bu pargaciklarin membrana
emdirilmesi  (blotting) sonucunda prob-DNA  hibridizasyonu  basamaklarini

icermektedir.

2.5.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)’a dayali DNA markerleri

Rekombinant DNA teknolojisi, 1970’11 yillarin basinda biyoloji bilimi i¢in bir arag
olarak gelistirildi (Arnheim and Erlich 1992). Rekombinant DNA terimi, dogal olarak
bir arada bulunmasi miimkiin olmayan DNA molekiillerinin birlestirilerek yeni bir
kombinasyonun olusturulmasini ifade eder. Bu teknikteki temel islemler bir dizi
basamagi icerir. Doku ya da hiicrelerden izole edilen DNA molekiillerinin, restriksiyon
enzimleri ile kesilerek olusturulan parcalari vektér ya da tasiyict bir molekil ile
birlestirilir. Kendi DNA’s1 ile birlikte {izerinde yabanct DNA molekiilii tasiyan vektoriin
olusturdugu rekombinant DNA molekiilii, bir konak¢i hiicreye aktarilir ve burada
kendini konak¢1 hiicre DNA’s1 ile birlikte esleyerek kopyalarini yavru hiicreye aktarir.

Klonlanmigs DNA, konakg¢1 hiicrelerden izole edilip incelenebilir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Rekombinant DNA teknolojisi
(http://fig.cox.miami.edu/Faculty/Dana/amplification.gif)

1984 yilinda bilim adamlar1 in-vivo kosullar yerine in-vitro kosullarda ¢ogaltmaya bagh
olarak bir DNA amplifikasyonu prosediirii gelistirmislerdir. PCR (Polymerase Chain
Reaction) yani Polimeraz Zincir Reaksiyonu olarak bildirilen bu metod, basit bir
enzimatik reaksiyonda, kompleks bir DNA kalibindan, ¢ok miktarda spesifik bir DNA
fragmentini olusturabilmektedir (Arnheim and Erlich, 1992). PCR aracilig1 ile
gerceklestirilen gen amplifikasyonu, klonlama, analiz ve niikleik asit modifikasyonlari
icin kullanilan prosediirleri kolaylastirarak, molekiiler biyoloji, insan genetigi, evrim,

gelisim ve adli vakalar gibi bir¢ok disiplinde uygulanma olanagi bulmustur.

PCR’a dayali molekiiler markerler arasinda en yaygin olarak kullanilanlar RAPD

(Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
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Polymorphism) ve Mikrosatellit (ya da SSR-simple sequence repeat-, STR —short

tandem repeat-)’dir.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA): Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA olarak adlandirilmaktadir. 9-10 niikleotid uzunlugundaki primer DNA’lar
kullanilarak, genom {izerinde rastgele bolgelerin cogaltilmast gergeklestirilir. Bu
sistemle, genom dizisi hakkinda hicbir sey bilinmeyen DNA’lar calisilir. Primer
baglanmasiyla, Polimeraz enzimi 5 —3" yoniinde ¢alisarak DNA molekiillerini ¢cogaltir
ve bunlar agaroz jel veya poliakrilamid jel elektroforezi ile birbirinden ayrilip uygun

boyalarla boyanarak izlenebilir

AFLP: Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi denilen bu yontem, restriksiyon
enzimleri ile kesilmis DNA parcgalarinin segici ¢ogaltilmasi temeline dayanmaktadir.
AFLP’de dizi bilgisine gerek yoktur. RFLP ve RAPD yontemlerine gore 10 kez daha
fazla genetik lokus incelenebilmektedir ve nispeten ¢ok daha kisa bir siire igerisinde

binlerce bagimsiz lokus hakkinda yorum yapilabilmektedir.

Mikrosatellit: STR (short tandem repeat) Kisa Tandem Tekrarlari ya da SSR (simple
sequence repeat) Basit Dizi Tekrarlar1 olarak da adlandirilan ve 6karyotik genomlarda
bulunan ardisik tekrarlanan 2—6 niikleotidli gruplara mikrosatellit denilmektedir. (AT)n,
(GT)n, (ATT)n ve (GACA)n gibi 6rnekler verilebilir. Burada n, ardigik tekrar sayisidir.
Mikrosatellitler kodominant markerlerdir ve Mendel kalitimi1 gosterir. Bu yoOntemle

heterozigot tayini yapilabilir.

2.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR (Polymerase Chain Reaction) ile belirli bir bdlgeyi ¢ogaltabilmek i¢in hedef
DNA’nin niikleotid dizisi hakkinda bazi bilgilere ihtiya¢ vardir. Bu bilgi, tek zincirli
hale getirilmis DNA’ya baglanacak olan iki oligoniikleotid primerin sentezi igin
kullanilir (Arnheim and Erlich 1992). Oligoniikleotidler, DNA polimeraz enzimi
tarafindan katalize edilen bir seri DNA sentez reaksiyonlarinda primer olarak goérev

yaparlar (Sekil 2.2). Bu oligoniikleotidlerin baz dizileri birbirlerinden farkli olup her bir
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oligoniikleotid, kalip goérevi goéren c¢ift sarmal DNA molekiiliiniin tek sarmalina
tamamlayicidir. Iki oligoniikleotid primere ilaveten, reaksiyonda bir 1siya dayamikli

DNA polimeraz ve 4 ANTP molekiilii yer alir.
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- - PRIMER

Sekil 2.2 Primer-kalip baglanmasi
(http://cmgm.stanford.edu/biochem/biochem201/Slides/DNA%20Synthesis/Template%20Pr

imer.JPG)

PCR reaksiyonunda ii¢ temel basamak mevcuttur. Bunlar sirasiyla: Denatiirasyon,

Baglanma (Annealing) ve Uzama (Extension) asamalaridir.

1. Denatiirasyon: Cift zincirli DNA’nin tek zincir haline getirildigi basamaktir
(Sekil 2.3). Buna gore ilk adimda, ¢ogaltilacak olan DNA, denatiire edilerek tek
zincirli hale getirilir. iki oligoniikleotid primer, isiya dayanikli bir DNA
polimeraz ve 4 adet ANTP’den olusan reaksiyon karigimi i¢cinde bulunan DNA,

90-95°C’de 5 dakika siireyle 1sitilarak denatiire edilir.
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Sekil 2.3 Denatiirasyon (http://www.enigmadiagnostics.com/template2.php?page=technology.php&m=2)

2. Baglanma (Annealing): Primerlerin baglandigi basamaktir (Sekil 2.4). Sicaklik
50 ila 70°C arasinda bir degere disiiriiliir ve primerlerin tek zincir haline
getirilmis DNA’ya baglanmas1 saglanir. Bu primerler, 15-30 niikleotid
uzunlugunda yapay oligoniikleotidlerdir. Cogaltilacak olan DNA bdlgesinin
uclarindaki tamamlayici dizilere 6zgiil olarak baglanarak kalip DNA’nin sentezi

i¢in baslangi¢ noktas1 gorevi yaparlar.

b ' . : I [l [l .: - 1 1 1 N1 [ - : ) F
Sekil 2.4 Baglanma (http://www.enigmadiagnostics.com/template2.php?page=technology.php&m=2)

3. Uzama (Extension): DNA Polimeraz enzimi tarafindan zincir uzamasinin
gergeklestirildigi basamaktir (Sekil 2.5). DNA sentezi 70 ila 75°C arasinda

gergeklesir. Polimeraz enzimi, niikleotidleri 5° ucundan 3" ucuna dogru
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ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli kopyasini
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Sekil 2.5 Polimeraz enzimi baglanmasi ve zincir uzamasi
(http://www.enigmadiagnostics.com/template2.php?page=technology.php&m=2)

2.6.1 Taq Polimeraz

PCR reaksiyonlarinda dnceden polimeraz enzimi olarak E.coli’nin DNA Polimeraz I
enziminin Klenow Fragmenti kullanilmaktaydi (Arnheim and Erlich 1992). Klenow
Fragmenti sicakliga dayanikli olmadigindan dolay1, her PCR dongiisiinde denatiirasyon
asamasindan sonra yeniden enzim ekleme zorunlulugu duyulmaktaydi. Bu durumun
iistesinden gelebilmek icin sicak su kaynaklarinda yasayan Thermus aquaticus
bakterisinden DNA Polimeraz enzimi izole edilmistir. Thermus aquaticus’dan sicaga
dayanikli DNA Polimeraz enziminin izolasyonu, primer baglanmasi ve uzatilmasinin
yiiksek sicakliklarda uygulanmasina izin vermistir. Boylece hedef olmayan sekanslarda,
yanlis baglanmalar azalmistir. Bu enzimin bulunmasinin diger bir avantaji da sicakligi

kontrol edilebilen otomatik PCR makinelerinin kullanilabilmesine olanak saglamasidir.

PCR, bir zincir reaksiyonudur, ¢ilinkii yeni DNA zincirlerinin sayis1 her dongiide iki
katina ¢ikmaktadir ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Bir
dongii 4-5 dakika siirer ve pek cok kez tekrar edilir. 20-30 dongii sonunda, DNA
miktarinda yaklasik 1.000.000 kez artis olur. Islem, 1s1 dongiiciisii (thermocycler)
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denilen makinelerde, dongii sayis1 ve sicakliklar1 onceden belirlenen programlarla

otomatik olarak gergeklestirilir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Bir zincir reaksiyonu olan PCR
(http://fig.cox.miami.edu/Faculty/Dana/amplification.gif)

2.6.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Avantajlari

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ii¢ sekilde karakterize edilebilir: segicilik, duyarlilik ve
hiz. PCR ile yapilan klonlama islemi, konak¢1 hiicre ile yapilan klonlama isleminden
daha avantajlidir. PCR reaksiyonu hizlidir ve konak¢i ile yapilan klonlama islemi
haftalar alirken, PCR ile yapilan klonlama islemi birka¢ saat iginde
tamamlanabilmektedir. PCR primerleri, bilgisayar program destekli aletlerde

olusturulabildigi gibi, ticari olarak sentezlettirilmesi de ekonomiktir.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu ¢ok hassastir ve ¢ok kiicliik miktarlardaki DNA 6rnegi

veya ham, islenmemis hiicre lizatlar1 da miikemmel kaliplar olarak is gormektedir.

Bu avantajlar1 ile PCR yonteminin ¢ok genis kullanim alanlar1t mevcut olmakla beraber
cesiti PCR yontemleri de bulunur. Bu yoOntemler, kullanilan markere gore

adlandirilmaktadir.

2.7 RAPD-PCR

Yiiksek ¢oziimlii genetik markerlerin ¢esitliligi, evrim biyologlarina, bir canli yapisini
ve soy agacini ortaya ¢ikartmak i¢in ¢ok biiyiik avantajlar saglamistir. Son yillarda
rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) nin gelisimiyle, bu teknik, populasyon
genetigi ve genetik haritalamadan filocografya ve tiir tamimlamaya kadar bircok
uygulama alani bulmustur. RAPD in ortaya koydugu genetik bilgi ayrica filogenilerin
yeniden kurulmasi i¢in de kullanilabilir (Landry and Lapointe 1996). RAPD, biitiin
PCR temelli markerlerin en basitidir. RAPD markerleri, kiiciik (10 baz), %50’den ¢ok
Guanin ve Sitozin’den meydana gelmis, rastgele se¢ilmis primerler tarafindan PCR ile
cogaltilmis nispeten daha kisa DNA fragmentlerinden (yaklasik 200-2000 baz cifti
uzunlugunda) olugmaktadir. Primerler, amplifikasyonun baslamasi ic¢in karsilikl

yerlerdeki baslama bolgelerine baglanmalidir.

RAPD markerler anonimdirler ve dominant alleller gibi ifade edilirler. Ancak
filogenetik akrabaliklarin ortaya ¢ikartilmasinda genellikle yetersiz kalmaktadir.
Bununla birlikte, RAPD-PCR bir¢ok taksonda, ¢ogu mendelian alleller gibi davranan
bagimsiz markerlerin polimorfizmini kolaylikla ortaya c¢ikartabilmektedir. Evrimsel

siiflandirmalarda markerlerin bircogu mevcut varyasyonlart gosterir.

Williams et al. (1990) tarafindan gelistirilen RAPD-DNA markerleriyle, bireyin
DNA’s1 artik nispeten daha ucuza ve Oncelikli sekans bilgisine ihtiya¢ duyulmadan
cogaltilabilmektedir. Radyoizotoplar gereksizdir. PCR, RAPD markerlerini ¢ogaltmak
icin kullanildigindan, az miktarda, par¢galanmamig DNA gereklidir.
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RAPD-PCR primerleri, belli bir hedef sekansi ¢ogaltmak i¢in diizenlenmez. Cogaltilmis
lokus anonimdir ve genom arasina dagilmistir. RAPD lokusu, cesitli avantajlar
tasimaktadir. Bunlardan biri de ¢alisilan takson ig¢in, niikleotid dizisinin Onceden
bilinmesine ihtiya¢ duyulmamasidir. Digeri ise lokuslarin ¢cogunun nétral (tarafsiz)
markerler olarak is gérmesidir. Buna dayanarak birgok arastirici, RAPD lokuslarinin
ancak kullanilan oligoniikleotidin primer baglanma yerine tam olarak uymasi sonucunda
cogaltilabilecegini ileri stirer. Williams et al. (1990), insan, soya, misir ve maya DNA’s1
ile yaptiklar1 testlerde primer baglanma yerinde tek bir niikleotid degisiminin

amplifikasyonu engelleyebilecegini gostermislerdir.

2.7.1 RAPD Polimorfizminin izlenmesi

Belirli bir lokustaki allel gesitliligini 6lgmek i¢in bireylerin genotiplerini belirlemek
gerekmektedir. Jel elektroforezi, populasyonlardaki genetik varyasyon miktarini
hesaplamak icin yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Ozetle elektroforez, molekiilleri
birbirinden ayirmada kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte jel tizerinde yer alan oyuklara
molekiil karisimint igeren soliisyon, pipet araciligiyla doldurulur. Jel daha sonra elektrik
akimini iletmesi i¢in bir tampon ¢ozelti igerisine yerlestirilir. Elektrodlara baglanmis
olan bir giic kaynagi jel ortaminda bir elektriksel alanin olusmasini saglar. DNA
molekiilii oncelikle her bir niikleotidde bulunan fosfat grubu nedeniyle soliisyon i¢inde
negatif yliklidiir. Uzunluklar1 ne olursa olsun tim DNA molekiilleri aynmi yiik/kiitle
oranina sahiptirler. Ancak, kiicik DNA molekiilleri elektroforez jelinde daha hizl

hareket ederler (Freeman and Herron 1999).

Jel tizerindeki farkli boyutlardaki bantlarin genellikle bagimsiz lokusu temsil ettigi
diistiniiliir ve bagimsiz o6zellikler olarak degerlendirilir. Ancak her 6rnekte bdyle bir
durum yoktur. Martin et al. (1991) ve Smith et al. (1994), farkli bantlarin homolog
diziler iceren tek bir primerle ¢ogaltilabilecegini gostermislerdir. Bu da farkli bantlarin
bagimsiz ozellikleri gerektirmedigini gosterir. Bu tilir bantlar, ayn1 lokustaki homolog

allelleri veya gen dublikasyonlarin1 gosterebilir.
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Bazi durumlarda, bir bandin varligina ya da yokluguna karar vermek zor olabilmektedir
clinkii, bant yogunluklar1 kantitatif olarak degisebilir. Bant yogunlugunun kendisi,
kalitilabilir olmasima ragmen kalitsal olmayan faktorler, 6rnegin PCR sartlari, DNA
konsantrasyonlar1 ve diger lokuslarla iligkiler onemli derecede bant yogunlugunun

varyasyonuna sebep olabilir.

Cogunlukla farz edilen sudur; belirli bir primer, ayni molekiiler agirlikli bantlart
amplifiye ettigi zaman, ayn allelik durumu ifade edebilmektedir, bu da dominant
(baskin) alleldir. Tersine bir bandin yoklugu da tek bir alternatif allelik durumu
gostermektedir, buna null (resesif) allel denir. RAPD bantlar1 genellikle diploitlerdeki
fenotipik dominant markerler olarak ifade edilmektedir. Baskin allel i¢in homozigot ve
heterozigot bireylerin genotipleri arasinda ayrim yapmak c¢ogunlukla imkéansiz

olabilmektedir (Arnheim and Erlich 1992).

RAPD lokusundaki polimorfizm, birgok nedenden kaynaklanabilmektedir, Grnegin

cogaltilmis bir bant, en azindan su ii¢ yolun birisinde null allel sayilmaktadir:

1- Hem bir hem de her iki baglanma bolgesi, mutasyonlara bagli olarak
kaybolabilir.

2- Baglanma bolgeleri arasinda insersiyon meydana gelebilir.

3- Baglanma bolgelerinde yeniden diizenlenmeler (re-arrengements) meydana

gelebilir.

Karsilikli baglanma bolgelerinin bir veya her ikisinde meydana gelen mutasyon, bu
bolgeyi komplementer bir primer tarafindan taninabilir hale getirir, kisa bir parganin
araya girmesiyle, sekansin yeniden diizenlenmesiyle veya meydana gelen bir delesyon,

PCR ile amplifiye edilebilir.

Populasyonun genetik parametrelerini ve filogenilerini analiz etmek i¢in RAPD
markerleri kullanildigi zaman varyasyonun varligi ya da yoklugu, amplifikasyon
artefaktlarina veya arastirma metodlarinin yanlighgina bagl olabilir. Bazi yazarlar,

RAPD markerlerinin filogenetik bilginin belirli bir miktarim1 igerdigini fakat
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filogenilerin bu markerlerle ¢ikartilmasinin kolay olmadigini ve elde edilen sonuglarin
yorumlanmasinin genellikle zor oldugunu one siirerler. Ayrica Heun and Helentjaris
(1993), RAPD markerlerindeki gozlenen asikar varyasyonlarin sebebinin, tanima
bolgesindeki nokta mutasyonlarinda olmayabilecegine bunun yerine PCR iiriinleri ve
primerler arasindaki rekabetten kaynaklandigina dikkat ¢ekerler (Landry and Lapointe
1996). Bu tip varyasyonlar, akrabalik iligkilerinin Ol¢timlerini allak bullak
edebilmektedir.

2.8 RAPD-PCR Problemleri ve Bazi Coziimleri

Yiiksek ¢oziiniirliiklii bir genetik marker, belli bir bireyden giivenli ve tekrarlanabilir
olarak ¢ogaltilabildigi zaman kullanighidir ve her element kalitilabilir olmalidir. Diger
yiksek c¢oziinilirliiklii markerlerde oldugu gibi, PCR bagimli teknikte, farkli
amplifikasyon sartlari, farkli amplifikasyon {irlinlerini ortaya cikartabilir. Bu tarz
amplifikasyon artefaktlar1 RAPD-PCR i¢in bir¢ok ciddi probleme neden olur ¢iinkii
cogaltilan lokus genellikle anonimdir, primer-kalip baglanma sartlarina nispeten izin
verir, parcalanmamis DNA kullanilmalidir ve farkli amplifikasyon parametreleri

baglanma bi¢imlerini etkileyebilir (Arnheim and Erlich 1992).

Sheweder et al. (1995), glivenilmez ve tutarsiz amplifikasyonlarin genel nedenlerini

sOyle agiklamiglardir:

1- PCR cihazinin modeli
2- Baglanma sicakliklari

3

Denatilirasyon, primer baglanmasi ve uzama zamanlari
4- dNTP konsantrasyonu

5- Tagq Polimeraz konsantrasyonu ve kaynagi
Bu nedenlerin yaninda, kalip DNA’ya spesifik olmayan baglanmalar da tutarsiz

amplifikasyonlara neden olabilir. Ornek islenmesindeki ve saklanmasindaki farkliliklar

(6rnegin, donma-¢ézme sayis1) da varyasyonlari ortaya cikartabilmektedir.
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Sonu¢ olarak RAPD prosediiriiniin sirasiyla dikkatli bir sekilde izlenmesi, farkli

amplifikasyon liriinlerinin ortaya ¢ikmasini biiylik oranda engelleyebilir.

RAPD bantlari, agaroz jelde birbirine yakin kosabilmektedirler ve bu durumda ayrim
yapmak zor olur. RAPD lokuslarinin mesafeleri yakin oldugu zaman, amplifikasyon

tirtinlerinin veya ayn1 lokusdaki farkli allellerin molekiil agirligr ayirt edilemeyebilir.

Ayni bireydeki (jelde aymi seritte) homolog (fakat farkli) allellerin veya homolog
olmayan allellerin birlikte gogii, iki veya daha fazla amplifikasyon {irlinlerini iceren
karigik (birlesik) bir bandi iiretebilir. Bu sekildeki karisik bantlar, lokus basina allel
sayisinin, heterozigotlugun ve polimorfik lokusun frekansinin eksik degerlendirilmesine
neden olur ve birey genotipleri ve populasyonlar arasindaki ayrim giiciinii azaltir.
Dolayisiyla, homolog ve homolog olmayan firiinlerin birlikte gogii kladistik analizleri

degistirebilecektir (Arnheim and Erlich 1992).

Biitiin bu sorunlarin karsisinda iizerinde durulmasi gereken iki nokta bulunmaktadir.
Bunlardan biri RAPD-PCR’1n ¢6ziim giiciinii arttirmak digeri ise bagimsiz lokuslardaki

polimorfizmi ortaya ¢ikartmaktir.

RAPD-PCR’1n ¢6ziim giiclinii arttirmak i¢in Oncelikli izlenecek yol, probleme jel
seviyesinde yaklagmak olacaktir. Agaroz jel elektroforezi, 6zellikle bantlar net olmadigi
zaman c¢ogaltilmis DNA’nin molekiiler agirhigindaki kiigiik farkliliklart ortaya
cikarmakta bazen yetersiz olabilmektedir. Bu nedenle, pahali ve toksik bir madde
olmasina ragmen akrilamid, yiiksek ¢oziim gilicii nedeniyle kullanilmaktadir. Daha ucuz
bir yontem de ornekleri uzun jellerde kosturmaktir. Hunt and Page (1992), capraz
baglarin eklenmesiyle (%]1°lik synergel, c¢apraz baglart igermektedir) diisiik
konsantrasyonlu agaroz jelin (9%0.6) de diger bir yontem olarak kullanilabilecegini ileri
stirmiistiir. Boylece bulaniklik miithis bir sekilde azaltilmis ve 10 baz ¢ifti kadar az olan

bolgeleri ayiran bantlarin izlenmesine izin vermistir.

RAPD bantlar1 genellikle varlik ya da yokluk karakterlerinin ayrimina gore

degerlendirilmektedir. Yine de:
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1-Baz1 bantlar, digerlerine gore siirekli olarak daha fazla amplifiye olur.

2-Farkl1 bireylerdeki belirli bir bandin durumu ya da goriintiisii, nicel olarak eser

halde goriilebilirlikten hatasiz parlakliga kadar degisebilir.
Ayrica, parlak bantlar, zayif olanlardan daha hatasiz ¢ogaltilma egilimindedirler. Ciinkii
zayif bir sekilde ¢cogaltilmis iiriinii ethidium bromiir ile boyanmais jelde teshis etmek zor
olur. Gergekte zay1f bir sekilde amplifiye olan bir allel bulunmasina ragmen, bu lokus

null/null homozigotu olarak degerlendirilebilir(Arnheim and Erlich 1992) .

Bant yogunlugundaki bazi varyasyonlarin, hem tekrarlanabilir hem de kalitsal oldugu
goriilmiistiir. Bant yogunlugundaki kalitsal varyasyon sunlara bagl olabilir:
1- Belirli bir primer-kalip kombinasyonu ile c¢ogaltilabilir lokuslarin kopya
sayilarindaki varyasyonlara
2- Lokus i¢indeki ardisik tekrarli c¢ogaltilabilir sekanslarin kopya sayisindaki
varyasyonlara

3- Lokus arasindaki ilave interaksiyonlardaki varyasyonlara

Sonug olarak spesifik RAPD bandinin yogunlugu hem tekrarlanabilir hem de kalitsal
oldugu zaman bile, ayn1 bandin bir tanesinde giiclii ifade edilmis digerinde ise zayif
ifade edilmis oldugu durumda iki bireyin nasil kiyaslanabilecegi sorusunu akla
getirmektedir (Sekil 2.7 a ve b). Boyle yogunluk farkliliklarin1 degerlendirmeyle ilgili
bir problem, beklendigi gibi 6zellikle ethidium bromiir ile boyanmis jellerde bandin
yogunlugunun miktarii hesaplamak zordur. ikinci problem, yogunluktaki farkliliklarin,

bunun altinda yatan genotip farkliliklar ile nasil iliskilendirileceginin bilinememesidir.

GUGLY +
) ZAYIF

ORIJiM

Sekil 2.7 a Giiclii ve zayif bandin sematik gdsterimi, b Jel lizerindeki goriinim
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Bantlar parlakliklarina gore siniflandirilabilir, belirli bir bandin parlaklik smiflarinin
kalittim1 analiz edilebilir ve farkli parlaklik kategorileri, aymi lokustaki farkli alleller

olarak degerlendirilebilir.

Diger iki ¢oziim daha gercekgidir. ilkinde her polimorfik bant kullanilir: bant, var olarak
degerlendirilir, eger belirlenemeyecek gibi ise yogunlugu goz ardi edilir ve yok sayilir.
Bu prosediir bant yogunlugundaki varyasyonun sebebinin genetik veya genetik

olmadigini ayirt edemez.

Diger ¢Oziim ise bu bantlar sadece parlak bir sekilde mevcut oldugu zaman
degerlendirilir. Bu durumda, bant ¢ok zayif veya hi¢ olmadiginda (6rnegin,
degerlendirilememesi durumunda) yok sayilir. Bu degerlendirme prosediiriinde,
bantlarin varligt veya yoklugu gibi siddetine aldirmayarak biitiin bantlarin

siniflandirilmasinda siibjektif bir egilimin olmadig1 aciktir.

RAPD allelleri, dominant markerler gibi ifade edilir. Boylece RAPD lokusundaki allelik
ve genotipik frekanslar1 su nedenlerden dolay1 dogru bir sekilde hesaplamak olasidir:
1- Ornek sayisiin cok olmasi gerekir (bu nedenle gercek allelik frekanslarin
hesaplanmasinda hata en aza indirilmis olur)
2- Null allellerin siklig1 0.1°1 agsmalidir

3- Burada incelenen lokus biallelik olmalidir.

Eger biitiin bu sartlarin tiimi karsilanirsa, F istatistikleri hesaplamak i¢in bu frekanslar
kullanilabilir ve ebeveyn olasiliklar1 da karakterize edilebilir. Bu sartlar yoksa allelik ve

genotipik frekanslar1 hesaplamak imkénsiz olacaktir (Arnheim and Erlich 1992).

RAPD lokusunun nétral oldugu varsayilarak, her lokusun iki allelden olustugu, birinin
ifade edildigi, digerinin ise null oldugu disiiniilmektedir. Baz1 lokuslarda, allellerden
birinin, digerinden daha yaygin olacagi, oysa diger lokuslar i¢in tersinin dogru olacagi
diistiniilmektedir. Ciinkii bir allelin digerinden sistematik olarak daha yaygin olduguna

inanmak i¢in bir sebep yoktur (6rnegin, allellerin varlik-yokluk orani yaklagik olarak

23



50:50 olmalidir). Null alleller bircok defa mevcut allellerden sayica iistiindiir ve fenotip
yoklugu, RAPD-PCR tarafindan ¢ogaltilmayan karakterleri i¢ine alan bir allel havuzunu
kapsar. Eger bu dogruysa ve mevcut fenotipler pek ¢ok allelli kapsarsa, varlik yokluk
verisinden RAPD allelik frekansi hesaplamak ig¢in bir yol bulunamayabilir (Arnheim

and Erlich 1992).

RAPD markerlerinin Mendelian olmayan kalittmi, RAPD lokuslarindaki allelik
varyasyon miktarinin ve heterozigotlugun hesaplanmasinda normalden yliksek
degerlerin ortaya ¢ikmasma neden olmaktadir. Ciinkii RAPD lokusu anonimdir ve
RAPD bantlarinin bigimi, sadece ¢oklu lokuslarin ve dominant allellerin kalitimini
yansitir. RAPD markerlerinin Mendelian olmayan kalitimini ayirt etmek ¢ok zor
olabilir. Sans eseri RAPD markerlerinin gecis genetiginin bir¢ok analizi gostermistir ki,

bantlarin ¢ogu, Mendelian alleller gibi davranir.

Yavru bireylerde atasal olmayan bantlarin bulunmasinin {i¢ tane nedeni vardir:

1- Olasi ebeveynler aslinda gergek genetik atalar degildir.

2- Kontaminasyon, kalip DNA’nin par¢alanmasi ve uygun olmayan bir teknik gibi
laboratuar ve saha artefaktlari, tutarli ve tekrarlanabilir bantlarin bazilarinin
sahte goriiniimiine ya da bantlarin gézden kaybolmasina yol agar.

3- RAPD-PCR’da olduk¢a miisamahakar baglanma sartlar1 kullanildigindan,
heterodubleks yapilar ortaya cikabilir. Bu yapilar homolog alleller, homolog
olmayan bdlgeyi igerdigi zaman ortaya ¢ikar. Bu, jeldeki go¢ orani lokusdaki her

allellin gercek uzunlugundan farkli olan hibrit bir fragment meydana getirir.

Bu soruna tek ve kesin yaklagim, biitiin bantlar lizerinde ayrim (segregation) analizleri
uygulamak olmalidir. Boylece Mendelian alleller gibi davranan markerleri dyle
davranmayanlardan ayirir ve biitiin ayrilmayan bantlar sonraki analizlerde elimine
edilir. Teorik olarak, eger gézlenen tiim bantlar, Mendelian markerler gibi davransaydi,
her tiirlii dahil etme (inclusion), hari¢ tutma (exclusion) birlesimlerini kullanarak veya
olasilik (likelihood) algoritmalar1 kullanilarak atay:1 (ebeveynleri) analiz etmek miimkiin
olabilirdi. Benzer olarak, bu tip biitlin markerler, daha yiiksek taksonlardaki soy

iliskilerinin hesaplanmasi i¢in kullaniglh bilgiler saglayabilir (Arnheim and Erlich 1992).
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RAPD teknigi, ciddi zayifliklar gosterebilmektedir; kurulan filogeniler, farkli memeli
ordolar1 arasinda her zaman ayirt edici olmayabilir. RAPD karsilastirmalari, ayni
primerle c¢ogaltilmis ayn1 molekiiler agirliktaki bantlarin homolog DNA sekanslarini
temsil ettigi varsayimina dayanir. Fakat birbirinden daha uzak iki 6rnegin, bu varsayimi
kargilamas1 daha az muhtemeldir. Yine de, RAPD markerleri sayisiz ¢alismada da
gosterildigi gibi yakin akraba organizmalardaki genetik polimorfizmi belirlemede ¢ok
giiclii bir aragtir. Bu gozlemler familya seviyesine kadar karsilastirmalarin muhtemelen

daha diizenli oldugunu gostermistir (Landry and Lapointe 1996).

Belirli bir ¢alisma i¢in gerekli primer sayisi da 6nemlidir. Caligmaya daha fazla primer
katildig1 zaman tutarlilik artacaktir. Bununla birlikte, RAPD markerleri ile ortaya
cikarillan sonuglar, filogenetik yaklasimlara ve /veya secilen mesafe katsayilarina
baglidir. Bu se¢imler dikkatle diigtiniilmelidir ¢iinkii karsilastirilan organizmalarin

akrabaliklar etkileyici bir faktordiir (Landry and Lapointe 1996).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1 Materyal

Bu arastirma Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii Omurgali Hayvan Sistematigi
laboratuarinda yliriitilmiistiir. Calismada kullanilan 6rnekler Tiirkiye’nin ¢esitli
bolgelerinden Prof. Dr. Erciment COLAK tarafindan toplanilan ve teshisleri yapilan
Apodemus mystacinus 6rnekleri ve dig grup olarak kullanilan Apodemus flavicollis ve
Mus macodenicus Orneklerinden olusmaktadir. Cesitli bolgelerden toplanan A.
mystacinus Ornekleri Cizelge 3.1°de belirtilmistir. Kullanilan dis gruplar ise Cizelge
3.2’de yer almaktadir. Sekil 3.1°de Orneklerin alindigi bolgeler harita iizerinde

gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan Apodemus mystacinus Orneklerinin laboratuar kayit numaralari ve

orneklerin toplandig1 bolgeler

Kayit No Tiir ismi Bolge
: 5205 A.mystacinus ZONGULDAK
2 5206 A.mystacinus ZONGULDAK
3 2304 A.mystacinus Ardanug-ARTVIN
4 2306 A.mystacinus Ardanug-ARTVIN
> 5385 A.mystacinus Camlithemsin-RIZE
6 5386 A.mystacinus Camlithemsin-RIZE
/ 3343 A.mystacinus Stimela- TRABZON
8 3797 A.mystacinus Stimela- TRABZON
’ 5268 A.mystacinus Kemaliye-ERZINCAN
10 5280 A.mystacinus Kemaliye-ERZINCAN
1 2193 A.mystacinus Sebil-MERSIN
12 2842 A.mystacinus Sebil-MERSIN
13 5500 A.mystacinus Koycegiz-MUGLA
14 5501 A.mystacinus Koycegiz-MUGLA
15 2594 A.mystacinus Buharkent-AYDIN
16 2596 A.mystacinus Buharkent-AYDIN
17 2540 A.mystacinus Kemalpasa-IZMIR
18 2589 A.mystacinus Kemalpasa-IZMIR
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Cizelge 3.2 Calismada dis grup olarak kullanilan tiirlerin laboratuar 6rnek numaralari ve Orneklerin

toplandig1 bolgeler

Kayit No Tiir ismi Bolge
1 2392 A.flavicollis Velikakopriisii-KIRKLARELI
2 1928 A flavicollis Velikakopriisii-KIRKLARELI
> 2398 M. macodenicus TRAKYA
) 2400 M. macodenicus TRAKYA

(39 @
KARADENIZ .

e Apodemus mystacinus

' " i = Apodemus flavicollis
vy "TAKDENIZ Cj * Mus macedonicus 53

300 0 300 600 km /
T T T
| \ |

Sekil 3.1 Apodemus ve Mus Orneklerinin toplandigi bdlgelerin harita iizerinde gosterimi. 3-11: A.
mystacinus, 2: A. flavicollis, 1: M. macodenicus

3.2 Yontem
Arastirmada araziden canli yakalanan Orneklerden alinan bobrek dokusu ependorf

tiplere konularak — 30°C’de saklandi. Daha sonra DNA izolasyon prosediirii

uygulanarak dokulardan DNA izole edildi. Tiim dokular izole edildikten sonra RAPD-
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PCR yontemi ile amplifiye edilen DNA Ornekleri, agaroz jel elektroforezinde

kosturuldu.

3.3 DNA izolasyonu

On bir populasyondan aliman A. mystacinus, A. flavicollis ve M. macodenicus
orneklerinin bobrek dokusundan DNA izole edildi. Bu islemde Padmalatha K and
Prasad (2006) ve Doyle and Doyle (1991) metodlar1 kombine edilerek ve uyarlanarak
CTAB DNA izolasyonu kullanildi. Metod asagida belirtildigi gibi sirastyla

uygulanmaistir:

Kiiciik pargalara ayrilmis doku 6rnekleri ependorf tiipe konulduktan sonra tizerine 300
ul CTAB (Kloroform, Tris-HCI, EDTA, NaCl) tamponu eklenip miimkiin oldugu kadar
homojen bir siv1 elde edinceye kadar tek kullanimlik havaneli ile ezildi. Homojenata
sirastyla 300 ul CTAB ve 50 ul BME (B-Merkapto etanol) eklenip ependorf tiip hafifce
kanigtirildi. Karisim 65°C’lik su banyosunda 1 saat inkiibe edildi. 500 pl C: TAA
(Kloroform izoamil alkol) (24:1) ilave edildi ve karigim siite benzer bir kivama
gelinceye kadar hafifce karigtirildi. 13.000 rpm’de +4°C’de 15 dakika santrifiij yapildi
Santrifiij edilen dokularin iginde oldugu ependorf tiipleri, ayn1 egik agida olacak sekilde
buza yerlestirildi. DNA tistteki sivi tabakada olacagindan list faz pipetle ¢ekildi ve ayri
bir ependorf tiipe konuldu. 500 pl -20°C’de sogutulmus izopropanol tiiplere eklendi ve
tiipler yavasca karistirildi. -20°C’de bir gece 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’liik etil alkol ile yikandi. Pellet ependorf tiip icinde laminar flow kabinde en az 1
saat kurumaya birakildi. Kuruyan DNA’nin tlizerine 500 pl TE (Tris-EDTA) tampon ve
2 ul RNAse eklendi, 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. 500 pl P:C:IAA
(Fenol:Kloroform:Izoamil alkol) (25:24:1) karisima ilave edildi. 10.000 rpm’de
+4°C’de 15 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant tekrar ayr bir tiipe konuldu ve iizerine
500 pl C: TAA (24:1) ilave edildi. Karisim siite benzer bir kivama gelinceye kadar
hafifce karistirlldi.13.000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij yapildi ve siipernatant
ayr1 bir ependorfa konuldu. 500 pl 3M sodyum asetat ve 500 pl etil alkol, ayrilan
siipernatanta eklendi. 13.000 rpm’de +4°C’de 15 dakika santrifiij yapildi. Pellet ayrildi
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ve kurutuldu. DNA 100 pl TE (Tris-EDTA) tamponda ¢oziildii. Elde edilen DNA
ornekleri -20°C’de saklandi.

izolasyonda kullanilan cézeltiler:

CTAB Buffer

CTAB :2gr

Tris-HCl1: 1M pH: 8.0
EDTA :0.5M pH: 8.0
NaCl :5M

TE Buffer pH: 8.0
Tris Base ¢ozeltisi (1M) : 1 ml

EDTA (0,5 M) :20 ul

Tris Base : 1M pH: 8.0
EDTA : 0.5M pH: 8.0
NaCl :5SM .

RNase A(10mg/ml, Fermentas) : 2 pl
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3.4 DNA Miktarinin Belirlenmesi

Izole edilen DNA &rneklerinin spektrofotometre (Agilent 2100 Bioanalyser NanoDrop
ND-1000 Spektrophotometer) ile dl¢timii yapilmistir. Bu 6l¢iimden alinan DNA miktari
ve saflifi sonuclarmin tamami ¢izelge 3.3’de gosterildigi gibidir. Bir bdbregin
yarisindan izole edilen DNA miktarlar1 130,71 ng/pl ile 1342,775 ng/ul arasinda
degismistir. PCR uygulamalar1 i¢gin DNA 6&rnekleri 100 ng/ul’ye seyreltilmistir.
Seyreltilmis DNA 6rnekleri ¢alisma boyunca -20°C’de saklanmaistir.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan A. mystacinus DNA 6rneklerinin spektrofotometre ile 6lgiim sonuglari

Kayit No Lokalite ng/ul * 260/280%*
5205 ZONGULDAK 473,795 2,08
5206 ZONGULDAK 627,55 2,07
2304 Ardanug-ARTVIN 939,105 2,07
2306 Ardanug-ARTVIN 751,29 2,08
5385 Camlihemsin-RiZE 620,14 2,09
5386 Camlithemsin-RIZE 494 11 2,09
3343 Siimela- TRABZON 666,155 2,09
3797 Stimela- TRABZON 742,365 2,07
5268 Kemaliye-ERZINCAN 853,915 1,98
5280 Kemaliye-ERZINCAN 1342,775 2,05
2193 Sebil-MERSIN 233,56 2,02
2842 Sebil-MERSIN 615,47 2,08
5500 Koycegiz-MUGLA 425,375 2,09
5501 Koycegiz-MUGLA 571,055 2,08
2594 Buharkent-AYDIN 130,71 2,07
2596 Buharkent-AYDIN 658,21 2,08
2540 Kemalpasa-IZMIR 658,21 2,09
2589 Kemalpasa-IZMIR 703,775 2,07

* o1 pl’deki ng cinsinden DNA miktar1
** . Spektrofotometrede 260/280nm’de okutulan DNAnin saflik derecesi
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3.5 RAPD Primerleri

Calismamizda kullanilan RAPD primerleri, rastgele secilmis 10 bazlik primerlerdir.
Calismada toplam 60 primer ¢alisilmistir; bunlar her bir seride 20 primer igeren OPA,
OPB ve OPD serisi primerlerdir (Thermo Electron). Bunlardan tutarli sonug¢ veren 14
tanesi Cizelge 3.4’de verilmistir. Primerler G+C igerigi %60-70 olacak sekilde

secilmistir. Calismadaki 22 6rnek asagidaki tabloda gosterilen primerler ile taranmastir.

Cizelge 3.4 Analizlerde kullanilan primerler ve baz dizileri

Primer Sekans
OPB-06 5'-TGCTCTGCCC-3'
OPB-07 5'-GGTGACGCAG-3'
OPB-08 5'-GTCCACACGG-3'
OPB-09 5'-TGGGGGACTC-3'
OPB-10 5'-CTGCTGGGAC-3'
OPB-11 5'-GTAGACCCGT-3'
OPB-12 5'-CCTTGACGCA-3'
OPB-17 5'-AGGGAACGAG-3'
OPB-19 5'-ACCCCCGAAG-3'
OPB-20 5'-GGACCCTTAC-3'
OPD-02 5'-GGACCCAACC-3'
OPD-03 5'-GTCGCCGTCA-3'
OPD-13 5'-GGGGTGACGA-3'
OPD-15 5'-CATCCGTGCT-3'
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3.6 RAPD-PCR Amplifikasyonu ve Optimizasyonu

PCR amplifikasyonu i¢in 6ncelikle Bellinvia et al. (1999) (Cizelge 3.5) ve Mishra et al.
(2002) (Cizelge 3.6) tarafindan uygulanan PCR dongii programi denenmis fakat gereken
basar1 saglanamamistir. Sonug¢ olarak en son Kaya and Neale (1995) (Cizelge 3.7)
tarafindan uygulanan PCR dongii programi, bazi degisikliklerle laboratuar kosullarina
uyarlanmistir ve beklenen sonug elde edilmistir. Calismada kullanilan reaksiyon sartlar

Cizelge 3.8’de gosterildigi gibidir.

Cizelge 3.5 Bellinvia et l.(1999) tarafindan uygulanan PCR dongii programi

Basamak Sicakhk Siire Dongii Sayist
On Denatiirasyon ~ 94°C 60 saniye 1
Denatiirasyon 97°C 40 saniye
Baglanma 37°C 40 saniye
Uzama 72°C 1 dakika 30 saniye 45
Son Uzama 72°C 10 dakika 30 saniye 1

Cizelge 3.6 Mishra et al.(2002) tarafindan uygulanan PCR dongii programi

Basamak Sicakhik Siire Dongii Sayis1
On Denatiirasyon ~ 95°C 1 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 1 dakika
Baglanma 40°C 1 dakika
Uzama 72°C 2 dakika 40
Son Uzama 72°C 5 dakika 1

Cizelge 3.7 Kaya and Neale (1995) tarafindan uygulanan PCR dongii programi

Basamak Sicakhik Siire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon ~ 95°C 1 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 1 dakika
Baglanma 37°C 1 dakika
Uzama 72°C 2 dakika 40
Son Uzama 72°C 15 dakika 1
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Cizelge 3.8 Bu ¢alismada kullanilan PCR ddngii program

Basamak Sicakhk Siire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon ~ 95°C 1 dakika 1
Denattlirasyon 94°C 1 dakika
Baglanma 36°C 2 dakika
Uzama 72°C 2 dakika 45
Son Uzama 72°C 15 dakika 1

PCR optimizasyonu i¢in degisik 7aq polimeraz ve DNA konsantrasyonlar1 denenmistir.
25 pl reaksiyon hacmi bagina 25, 50, 75 ve 100 ng DNA miktarlar ile 1,5 ve 2,5 u Taq
polimeraz konsantrasyonlart denenmistir. En iyi sonuglar 100 ng DNA ile 1,5 u Tag
polimeraz konsantrasyonlar1 ile saglanmistir. Optimum reaksiyon kosullar1 Cizelge

3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.9 Optimum reaksiyon kosullar

Element Kullanilan Miktar
((11))
dNTP Karigimi (4x10umol) 4
MgCl, (25mM) 1,5
10X PCR Karigimi (0,6ml) 2,5
Primer (1 pmol) 1
TagDNA Polimeraz (5u/ pl) 0,3
DNA 1
H,0 14,5
Toplam reaksiyon karigimi 25

3.7 Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR iiriinleri 5 pl yiikleme tamponuyla (%40°’lik siikroz, xylene cyanol FF
ve Bromophenol Blue) karistirilarak %1,7’lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Jeller 1X
TAE (Trisma Base, Glacial Asetic Asid, EDTA) tamponunda 100 Voltta 3 saat
yiiriitiildiikten sonra Spg/ml’lik etidyum bromid solusyonu ile 30 dakika boyanmis ve
UV 15181 altinda (KODAK Jel Goriintiileme Sistemi) goriintiilenmistir.
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3.8 Jellerin yorumlanmasi

Amplifikasyon iirtinleri gorsel olarak degerlendirilmistir. Tiim bantlar degerlendirmeye
alinmistir. RAPD bantlarinin biiyiikliiglinii belirlemek amaciyla 1003000 baz ¢ifti
arasindaki bantlar1 iceren DNA standartt (GenerulerTM 100 base pair DNA Ladder,
MBI Fermentas) kullanilmistir.

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.

3.9 Veri analizleri

Final veri seti sadece polimorfik bantlar1 igerdi. Veri dosyalari POPGENE (Yeh et al.
1997) ve POPULATION 1.0 (Langella 2000)’da analiz edilecek sekilde hazirlandi.

Her o6rnek i¢in gozlenen allel sayist (N,), etkili allel sayist (N.), Nei’nin genetik
cesitliligi (1972) (H) ve Shanon information indeksi (I) hesaplandi. Ek olarak
populasyondaki bir bireyin beklenen heterozigotlugu (Hs) ve tiim populasyonda bir

bireyin beklenen heterozigotlugu (Hr) Hardy-Weinberg beklentilerine gore hesaplandi.

Alt populasyonlar arasindaki genetik farklilagmanin nisbi biiylikliigli (Gst) Nei
(1987)’ye gore hesaplandi. Ny,= 0.5(1- Ggr )/( Gsr) formiilii kullanilarak her lokus i¢in
nesil basina goclerin ortalama sayisint ve lokuslar arasindaki ortalama degeri

hesaplamak i¢in Ggr tahminleri kullanildi.
POPULATIONS 1.0 programi ile Nei (1972)’nin genetik mesafe degerleri (Ds)

kullanilarak bir dendogram (Neighbour-joining trees= yakin baglant1i agaci= NJ)

kuruldu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Tirkiye’nin 11 lokalitesinden toplanan 22 6rnegin bdbrek dokularindan izole edilen
DNA’lar nanodrop spektrofotometrede Olciilerek saflik dereceleri ve miktarlar
belirlendi. DNA’larin kalitesi ise agaroz jel elektroforezi ile belirlendi. PCR isleminden
sonra amplifikasyon tiriinleri %1,7’lik agaroz jelde kosturuldu. 60 RAPD primeri
denendi ancak bunlarin 14 tanesinden tutarli sonuglar alindi. Bu 14 RAPD markerinden
toplam 154 polimorfik bant elde edildi. Her bir primerden elde edilen polimorfik bant
sayist Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Caligilan 12 primer ile elde edilen amplifikasyon
tiriinlerinin agaroz jel goriintiileri Sekil 4.1-12” de gosterilmistir ve bu bantlar var-yok
analizi ile degerlendirilmistir. Degerlendirilen bantlarin POPGENE Microsoft Window-
based Freeware for Population Genetics Analysis, Version 1.31 (Yeh et al.1997) ve
POPULATION 1.0 (Langella 2000) programlari ile analizleri yapildi. Bu programlar ile

yapilan analizler sunlardir:

Na : Her 6rnek icin gbzlenen allel sayis1

Ne : Etkili allel sayis1

Nm : Gen akis1

H : Nei’nin genetik ¢esitliligi (1987)

I : Shanon information indeksi

H;  :Populasyondaki bir bireyin gozlenen heterozigotlugu

Hs :Populasyondaki bir bireyin beklenen heterozigotlugu

Hr :Tim populasyonda bir bireyin beklenen heterozigotlugu

Gsr :Alt populasyonlar arasindaki genetik farklilagsmanin nisbi biliytikligt
Dg :Nei’nin genetik mesafe degeri (1972)
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Cizelge 4.1 Her bir primerden elde edilen polimorfik bant sayisi.

Polimorfik bantlarin
Primer Sekans sayisl
OPB-06 5_TGCTCTGCCC-3' 7
OPB-07 5. GGTGACGCAG-3' 15
OPB-08 5_GTCCACACGG-3' 17
OPB-09 5 TGGGGGACTC-3' 10
OPB-10 5_CTGCTGGGAC-3' 7
OPB-11 5-GTAGACCCGT-3' 7
OPB-12 5_CCTTGACGCA-3' 15
OPB-17 | 5-AGGGAACGAG-3' 13
OPB-19 5 ACCCCCGAAG-3' 9
OPB-20 5_GGACCCTTAC-3' 6
OPD-02 5.GGACCCAACC-3' 10
OPD-03 5.GTCGCCGTCA-3' 12
OPD-13 5_GGGGTGACGA-3' 16
OPD-15 5_CATCCGTGCT-3' 10
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Sekil 4.1 Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-06 (5'-TGCTCTGCCC-3') primeri ile

elde edilen PCR amplifikasyon iirlinlerinin agaroz jel {izerindeki goriintiisii. M: marker
(100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1 ve 2: A.mystacinus—Zonguldak, 3 ve 4: A.mystacinus-
Ardanug/Artvin, 5 ve 6: A.mystacinus- Camlihemsin/Rize, 7 ve 8: A.mystacinus- Stimela/Trabzon, 9 ve
10: A.mystacinus- Kemaliye/Erzincan, 11 ve 12: A.mystacinus- Sebil/Mersin, 13 ve 14: A.mystacinus-
Kéycegiz/Mugla, 15 ve 16: A.mystacinus- Buharkent/Aydin, 17 ve 18: A.mystacinus- Kemalpasa/Izmir,
19 ve 20: A.flavicollis- Velikakopriisii/Kirklareli, 21 ve 22: Mus- Trakya, K: Negatif Kontrol.

345 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 1920 21 22 K M
mre

Sekil 4.2 Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-07 (5'-GGTGACGCAG-3") primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel iizerindeki goriintiisii.(Ornek

stralanig1 Sekil 4.1° deki gibidir.)
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Sekil 4.3 Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-08 (5'-GTCCACACGG-3") primeri ile

elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki goriintiisii. M: marker
(100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1 ve 2: A.mystacinus—Zonguldak, 3 ve 4: A.mystacinus-
Ardanug/Artvin, 5 ve 6: A.mystacinus- Camlihemsin/Rize, 7 ve 8: A.mystacinus- Siimela/Trabzon, 9 ve
10: A.mystacinus- Kemaliye/Erzincan, 11 ve 12: A.mystacinus- Sebil/Mersin, 13 ve 14: A.mystacinus-
Kéycegiz/Mugla, 15 ve 16: A.mystacinus- Buharkent/Aydin, 17 ve 18: A.mystacinus- Kemalpasa/izmir,
19 ve 20: A.flavicollis- Velikakopriisii/Kirklareli, 21 ve 22: Mus- Trakya, 23: Bos, K: Negatif Kontrol.

6 7 8 9 10 1112 1314 15 16 17_18 19 20 21 22 23KM

Sekil 4.4 Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-09 (5'-TGGGGGACTC-3") primeri ile

elde edilen PCR amplifikasyon {irlinlerinin agaroz jel lizerindeki goriintiisii. (Ornek
stralanigi Sekil 4.3°deki gibidir.)
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Sekil 4.5 Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-12 (5'-CCTTGACGCA-3") primeri ile

elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel ilizerindeki goriintiisii. M: marker
(100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1 ve 2: A.mystacinus—Zonguldak, 3 ve 4: A.mystacinus-
Ardanug/Artvin, 5 ve 6: A.mystacinus- Camlihemsin/Rize, 7 ve 8: A.mystacinus- Stimela/Trabzon, 9 ve
10: A.mystacinus- Kemaliye/Erzincan, 11 ve 12: A.mystacinus- Sebil/Mersin, 13 ve 14: A.mystacinus-
Kéycegiz/Mugla, 15 ve 16: A.mystacinus- Buharkent/Aydin, 17 ve 18: A.mystacinus- Kemalpasa/izmir,
19 ve 20: A.flavicollis- Velikakoprisi/Kirklareli, 21 ve 22: Mus- Trakya, 23: Bos, K: Negatif Kontrol.
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Sekil 4.6 Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-17 (5'-AGGGAACGAG-3'") primeri ile

elde edilen PCR amplifikasyon {irlinlerinin agaroz jel ilizerindeki goriintiisii. (Ornek
stralanigi Sekil 4.5°deki gibidir.)
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Sekil 4.7 Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-19 (5'-ACCCCCGAAG-3") primeri ile

elde edilen PCR amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel lizerindeki goriintiisii. M: marker
(100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1 ve 2: A.mystacinus—Zonguldak, 3 ve 4: A.mystacinus-
Ardanug/Artvin, 5 ve 6: A.mystacinus- Camlihemsin/Rize, 7 ve 8: A.mystacinus- Stimela/Trabzon, 9 ve
10: A.mystacinus- Kemaliye/Erzincan, 11 ve 12: A.mystacinus- Sebil/Mersin, 13 ve 14: A.mystacinus-
Kéycegiz/Mugla, 15 ve 16: A.mystacinus- Buharkent/Aydin, 17 ve 18: A.mystacinus- Kemalpasa/Izmir,
19 ve 20: A.flavicollis- Velikakopriisi/Kirklareli, 21 ve 22: Mus- Trakya, 23: Bos, K: Negatif Kontrol.

L&.l.us&‘z.l 223 KM

Sekil 4.8 Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-20 (5'-GGACCCTTAC-3") primeri ile

elde edilen PCR amplifikasyon iirlinlerinin agaroz jel iizerindeki goriintlisii. (Ornek
stralanig1 Sekil 4.7°deki gibidir.)

40



3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 K M

Sekil 4.9 Calismada kullanilan 6rneklerin OPD-02 (5'-GGACCCAACC-3") primeri ile
elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki goriintiisii. M: marker
(100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1 ve 2: A.mystacinus—Zonguldak, 3 ve 4: A.mystacinus-
Ardanug/Artvin, 5 ve 6: A.mystacinus- Camlihemsin/Rize, 7 ve 8: A.mystacinus- Stimela/Trabzon, 9 ve
10: A.mystacinus- Kemaliye/Erzincan, 11 ve 12: A.mystacinus- Sebil/Mersin, 13 ve 14: A.mystacinus-
Kéycegiz/Mugla, 15 ve 16: A.mystacinus- Buharkent/Aydim, 17 ve 18: A.mystacinus- Kemalpasa/lzmir,
19 ve 20: A.flavicollis- Velikakopriisii/Kirklareli, 21 ve 22: Mus- Trakya, 23: Bos, K: Negatif Kontrol.

41



M2 endn S 6*8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18220 2122 K M

Sekil 4.10 Calismada kullanilan 6rneklerin OPD-03 (5'-GTCGCCGTCA-3") primeri ile

elde edilen PCR amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel lizerindeki goriintiisii. M: marker
(100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1 ve 2: A.mystacinus—Zonguldak, 3 ve 4: A.mystacinus-
Ardanug/Artvin, 5 ve 6: A.mystacinus- Camlihemsin/Rize, 7 ve 8: A.mystacinus- Siimela/Trabzon, 9 ve
10: A.mystacinus- Kemaliye/Erzincan, 11 ve 12: A.mystacinus- Sebil/Mersin, 13 ve 14: A.mystacinus-
Kéycegiz/Mugla, 15 ve 16: A.mystacinus- Buharkent/Aydin, 17 ve 18: A.mystacinus- Kemalpasa/izmir,
19 ve 20: A4.flavicollis- Velikakopriisii/Kirklareli, 21 ve 22: Mus- Trakya, K: Negatif Kontrol.
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Sekil 4.11 Calismada kullanilan 6rneklerin OPD-13 (5'-GGGGTGACGA-3'") primeri ile

elde edilen PCR amplifikasyon {irlinlerinin agaroz jel {izerindeki goriintlisii. (Ornek
stralanig1 Sekil 4.10°daki gibidir.)
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Sekil 4.12 Calismada kullanilan 6rneklerin OPD-15 (5'-CATCCGTGCT-3'") primeri ile

elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel ilizerindeki goriintiisii. M: marker
(100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1 ve 2: A.mystacinus—Zonguldak, 3 ve 4: A.mystacinus-
Ardanug/Artvin, 5 ve 6: A.mystacinus- Camlihemsin/Rize, 7 ve 8: A.mystacinus- Siimela/Trabzon, 9 ve
10: A.mystacinus- Kemaliye/Erzincan, 11 ve 12: A.mystacinus- Sebil/Mersin, 13 ve 14: A.mystacinus-
Kéycegiz/Mugla, 15 ve 16: A.mystacinus- Buharkent/Aydin, 17 ve 18: A.mystacinus- Kemalpasa/izmir,
19 ve 20: A.flavicollis- Velikakopriisii/Kirklareli, 21 ve 22: Mus- Trakya, K: Negatif Kontrol.
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4.1 Istatistik analizi sonuclar

Istatistik analizleri icin POPGENE Microsoft Window-based Freeware for Population
Genetics Analysis, Version 1.31 (YEH et al. 1997) ve POPULATION 1.0 (Langella,
2000) programlar1 kullanildi. POPGENE programu ile Nei (1987)’ye gore tim lokuslar
icin genetik varyasyon ve alt populasyonlardaki genetik farklilagma degerleri Cizelge
4.2, 43 ve 4.4°de gosterilmektedir. POPULATIONS 1.0 programi ile Nei (1972)’nin
genetik mesafe degerleriyle olusturulan yakin baglant1 agaci (Neighbour Joining Trees)

Sekil 4.13’de gosterilmektedir.

Apodemus mystacinus populasyonlart i¢in hesaplanan genetik farklilasma degerleri,
Trabzon populasyonunda en diisitk H= 0,0227 (P, polimorfik lokus yiizdesi = 4.55)
degerdedir. Mugla populasyonunda ise bu deger en yiiksek seviyededir H= 0,2045
(%P=40.91) (Cizelge 4.2).

Tirkiye’deki A. mystacinus populasyonlarinin toplam gen farklilasmas1 Hy= 0,3087
olarak hesaplanmigtir. Calisilan populasyonlar arasindaki genetik farklilasmay1

gosteren Ggr degeri, 0,7438 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.3).

Nei (1972)’ye gore hesaplanan genetik mesafe degerleri, 0,0842 (Artvin ve Rize) ile
0,3515 (Trabzon ve Aydin) arasindadir. Boylece genetik olarak en uzak populasyonlar
Trabzon ve Aydin; birbirine en yakin populasyonlar ise Artvin ve Rize
populasyonlarinin oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.4). Genetik benzerlik verileri genetik
mesafe degerleri ile tamamiyle uyumlu ¢ikmistir. Beklendigi gibi Trabzon ve Aydin
populasyonlar1 en az benzerlik gosteren populasyonlarken (0,7036), Artvin ve Rize
populasyonlart ise genetik benzerlik degerleri bakimindan birbirine en yakin

populasyonlardir (0,9192) (Cizelge 4.4).

Genetik mesafe degerleriyle olusturulan dendogram, 3 kiimelenme gostermistir; ilk
grup 5 populasyondan olusmustur. Ilk kiime igerisinde Artvin ve Rize populasyonlari,
74°1iik bootstrap degeri ile baglanmistir. Buna ek olarak Trabzon, Erzincan ve Mersin

populasyonlar1 ayni1 kiime icerisinde yer almis ve sirasiyla 42, 49, 76’lik bootstrap
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degerleriyle Artvin ve Rize populasyonlarima baglanmistir. Ikinci grup, 58’lik
bootstrap degeri ile Zonguldak ve Izmir populasyonlarini igermektedir. Aydin
populasyonu bu gruba 36’lik bootstrap degeri ile baglanmistir. Uciincii grup 74’liik
bootstrap degeri ile yalnizca Mugla populasyonundan olusmaktadir ve populasyon tek
basina ayrilmigtir. Ayrica dis gruplar olan A. flavicollis ve M. macedonicus
populasyonlart bu baglanti agacina 91 ve 96’lik bootstrap degeri ile baglanmistir

(Sekil 4.13).

Cizelge 4.2 Tlim lokuslar i¢in genetik varyasyon analizleri (Nei 1987)

Lokalite Ornek Sayis1 ~ Na Ne H I P %P
ZONGULDAK 2 1,194 1,194 0,097 0,135 30 19,48
ARTVIN 2 1,064 1,064 0,032 0,045 10 6,49
RIZE 2 L,L175 1,175 0,087 0,121 27 17,53
TRABZON 1 1,045 1,045 0,022 0,031 7 4,55
ERZINCAN 2 1,064 1,064 0,032 0,045 23 14,94
MERSIN 2 1,214 1,214 0,107 0,148 33 21,43
MUGLA 2 1,409 1,409 0,204 0,283 63 40,91
AYDIN 2 1,168 1,168 0,084 0,117 26 16,88
[ZMIR 2 1,207 1,207 0,103 0,144 32 20,78
KIRKLARELI 1 1,074 1,074 0,037 0,051 10 6,49
TRAKYA 2 1,032 1,032 0,016 0,022 5 3,25
Ortalama 2 1,150 1,150 0,074 0,103 24,1 15,7

Cizelge 4.3 Alt populasyonlar igin genetik farklilasma analizleri (Nei 1987)

Ornek Sayisi Ht Hs Gst Nm

20 0.308 0.079 0.743 0.172
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Cizelge 4.4 Genetik mesafe (alt diagonal) ve genetik benzerlik (iist diagonal) hesaplamalar1 (Nei, 1972). 1: Zonguldak, 2: Artvin, 3: Rize, 4: Trabzon, 5: Erzincan, 6:
Mersin, 7: Mugla, 8: Aydin, 9: Izmir, 10: Kirklareli, 11: Trakya.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 0 0.8443 0.8372 0.7674 0.8207 0.8210 0.7817 0.8393 0.8376 0.6198 0.5272
2 0.1693 0 0.9192 0.8748 0.8887 0.8349 0.7846 0.7658 0.8159 0.5662 0.4892
3 0.1777 0.0842 0 0.8940 0.8975 0.8454 0.7813 0.7602 0.7900 0.5460 0.4969
4 02647 0.1338 0.1121 0 0.8706 0.8238 0.7181 0.7036 0.7112 0.5275 0.5199
5 0.1976 0.1180 0.1081 0.1385 0 0.8430 0.7682 0.7337 0.7666 0.5421 0.5070
6 0.1972 0.1805 0.1680 0.1939 0.1708 0 0.7975 0.7721 0.7623 0.5406 0.5058
7 0.2463 0.2426 0.2468 0.3312 0.2637 0.2263 0 0.7799 0.7922 0.5847 0.5872
8 0.1752 0.2668 0.2742 0.3515 0.3097 0.2587 0.2486 0 0.8459 0.6525 0.5337
9 0.1773 0.2034 0.2358 0.3407 0.2658 0.2715 0.2330 0.1673 0 0.6371 0.5049
10 0.4783 0.5688 0.6052 0.6396 0.6123 0.6151 0.5367 0.4269 0.4509 0 0.5043
11 0.6402 0.7150 0.6993 0.6542 0.6792 0.6816 0.5323 0.6280 0.6835 0.6846 0
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Sekil 4.13 A. mystacinus populasyonlar1 arasindaki genetik iligkileri, Nei (1972)’nin standart genetik

mesafe degerlerine gore gosteren dendogram (yakin baglant1 agaci -NJ).
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5. TARTISMA VE SONUC

Dogramaci (1972), yaptig1 morfolojik calismalarla 4. m. mystacinus ile A. m. euxinus
populasyonlarinin Anadolu ve Karadeniz bolgesinde yayilis gosterdigini ortaya
koymustur. Ardanug- Artvin’in 4. m. mystacinus ve A. m. euxinus alttiirlerinin hibriti
oldugunu rapor etmistir. Colak vd. (2007), esteraz enzimine dayanarak yaptiklari
allozim caligmasinda Ardanug, Sebil ve Manisa populasyonlarinin EST-2D alleline
sahipken, Altindere ve Akcakoca populasyonlarinin EST-2D alleline sahip olmadigini
ortaya koymustur. Bununla birlikte Ardanu¢ ve Anadolu populasyonlarinin EST-3C
alleline sahip olduklarin1 bulmuslardir. Bu durum Ardanug¢ populasyonunun 4. m.
mystacinus ve A. m. euxinus alttiirlerinin hibriti olabilecegini ortaya koymus ve

Dogramaci (1972)’nin morfoloji ¢aligmalarini desteklemistir.

Bizim bulgularimizda Artvin (Ardanug) ve Rize populasyonlart yakin baglanti
agacinda birbirine baglanmistir. Buna ek olarak Trabzon, Erzincan ve Mersin
populasyonlar1 ayni kiimelenme grubu igerisinde yer almis, Artvin ve Rize
populasyonlarina baglanmigtir. Buna gore Trabzon, Artvin (Ardanug) ve Rize
populasyonlarinin beraber olusturdugu kiimelenme A. m. euxinus olarak diisiiniilebilir.
Bu bulgular Colak vd. (2007)’nin ¢alismast ile uyumludur. Mersin (Sebil)
populasyonu ise A. m. mystacinus’un tip yeridir. Bu durumda Erzincan
populasyonunun bu kiimelenmede A. m. mystacinus ile A. m. euxinus arasinda hibrit

ozellik gosterdigi diisliniilebilir.

Neuhidser (1936), A. m. symrnensis’in Tiirkiye’nin batisinda ve Toros Daglari’nda
yayilis gosterdigini rapor etmistir. Colak (2007), esteraz allellerinin gosterdigi
farkliliklardan dolayr Izmir-Aydin-Bursa populasyonlarmin diger populasyonlardan
acik bir sekilde ayrildigini bulmuslardir. Bu tez ¢alismasindaki bulgularimiz da bu
durumu desteklemektedir. Michaux et al. (2005) A. mystacinus Orneklerinin iki
mitokondriyal DNA bdélgesine (sitokrom b ve D-loop) ve the interstitial retinol
binding protein (IRBP) niikleer genine bagli olarak yaptiklar1 caligmalarinda ise
giineybat1 Tiirkiye populasyonlarinin 4. m. rhodius olabilecegini ancak niikleer genler

acisindan Tiirkiye’de iki farkli soyun ayirt edilemedigini belirtmislerdir. Giiney Bati
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Tiirkiye’deki A. mystacinus’un Girit’den alinan Orneklerle yakin akraba olduklarini
ancak Dogu Bolgesi’ndeki populasyonlardan uzak olduklarini bulmuslardir. Bizim
calismamizdaki dendogramda Zonguldak, Aydin ve Izmir populasyonlarini igeren ayri
bir kiimelenme olusmustur. Mugla populasyonu bu gruba baglanmistir. Bu
kiimelenme Neuhéser (1936)’e gore A. m. symrnensis olarak degerlendirilebilmekle
beraber Michaux et al. (2005) giineybati Tiirkiye’de bu alttiirden bahsetmemistir.
Bizim calismamizda Giiney Bati Anadolu’da iki ayr1 kiimelenmenin ortaya ¢ikmasi,

bu bolgede iki farkli genetik soyun olabilecegini gostermektedir.

Vohralik et al. (2002), Asya ve Avrupa A. mystacinus populasyonlar1 arasinda belirgin
bir farklilik oldugunu ve Asya populasyonlarinin Avrupa populasyonlarindan daha
homojen oldugunu yaptiklar1 ¢caligmada belirtmislerdir. Bu gézlem ayrica Verimli vd.
(2000) Bat1 Anadolu ve Ardanug populasyonlarinda yaptiklari ¢alismada pre-albumin
bolgesinde gozlenen toplam bant sayisini sirasiyla 3-4 ve 4 olarak tespit etmislerdir. Ve
bu serum proteinleriyle bu populasyonlarin ayirt edilemedigini ileri stirmiislerdir.
RAPD markerleriyle yapilan bu calismada ise A. mystacinus populasyonlar1 arasinda
farklilagsmalar gozlenmistir. Bu sonuglar Vohralik et al. (2002) ve Verimli vd.
(2000)’nin bulgularin1  desteklememektedir. Biyometrik karsilagtirmalar ve fallik
karakterlere bagli olarak Anadolu’daki A. m. mystacinus’un Avrupa’daki A.
epimelas’dan farkli oldugu ve 4. m. euxinus’un her ikisinden de farkli bir form oldugu
Colak vd. (2004) tarafindan ortaya konmustur. Bu sonuglar ise bizim g¢alismamizla

uyumludur.

Apodemus mystacinus populasyonlar1 i¢in hesapladigimiz genetik cesitlilik degerleri,
Trabzon populasyonunda en diisiik H= 0,0227(P, polimorfik lokus yiizdesi = 4.55)
degerdedir. Mugla populasyonunda ise bu deger en yiiksek seviyededir H= 0,2045
(P=%40.91) . Filippucci et al.( 2002), Apodemus cinsi iizerinde 38 enzim (allozim)
lokusu ¢alismalarina dayanarak buldugu verilerde 4. mystacinus populasyonlarinda He
degerini 0.059 olarak bulmuslardir. Arastiricilar Tiirkiye populasyonlarmi, Israil

populasyonlarina Balkan populasyonlarina gore daha yakin bulmuglardir.
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Tiirkiye’deki A. mystacinus populasyonlarinin gozlenen ortalama heterozigotluk
(Nei’nin genetik ¢esitliligi) H= 0.074 olarak hesaplanmistir. Calisilan populasyonlar
arasindaki gen akis1 degeri, N;,=0.172 olarak bulunmustur. Filippucci et al.( 2002), ise
caligmalarinda H degerini 0.059 ve N, degerini ise 1.439 olarak gostermistir. H ve Ny,
degerleri populasyonlardaki 6nemli gen akisini belirten degerlerdir. Wright (1969)’a
gore Ny, degerinin 1’den kiiciik ¢ikmasi populasyonun genetik stiriiklenme yiiziinden
farklilasmaya basladigin1 ifade eder. Bizim calismamizda bu deger 1’in altinda
oldugundan 4. mystacinus populasyonlarinda farklilasmanin oldugu sdylenebilir. Ancak
Filippucci et al.( 2002) un buldugu N,, degeri 1’in iistiindedir. Bu durumda bizim
calismamiz Filippucci et al.( 2002)’un allozim c¢alismasindaki degerleriyle uyumlu

degildir.

Bu calismadaki sonuglar gegmis yillarda yapilan morfolojik ve enzimsel ¢aligmalara
kismen destek saglamistir. Ancak Michaux et al. (2005) ve Filippucci et al. ( 2002)
tarafindan da belirtildigi gibi 4. mystacinus’un alttiirlerine ait taksonomik sorunlarin
¢oOziilebilmesi i¢in daha ¢ok ornek ile enzim sistemleri ve diger genetik caligsmalari
(mitokondriyal veya niikleer) iceren daha kapsamli arastirmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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