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Bu caligmanin amaci, Trakya ve Bati Karadeniz’ de yayilis gésteren Mus domesticus ve Mus
macedonicus tiirleri ve bu tiirlerin farkli  populasyonlar1 arasindaki genetik farklilagsmay1
allozim analizi ile ortaya koymaktir. Tiirkiye’deki 7 lokaliteden toplam 35 birey caligildi. 14
enzim sisteminin nisasta jel ve native poliakrilanmid jel elektroforezi (N-PAGE) sonucu 23
lokus saptandi. 1dh-2 lokusu M. macedonicus ile M. domesticus tiirlerini ayirt edici lokustur.
Mus cinsinde ldh-2 lokusunda ii¢ allel (A, B, C) tespit edildi. Calisilan populasyonlar arasindaki
genetik iligkileri gostermek icin Wright’mm genetik mesafe ve Nei’nin genetik benzerlik
hesaplamalar1 kullanildi. Hesaplamalar BIOSYS-1 bilgisayar programi ile yapildi. Tim
lokuslara ait F-istatistik verilerine bakildiginda fiksasyon indeksinin ortalama degeri Fsy =
0.3693 ile populasyonlar arasi genetik farklilagsmay1 ifade eden gen akisi degeri Nm= 0.426
olarak bulundu. Nei (1978)’nin genetik benzerlik degerlerine dayanilarak olusturulan UPGMA
dendograminda biri M. macedonicus digeri M. domesticus populasyonlarit olmak tizere iki ana
kiime olustu. Her bir kiime de iki alt kiimeye ayrildi. M. macedonicus populasyonlarindan
olusan 1. kiimedeki ilk grupta Bolu populasyonu tek basma yer alirken, ikinci grup Edirne,
Tekirdag, Kirklareli ve Diizce populasyonlarindan olustu. M. domesticus populasyonlarindan
olusan 2. kiimedeki ilk grupta yine Bolu populasyonu tek basina yer alirken ikinci grupta ise

Tekirdag, Zonguldak ve Bartin populasyonlari yer aldi.
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ABSTRACT

Master Thesis

ALLOZYMIC VARIATIONS OF THE GENUS
Mus L., 1758 (Mammalia: Rodentia)
IN WESTERN BLACK SEA AND THRACE

Ufuk GUNDURU

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Reyhan COLAK

The aim of this study is to expose genetic differentiation between Mus domesticus and Mus
macedonicus which are distributed in Western Black Sea and Thrace and the different
populations of these species, using allozyme analysis. 35 specimens were studied from 7
localities in Turkey. 14 enzyme systems were analysed using starch gel electrophoresis and
native-polyacrilamide gel electrophoresis (N-PAGE) and 23 loci were determined. Idh-2 locus
was diagnostic for M. macedonicus and M. domesticus. In the genus Mus, three alleles (A,B,C)
were determined at Idh-2 locus. In order to show genetic relations among populations studied,
Wright’s genetic distance and Nei’s genetic identity were used. The allelic data of these
populations were analysed using the program BIOSYS-1. According to F-statistic values mean
value of Fsr (Fst= 0.3693), which is a measure of the genetic differentiation over
subpopulations and gene flow value (Nm= 0.426), that is show genetic differentiation among
populations were found to be very high. On the basis of Nei’s genetic identity values UPGMA
dendrogram established has got two main clusters dividing into two subgroups in each cluster.
The first cluster consists of M. macedonicus populations, including only Bolu population in first
subgroup, and second one Edirne, Tekirdag, Kirklareli and Diizce populations. The second
cluster consists of M. domesticus populations, containing Bolu population in first subgroup, and

second one Tekirdag, Zonguldak and Bartin populations.

October 2008, 59 pages
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1.GIRiS

Gilinlimiizde Avrupa’da yayilis gdsteren Mus cinsine ait 5 ayri tiir (M. spretus, M.
spicilegus, M. macedonicus, M. musculus, M. domesticus) kaydedilmistir (Ellerman
1948; Thaler et al. 1980, 1981; Macholan and Zima 1994).

Schwarz and Schwarz (1943) ve Ellerman and Morrison-Scott (1951) M. musculus L.,
1758 tiirlintin Tiirkiye’de yayilis gosterdigini kaydetmislerdir ve bu tiiriin diinyada 15
alttlire sahip oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilara gére 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
tilkelerde yasamaktadir. 1837 yilinda Waterhouse Trabzon’da M. abbotti’yi
tanimlamistir. Schwarz and Schwarz (1943) M. abbotti’yi sinonim yaparak bunun
yerine M. m. brevirostris alttiiriiniin gegerli oldugunu kaydetmistir. Vinogradov and
Argyropulo (1941) o6rnek kaydir vermeksizin M. m. abbotti’nin Tiirkiye’de yayilis
gosterdigini kaydetmisglerdir. Yugoslavya’da Petrov and Ruzic (1983) tarafindan
tanimlanan M. macedonicus’un M. m. domesticus ile ayni alanda yasadig1 belirlenmistir.
Boursot et al. (1993) Tiirkiye’de evlerde yasayan Mus orneklerini Mus domesticus’a

dahil etmislerdir.

Hoogstraal (1959) Ankara o6rneklerinin M. musculus, Stainer and Vauk (1966) Konya
orneklerinin M. musculus oldugunu, Ellerman (1948) M. m. praetexteus’un Tiirkiye’de
yayilis gosterdigini kaydetmislerdir. Krystufek and Macholan (1998) morfolojik
ozelliklere dayanarak M. macedonicus’un I¢ Anadolu Bélgesi’nde yayilis gdsterdigini
kaydetmislerdir. Colak vd. (2006) morfolojik verilere dayanarak Tiirkiye’de M.
domesticus ile M. macedonicus’un yayilis gosterdigini ortaya koymuslardir ve iki tiirti
ayirt edici morfolojik o6zellikleri tanimlamiglardir. Arastirmacilarin  sonuglarinda;
zygomatik indeksi (ZI) M. domesticus’da 0.32-0.47, M. macedonicus’ta ise 0.60-0.85
olarak belirlenmistir. Bagt+Govde/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

Ozellik olarak; pareital kemiklerin ventral kenarlarinin M. domesticus’da zikzak, M.



macedonicus’ta ise diiz ya da 6ne dogru girinti yapmis bi¢imde oldugu tespit edilmistir.

Bakulum ve phallus 6zellikleri ise M. domesticus’u M. macedonicus’tan ayirmamustir.

Yukarida 6zeti verilen ¢aligmalar morfolojik ve biyometrik metotlara dayanmaktadir.
Bu c¢aligmalarin yaninda karyolojik ¢aligmalar yapilmis ve molekiiler metotlar
kullanilarak Mus cinsinin evrimi ve sistematigi tizerinde bir c¢ok c¢alisma
gerceklestirilmistir. Ivamtskaya et al. (1996) israil’de M. macedonicus ile kromozomal
bir calisma yapmuslardir. Arastirmacilar 2 tip X ve 2 tip Y kromozomu tespit
etmislerdir. 1. tip X kromozomunun ( parlak heterokromatin bloguna sahip ve otozomal
bloklar ile benzer boyutta olan) M. m. domesticus, M. m. bactrianus, M. m. castaneus,
M. caroli, M. spicilegus ve M. macedonicus i¢in karakteristik oldugu tespit edilmistir. 2.
tip X kromozomu ise ( kiiciik heterokromatin bloklara sahip ve daha koyu boyanmis
okromatik bolge) yaygin olarak M. m. musculus, M. m. raddei ve M. m. sergii’de
bulunmustur (Dev et al. 1975; Bulatova and Nadjafova 1991). Tanimlanan 2 tip Y
kromozomu alt grup siniflamasi i¢in kromozomal yapilar olarak hizmet eder. 1. tipin
biiylik Y kromozomu, 2. tipin ise kiicliik Y kromozomu oldugu saptanmistir. Kiigiik Y
kromozomlarina sahip grubun yabani tiirlerden olustugu ve M. macedonicus’un kiigiik
Y kromozomuna sahip bir tiir oldugu belirlenmistir. Giindiiz et al. (2000) iran ve
Tirkiye’deki M. m. domesticus, M. m. castaneus ve M. macedonicus’un D-loop
sekansin1 karakterize etmislerdir ve karyotipini tanimlamislardir. Arastirmacilar Mus
musculus domesticus, Mus macedonicus ve Mus musculus castaneus i¢in standart
karyotipi 2n= 40 olarak belirlemislerdir.  Sonuglar M. macedonicus ve M. m.
castaneus’un Tiirkiye ve Iran’ da 2n= 40 kromozom komplementine sahip oldugunu
dogrulamistir. M. m. domesticus i¢in de yine yaygin olarak standart karyotip 2n= 40
bulunmustur. Ancak bu sonug aragtirmacilara ilging gelmistir. Ciinkii M. m. domesticus
populasyonlarinda Robertsonian flizyonu ile ¢ok sayida karyotipik irklar karakterize
edilmistir ve azalan kromozom sayilar1 Bat1 Avrupa ve Kuzey Afrika’da tanimlanmistir
(Nachman and Searle 1995). D-loop haplotip ¢alismast sonucu M. macedonicus’un
diisiik niikleotid ¢esitliligi olan monotipik bir tiir oldugu saptanmistir. Parsimoni
filogenetik agacinda M. macedonicus haplotipleri M. m. castaneus’dan ayr bir kladda

toplanmustir.



Gropp et al. (1969) tarafindan Robertsonian (Rb) fiizyonunun bulunusu ile bu irklar
tizerinde allozim varyasyonu calisilmaya baglanmistir. Allozim analizi uygulamasi, tiir
veya alttiir seviyesinde Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika’daki ¢esitli Mus taksonlarinin
biyolojisinin ag¢iga ¢ikarilmasina olduk¢a biiyiik katkida bulunmaktadir. Allozim
calismalar1 6zellikle taksonomik statiilerin ve filogenetik iliskilerin tanimlanmasina ve
ayirt edilmesine yardimci olmaktadir ve bu taksonlar arasindaki hibrid zonlar1 agiga
cikarmaktadir. Dahasi kolonizasyon bi¢iminin anlasilmasina ve olusan populasyon
dinamigi, gen akisi ve M. m. domesticus Robertsonian irklar1 arasindaki olas tiirlesme
stireclerinin  anlagilmasina katkida bulunmaktadir (Tryfonopoulos et al. 2005).
Tryfonopoulos et al. (2005) Yunanistan’da M. domesticus’un Rb irklarinda 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.

Molekiiler diizeydeki allozim ¢aligmalarinda; Bonhomme et al. (1983) Avrupa’daki M.
m. domesticus i¢in Karbonik anhidraz enziminin ayirt edici lokus oldugunu, Thaler et
al. (1981) ve Mezhzerin et al. (1998) Avrupa’daki M. domesticus ve Kafkasya’da
bulunan M. musculus i¢in izositrat dehidrojenaz (Idh-1) lokusunun ayirt edici 6zelligini
saptamiglardir. Tirkiye’de ise Gozcelioglu (2002) Ankara-Bolu-Zonguldak hattinda
yayilis gosteren M. domesticus ve M. macedonicus’un ldh-1 lokusuna gore ayrildigini
kaydetmistir. Munclinger et al. (2002) Cek Cumhuriyeti ve Slovakya’da Esteraz enzimi,
Est-2 lokusunun M. domesticus i¢in ayirt edici oldugunu, ayrica Niikleozit fosforilaz
enzim sisteminde M. domesticus’ta bir tane hizli allelin (Np100) ve M. musculus’ta daha

yavas olan iki allelin (Np70 ve Np90) oldugunu tespit etmislerdir.

Mishra et al. (2002) daha ileri molekiiler teknik olan RAPD (Randomly amplified
polymorphic DNA) analizi teknigi ile yabani Hindistan fareleri M. musculus ve M.
domesticus’un inbred Ornekleri ile laboratuar inbred Orneklerinin filogenetik
akrabaliklarin1 ve genetik polimorfizmlerini ¢aligmiglardir. Arastirmacilar laboratuar

irklartyla yabani tiirlerin farklilasmis olduklarini tespit etmislerdir.



Giindiiz et al. (2005) M. m. domesticus’un kolonizasyon tarihi hakkinda yeni bir bakis
acis1 saglamak i¢in Tiirkiye’de farkli bolgelerdeki M. m. domesticus D-loop haplotipleri
arasindaki iligkileri incelemislerdir. Calisma sonucunda Tiirkiye’de 51 tane M. m.
domesticus haplotipi elde edilmistir. Neighbour joining filogenetik agacinda ¢ok sayida
Tiirk haplotiplerinin bulundugu kladi “Main Turkish Clade- Ana Tiirk Kladi” olarak
adlandirmislardir. Arastirmacilar “Ana Tiirk Kladi” nin bat1 yoniindeki kolonizasyonlar1

icin Tiirkiye’nin kaynak alan oldugu sonucuna varmiglardir.

Yapilan literatiir arastirmalart Tiirkiye’de Mus cinsine ait M. domesticus ve M.
macedonicus tiirlerinin yayilis gosterdigini ortaya koymaktadir. Ancak bu cins tizerinde
yapilan allozim caligmalar1 yetersizdir. Bu calismanin amaci Trakya ve Bati
Karadeniz’de yayilis gosteren M. domesticus ve M. macedonicus tiirleri ve bu tiirlerin
farkli  populasyonlar1 arasindaki genetik farklilagmayi allozim analizi ile ortaya

koymaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Regnum: Animalia
Classis: Mammalia

Subclassis: Eutheria

2.1 Ordo: Rodentia

Rodentia ordosu 29 familya, 400°i askin cins ve 2800’lin iizerinde tiirliyle memeli
smifinin en biiyiik takimidir (Ognev 1947, Wilson and Reeder 1993). Antartika,
Kutuplar, Yeni Zelanda ve birka¢ okyanus takimadasi disinda tiim karalara yayilmis
olarak bulunurlar. Bu hayvanlar kara, agag, toprak alti ve yar1 sucul olarak ¢ok farkli
habitatlarda yayilis gosterirler. Diger takimlardan kolayca ayrilabilen kemiricilerin
kendi i¢lerinde filogenetik durumlar1 bir¢ok yonden net degildir. Cigneme kaslar1 ve
kafa yapilar1 kemiricileri siniflandirmak i¢in 6nemli kriterlerdir. Her bir grup kafatasi

yapisi ve ¢enenin kafatasi ile yapmis oldugu baglantiyla birbirinden ayrilir.

Cok 1yi kosar, si¢rar, tirmanir ve yiizerler. Bir ¢ogunda iist dudagin yarik olmasi agiz
tavaninin gelismesinin erken evrede durmasi sonucu ortaya ¢ikmis eksik bir yapidir. Bu
yap1 kemirme olayinda ¢ok gerekli ve kullanighdir. Her ¢esit kosulda yasayan ve yeni

kosullara en kisa siirede uyum saglayan hayvanlardir ( Kuru 1999).

Rodentia takimini digerlerinden ayiran en 6nemli diagnostik karakter kopek disleri ve
on az1 dislerinin kaybolmasi ile olusan diastema boslugudur. Diastema boslugu iist
kesici diglerle azi disler arasinda bulunur ve besinleri toplamak i¢in kullanilir. Her iki
¢enenin Oniinde, tiim kemiricilerin ortak 6zelligi olan ikiser adet kesici dis bulunur. Bu
disler koksiizdiir ve siirekli biiyiirler. Kesici dislerin kirilmasi halinde yerlerine yenileri

olusmaz ve karsilarindakiler siirekli biiyiiyerek hayvanin dliimiine neden olur (Ognev

1947).



Bazi tiirlerde besinin toplanmasina yarayan yanak keseleri vardir. Mideleri basit,
korbagirsaklart uzundur. Kuyruklari ¢ogunlukla uzun, bazi tiirlerde pullarla ortiiliidiir.
Toprak altinda tiineller kazarak yasayan tiirlerde tirnaklar iyi gelismistir. Gzler yasam
bicimine bagl olarak farkli biiyiikliikte olabilir. Toprak altinda yasayanlarda gozler
kiigiilmiis hatta bazi tiirlerde korelerek deri altinda kalmigtir. Gececil olanlarda ise
oldukca biiytiktiir. Gozler basin yan taraflarinda yer aldiklarindan hem 6nii hem de
arkay1 ayn1 anda gorebilirler. Suda yasayanlarda gozler bagin tlist kismindadir. Kulaklar
da yasam bigimine gore degisik sekiller gosterir. Ornegin, toprak altinda ve suda
yasayanlarda olduk¢a kiiclilmistiir. Kemiriciler genellikle herbivor ya da
omnivordurlar. 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

bulastirmalar1 agisindan ¢ok onemlidirler (Buckie and Smith 1994, Nowak 1999).

2.2 Familya: Muridae (Fareler ve Sicanlar)

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

yasamlarini siirdiirebilmislerdir.

Killar1 kisa, yumusak ya da kalin ve serttir. Kuyruklar1 genellikle viicuttan daha uzun,
ciplak ve tizeri pullarla ortilidiir. Kulaklar1 genellikle uzundur. En dar yerlerden
gecerler. Muridler ¢ok farkli habitatlarda yasayabilirler. Toprak iizerinde, agaglarda ya
da toprak altinda yasayan tiirleri vardir. Tiinellerde ya da catlaklarda, kiitik ya da

benzeri uygun nesnelerin altinda, uygun agac¢ goévdelerinde ya da kovuklarinda ve



calilarda, toprakta ya da agaglarda yaptiklar1 yuvalarda barinirlar. Muridler glindiiz ya
da gececil davraniglar gosterirler ve genellikle tiim y1l boyunca aktiftirler (Kuru 1999).

Muridae familyasinin bazi1 {iyeleri toplu halde yasarlar ve yiiksek derecede
sosyallesebilmislerdir. Bunun yaninda digerleri yalniz ya da giftler halinde yasamaya
egilimlidirler. Yilin sicak gecen donemlerinde ciftlesirler. Disiler bir yil iginde
genellikle cok sayida yavrularlar. Diger kemiricilerden farkli olarak kulak kepceleri
daha biiyiik, agiz-burun kisimlar1 daha sivri ve goézleri daha biiyiiktiir. Dis formiilii

1.0.0.2-3/1.0.0.2-3=12-16"dir (Demirsoy 1998).

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

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

2.3 Genus: Mus Linnaeus, 1758

Bu kiiciik kemiricilerin bag-beden uzunluklar1 genellikle 100 mm’nin altindadir.
Kiirkleri yumusak, sert veya yer yer dikenimsi yapida olabilir. Kafatasi narin ve olduk¢a
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 and Bates 1991).

Asil vatani oriental bolge olan Mus cinsi insanlar tarafindan tiim diinyaya tasinmistir.
Giiniimiizde Mus cinsine ait tiirler 4 alt cins altinda toplanmaktadir. Coelomys alt cinsi
Sumatra, Sri Lanka, Gilineydogu Asya ve Jawa’da 5 tiir, Mus alt cinsi Avrupa ve
Asya’da 9 tiir, Nanomys alt cinsi Afrika’da 19 tiir ve Pyromys alt cinsi Giiney ve

Glineydogu Asya’da 5 tiir ile temsil edilir (Wilson and Reeder 1993).

Son zamanlara kadar Avrupa Mus’lar1 tek bir tiir, Mus musculus’un alttiirleri olarak

kabul ediliyordu ( Schwarz and Schwarz 1943). Bir ¢ok arastiriciya gére Mus, cesitli



caligmalarla birbirinden ayrilmis ve aralarinda iireme izolasyonu olan M. spretus, M.
macedonicus, M. spicilegus, M. musculus ve M. domesticus tiirlerini kapsamaktadir.
Biyokimyasal ve karyolojik calismalar Akdeniz bolgesinde 3 farkli tiiriin yayilis
gosterdigini ortaya koymustur; M. spretus, M. macedonicus ve M. spicilegus ( Britton
and Thaler 1978, Marshall 1981, 1986, Sage 1981, Orsini 1982, Bonhomme et al. 1983,
Macholan and Zima 1994).

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
tiiridiir, Akdeniz iklimi zonunda yasarlar (Aufray et al. 1990). 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.

Zararli olarak kabul edilen Mus tiirii Mus musculus’tur ve 3 alt tiire 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 Species: Mus macedonicus Petrov & Ruzic, 1982

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

(Ozkan 1995).

Mus macedonicus ekilmis ve ¢alilik alanlarin hududunda, caddelerin ve evlerin
yakinlarinda yasar. Tirkiye’de yayilis gostermektedir. Colak vd. (2002) Mus
macedonicus tirlerini Tiirkiye’deki ¢esitli lokalitelerde kaydetmistir. Bu tiirin sirt
renklenmesi koyu kahverengiden hafif sarimsi ile soluk parlak kahverengiye degisir,
karmnda 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 icten ve distan ufacik beyaz seyrek killarla kaplidir. Kuyrugun

dorsal yiizeyi koyu kahverengi iken ventral yiizeyi kismen parlak renktedir. Pengeler



ciplaktir ve kahverengidir. Arka ve 6n ayaklar dorsal olarak beyaz killarla kaplhdir

(Yigit vd. 2006) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1 Mus macedonicus
(Yigit vd. 2006)

2.3.2 Species: Mus domesticus Schwarz & Schwarz, 1943

Mus domesticus tiirleri Akadeniz ve Orta Avrupa’da dagilim gésterir (Ozkan 1995).
Evlerde, bahgelerde, ekili ve calilik alanlarda bulunurlar. Tim Tiirkiye’de yayilis
gostermektedirler. Bati faresi olarak da bilinen bu tiir kommensal yasar ve tim yil
evlerde ve depolarda bulunur. Daha koyu gri renkli sirt kisimlar1 biraz daha agik renkli
karin kisimlarina tedrici bir sekilde gegis gosterirler. Kuyruklar olduk¢a kalindir. En
tipik 6zellikleri kiif kokusuna sahip olmalaridir ( Demirsoy 1998) (Sekil 2.2).

Bogiirler boyunca olan hudut ¢izgisi belli belirsizdir. Karin siyahimsi gri, kirmizimsi,
gri ve kirmizims1 gri renklerinde olabilir. Kulaklar igten ve distan ufacik koyu
kahverengi seyrek killarla ortiilidiir. Kuyrugun dorsal kismi koyu renklidir ve ventral
kismui parlak renktedir. Pengeler ¢iplaktir ve koyu veya koyu kahverengi renktedir. Arka
ve On ayaklar dorsal olarak koyu renk killarla ortiilmiistiir (Yigit vd. 20006).



Sekil 2.2 Mus domesticus
http://www kixpestcontrol.co.uk/Mice%20p2.ipg

2.3.3 Species: Mus musculus Linnaeus, 1758

Mus domesticus tiirtine 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 yayilmiglardir. Dogu faresi olarak da bilinen bu tiir gecici
kommensaldir; yazin dogada serbest yasar, kisin binalara girer. Sicak olan giiney

sahillerimizde tiim y1l dogada kalabilir (Demirsoy 1998) (Sekil 2.3).

10



Sekil 2.3 Mus musculus
http://cms.jcu.edu.au/idc/groups/public/documents/presentation/jcudev

008407~3.3.jpg

Omnivor olarak beslenirler, tahillar1 ¢ok sever. Cok iyi kosar, tirmanir, sigrar ve
yiizebilir. 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 lgiide zarar verirler ( Kuru 1999).

2.3.4 Species: Mus spretus Lataste,1883

Cezayir faresi (Algerian Mouse) olarak da bilinmektedir. En iyi bilinen Bati Akdeniz
kisa kuyruklu faresidir. Cezayir, Fransa, Libya, Portekiz, Ispanya ve Tunus’ta
bulunmaktadir. Dogal yasam ortamlar1 i1liman otlaklar, tarim alanlar1 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 iist tarafi sarims1 kahverengidir. Kommensal bir tiirdiir (Ozkan 1995)

(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Mus spretus
(http://www.iec.es/institucio/societats/icHistoriaNatural/Bages/planes/Imatges

20grans/ratoli.jpg)

2.3.5 Species: Mus spicilegus Petényi, 1882

Bozkir faresi (Mound-building Mouse veya 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_spretus).

iki renkli kuyruk kisa, sirt acik sarimsi, kahverengi, karin beyazimsi ve renk siniri
bellidir. Yabanidir. Tahil depolar. Karadeniz’in kuzeyinde ve Kafkaslar’da dagilim
gostermektedir (Ozkan 1995) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Mus spicilegus
(http://www-leec.univ-paris13.fr/album/banque/Mus_spicilegus.gif)

2.4 Elektroforez Calismalar:

Elektroforez temelde proteinlerin, amino asitlerin, niikleotid ve niikleik asitlerin elektrik
akimi ve uygun pH'daki tampon soliisyonlarinda net elektrik yiikiine, molekiil
biiytikliiklerine ve sekillerine gore ayristirilmast islemine denir (Shaw and Prasad 1970).
Ozetle elektroforez, molekiilleri birbirinden ayirmada kullanilan bir tekniktir. Protein
caligmalarinda kullanilan ilk elektroforez yontemi Tiselius tarafindan 1937°de
tanimlanan serbest soliisyon elektroforezi, frontal elektroforez veya “moving boundary”

elektroforezidir. Bu teknik hala elektroforetik mobilite ve protein-protein etkilesimi ile

ilgili arastirmalarda kullanilmaktadir (www.duzen.com.tr/workshop/2006/cagatay.pdf).

Elektroforez tekniginin kullanim alanlari; saflastirma, saflik kontrolii, molekiil agirligi
saptama, kalitsal veya kalitsal olmayan hastalik saptama, enzim izozimlerinin
saptanmast (tanisal amacli, populasyon calismasi icin, adli tipta), immiinolojik ve
molekiiler biyolojidir. Ozellikle, jel elektroforezi populasyonlardaki genetik varyasyon
miktarin1 hesaplamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Elektroforez ile canlilarda
bireysel veya populasyon diizeyinde ¢esitli enzimler ve proteinler ¢alisilabilmektedir.

Bu caligmalarda, enzimlerin kac¢ degisik lokustan olustugu, bu lokuslarda olan alel
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sayilar1 ve en onemlisi populasyon diizeyinde alel frekanslar1 ve genetik heterozigotluk

ve bireysel olarak enzim fenotipleri de ortaya ¢ikarilmaktadir (Ozkan 2005).

Elektroforez teknigi 5 basamak i¢cermektedir (Pasteur et al. 1988);
a) Protein ekstraktlarinin hazirlanmasi

b) Jellerin hazirlanmasi

c¢) Ekstraktlarin jele yliklenmesi ve gii¢ kaynagina baglanmasi

d) Calisilan proteinlerin boyanmast

e) Jellerin yorumlanmas1 ve i¢erdikleri verilerin depolanmasi.

Temel bir elektroforez seti Sekil 2.6’da goriildiigli gibidir. Jelin kendisi nisasta, agar
veya poliakrilamid gibi bilesenlerin birinden yapilmis olan jelatin benzeri gézenekli bir
levhadir. Ayrnstirilacak molekiilii jele yiikledikten sonra 1slak kalmasmi ve elektrik
akimini iletmesini saglamak i¢in, jel bir tampon ¢ozelti icerisine yerlestirilir.
Elektrotlara baglanmis olan bir gli¢ kaynagi jel ortaminda bir elektriksel alanin
olusmasini saglar. Proteinler ve DNA dahil, ¢ogu biyolojik molekiiller ¢ozeltilerde
elektriksel olarak yikliidiirler. Bir moliikiilin jelde hareket etme hizi bir takim

etkenlerle belirlenir;

a) Molekiiliin elektrik yiikiiniin, molekiiliin kiitlesine olan orani. Elektriksel yiikii
yiiksek, kiitlesi kiiciik olan molekiiller daha hizli hareket ederler.

b) Molekiiliin fiziksel biiyiikligii. Kiigiik molekiiller jeldeki gozeneklerden daha
kolaylikla gecerler ve dolayistyla daha hizli hareket ederler (Freeman and Herron 2001).

Cok cesitli elektroforez tiirii olmasina karsin amag hepsinde aynidir. Bunlardan bir kag1

agaroz jel, poliakrilamid jel, nisasta jel ve seliiloz asetat jel elektroforezidir.
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Gic kaynagi

Elektroforez ile (-) Elektrot
ayrilacak drneklerin
jele uygulandig
(damlatildig) oyuklar

___ (+) Elektrot

Tampon ¢6zelti ile doldurulan jel tanki

Sekil 2.6 Temel bir elektroforez seti
(Freeman and Herron 2001)

2.4.1 Agaroz jel elektroforezi

Agaroz deniz yosunlarindan elde edilen, bir seker molekiilii zinciridir. Ureticiler
bilimsel arastirmalar i¢in 6zel formlar yaparlar ve oldukca pahalidir. Poliakrilamid
jeldeki kiiciik por boyutlar1 biliylik DNA molekiilii pargalarinin ayrimi i¢in uygun
degildir. Bu yilizden, 200-50.000 baz c¢ifti boyutlar1 arasindaki DNA ve RNA
molekiillerini tanimlamakta kullanilan standart yontem destek ortam olarak agarozun

kullanildig: elektroforezdir (http://w3.balikesir.edu.tr/~ozkan/kolloid/kolloid08.pps).

Cesitli amaclar i¢in izole edilen DNA ve RNA’larin tanimlanabilmesi, temizligin
kontrolii, hangi formda oldugunun belirlenebilmesi, biiyiikliigiiniin saptanabilmesi ve
Ozellikle genetik miihendisligi teknikleri ile DNA yapisinda olusturulan degisikliklerden

sonra elde edilen yeni formlarin incelenmesi yoniinden, agaroz jel elektroforez teknigi,
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molekiiler genetik alaninda O6nemli bir deneysel sistem olusturmaktadir.

(http://yunus.hacettepe.edu.tr/~roner/denbi.htm).

Agaroz jeldeki ornekler genellikle yatay pozisyonda, sabit giic ve yondeki elektriksel
alanda yiiriitiilmektedir Ornekler, jel icinde olusturulan kuyucuklar igerisine uygulanir.
Jel daha sonra igine elektrodlar yerlestirilmis ayirict tampon tankina daldirilir.
Elektrotlar arasinda akim  olusturan bir voltaj uygulanir (Sekil 2.7)

(www.duzen.com.tr/workshop/2006/cagatay.pdf).
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Sekil 2.7 Agaroz jel elektroforezi
http://tip.cumhuriyet.edu.tr/cutf/Donem1/DonemI20052006/2006111/
OzturkOzdemir/PCR.ppt#38

Agaroz jelde DNA’nin hareket hizin1 etkileyen bir takim etmenler vardir;

DNA’nin molekiil biiytikliigii, molekiiliin jeldeki hizin1 etkiler. Cift zincirli dogrusal
DNA molekiillerinin jeldeki hizi, baz cifti sayisinin logaritmasi ile ters orantilidir.
Biiyiik molekiiller siirtinmenin fazla olmasi ve jeldeki porlar arasinda daha zor yol
bularak ilerlemelerinden 6tiirii, daha yavas hareket ederler. Agaroz konsantrasyonu bir
diger etmendir. Belirli biiylikliikkteki dogrusal bir DNA molekiilii, farkli agaroz

konsantrasyonlarindaki jellerde farkli hizla ilerler. DNA’ nin konformasyonu jeldeki
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ilerleme hizim etkiler. Ayn1 molekiil agirliginda siiper kivrimli ¢embersel, tek zincir
kirigi iceren ¢embersel ve dogrusal DNA molekiilleri, agaroz jellerde farkli hizlarda
ilerler. Uygulanan voltaj diisiik oldugunda dogrusal DNA pargalarinin hareket hizlari,
uygulanan voltajla dogru orantilidir. Voltajin artmasiyla agaroz jeldeki etkili ayirim
araligi azalir. Elektroforez tamponunun bilesimi ve iyonik giici DNA molekiiliiniin
jeldeki hareketi iizerinde oldukca etkilidir. Iyonlarin yoklugunda elektriksel iletkenlik
minimum diizeydedir ve DNA’nin hareketi ¢ok yavastir. Cok yiiksek giicteki tamponun
kullanilmast halinde ise, elektriksel iletim ¢ok fazladir ve ¢ok fazla 1s1 agiga ¢ikar. Bu
durum jelin erimesine ve DNA’nin denatiire olmasmna neden olur

(http://yunus.hacettepe.edu.tr/~roner/denbi.htm).

2.4.2 Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)

En yaygin kullanilan elektroforez tipidir. Poliakrilamid jeller akrilamid ve capraz
baglayici N-N’-metilen bisakrilamidin serbest radikal polimerizasyonu ile hazirlanir.
Polimerlesme reaksiyonunda akrilamid molekiilleri yan yana baglanarak diiz zincirler
olustururlar. Bisakrilamid molekiilleri ise iki akrilamid zinciri arasinda c¢apraz
baglanmalar olustururlar. Boylece agimsi bir yapt meydana gelir. Kimyasal
polimerizasyon olusumuna sebep olan amonyum per siilfat (APS) ve N,N,N’,N’-

tetrametil-etilendiamin (TEMED)’dir. APS reaksiyon baslatici, TEMED ise katalizor

olarak rol oynar (http://w3.balikesir.edu.tr/~ozkan/kolloid/kolloid08.pps).

Poliakrilamid jel en yaygin olarak iki cam tabakasi (slab) arasinda hazirlanir. Slab jel az
madde harcanmasi, pratik olusu ve orneklerin yan yana karsilastirilmasi agisindan ince
uzun tiiplerden daha avantajlidir. Cam tabakalarin iki yanina ve alt kismina istenilen jel
kalinligina gore birer “spacer” yerlestirilir ve kiska¢ yardimiyla sikistirilir. “Spacer” ve
cam tabakalar arasindaki jelin sizint1 yapmamasi i¢in bosluklar agaroz ¢ozeltisi ile izole
edilir. Kuruduktan sonra, herhangi bir sizintinin olup olmadig: su ile kontrol edilir.
Ardindan jel karisim hazirlanarak cam pipet veya enjektoér yardimiyla hava kabarcigi
olusturmadan camlar arasma dokiiliir. Orneklerin yiiklenecegi kuyucuklarin olusmasi
icin jelin tepesine plastik tarak konulur. Oda kosullarinda jelin katilasmasi beklenir (30-

40 dk). Ardindan tarak cikartilir ve jelin istii elektrot tamponu ile yikanarak temizlenir.
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Ornekler izleme boyasi ile birlikte kuyucuklara yiiklenir. Sistem hazirlanirken pH ve
miktar1 farkli olan iki adet jel hazirlanir. Bunlardan biri Stacking jel (yigma jeli) digeri
ise Resolving jel (ayiric1 jel)’ dir. Stacking jel, biiylik porlu iistteki poliakrilamid jeldir.
Ornekler bu jele uygulanir. Resolving jel ise drneklerin yiiriitiildiigii daha kiiciik porlu

poliakrilamid jeldir. Stacking jelin altinda bulunur.

PAGE, serum proteinlerinin, proteinlerin genetik varyasyonlarinin ve izozimlerin
analizinde en iyi sonug veren elektroforez ortamidir (Sekil 2.8). En dnemli avantaji jel
konsantrasyonunun kesin olarak belirlenip degistirilebilmesi ve boylece godzenek
biiylikliigiiniin istenen sekilde saptanmasina olanak vermesidir. Jel konsantrasyonu
arttirlldiginda gozenek caplar kiictiliir ve jel molekiiler elek gorevi yaparak ayristirmayi
saglar. Bu avantajinin yaninda yontemin birde dezavantaji vardir. Kullanilan akrilamid
molekiili kanser olusturma tehlikesi olan bir maddedir; bu nedenle ¢ok dikkatli ve

eldivenle ¢alisilmalidir (www.duzen.com.tr/workshop/2006/cagatay.pdf).

sample loaded onto gel
by pipette

cathode

e plastic casing

buffer

Staining solution in tray @) Gel

Sekil 2.8 Native-PAGE jel elektroforezi
(http://porpax.bio.miami.edu/~cmallery/255/255tech/ecb.gels.jpg)

Poliakrilamid jel bilesimine goére Native (dogal) jel elektroforezi ve SDS (sodyum

dodesil siilfat) jel elektroforezi olmak {izere ikiye ayrilir. Native-PAGE proteinlerin

dogal yapilarin1 bozucu ajanlar kullanilmadan yapilan yontemdir. Saflik derecesinin
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tayini i¢in kullanilir. SDS-PAGE ise protein molekiillerinin alt birimlerini birbirinden
ayiran yani proteinlerin dogal yapisini bozan anyonik deterjan sodyum dodesil siilfat
(SDS) igerir. SDS (-) yik tasidigindan peptidlere de yliksek oranda negatif yiik
kazandirir. Boylece karigimdaki tiim proteinler elektrik yiikii a¢isindan esit durumda
olurlar. Bu yontem proteinlerin safliginin kontrolii, molekiil agirliklarinin saptanmasi ve
konsantrasyon cesitliliginin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir

(http://yunus.hacettepe.edu.tr/~roner/denbi.htm).

2.4.3 Nisasta jel elektroforezi

Nisasta jel elektroforezi hem ylizey yiikii hem de molekiil biiyiikliigline baglh olarak
ayrilan makromolekiiler iyonlarin 6zelliklerinin anlasilmasina izin verir. Dogal nisasta
jellesmediginden kismen hidrolize nisasta kullanilir. Agaroz jelde oldugu gibi nisasta
jelde de elektroforez horizontal (yatay) olarak yapilir (www.duzen.com.tr/

workshop/2006/ cagatay.pdf).

Jel uygun jel tamponu ile hazirlandiktan sonra havasi aliir, 30-40 dk sogumasi
beklenir. Ornekler jelde yariklar olusturularak bir kagida emdirilerek uygulanir. Allozim

varyasyonu ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan bir metottur (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9 Nisasta jel elektroforez teknigi
(http://www.meco.unifi.it/fig_n.jpg)

Tercih edilmesinde bir takim avantajlari rol oynamaktadir. Nisasta jel kullanimi1 oldukca
kolaydir. Her bir jel birka¢ dilime boliinebilir ve farkli enzim sistemleri calisilabilir.
Boylece zaman ve enerji tasarrufu saglanir. Yontemin kullanimi kompleks higbir aparat
icermez. Gerekli tiim malzemeler laboratuarda bulunabilir. Diger bir 6énemli avantaji

poliakrilamid jel kadar iyi sonu¢ vermesi ve non-toksik olmasidir (Pasteur et al. 1988).

2.4.4 Seliiloz asetat jel elektroforezi

Seliilozdaki hidroksil guplar1 asetik anhidritle etkilestiginde seliiloz, seliiloz asetat
membranlariin hammaddesine doniismek {izere asetillenir. Seliiloz asetat fiberler
halinde ags1 bir yap1 olusturur. Gozenek biiyiikliigii seliilozun asetilasyon miktariyla
belirlenir. Serum ornekleri onceden tamponla 1sitilmis selilloz asetat plaklarina bir
aplikatorle uygulanir. Seliiloz asetat plaklarinin avantaji aktivite boyamasi i¢in uygun

olmasi, ucuz olmasi ve hazir bulunabilmesidir. Ancak standardizasyonunun iyi
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olmamas1 dezavantajdir. Ayni firma tarafindan {iretilen ayn parti i¢inde bile farliliklar

goriilebilir (www.duzen.com.tr/workshop/2006/cagatay.pdf).

2.5 Allozim ve Izozim Calismalan

[zozim bir enzimin farkl1 genetik lokuslarca ifade edilen farkli fenotipik formlarini ifade
eder. Allozim ise izozimlerin aymi lokustaki farkli alleller tarafindan ifade edilenlerine
verilen isimdir; yani ayni lokustaki alleller tarafindan kodlanan bir enzimin farkl
versiyonlaridir. Elektroforez tekniginin ortaya ¢ikarilmasi ile proteinlerin elektroforetik
ayrimi sonucu, protein irilinlerinin histokimyasal olarak tespiti saglanmistir. Son
yillarda farkli molekiiler markerlarin kullanimi ile DNA diizeyinde ¢alismalar 6n plana
ciksa da genetik alanindaki populasyon calismalarinda allozimler siklikla
kullanilmaktadir. Allozim lokuslarinda diisiik sayida allel olmasi ve allozim
calismalarinda taze veya donmus 6rnege ihtiyag duyulmasi allozimlerin kullanilmasinda
dezavantaj gibi gorlinse de oOzellikle populasyonlardaki genetik varyasyon

arastirmalarinda allozimler son derece 6nemlidir.

Allozimlerin kolay, giivenilir bir bicimde ve ucuz olarak ortaya ¢ikarilmasinin yaninda
bu markeri 6nemli kilan diger neden, ¢ok fazla organizmada allozim verilerinin
bulunmasidir. Cogu hayvanlar olmak iizere yaklasik 100 kadar enzim sistemi
gelistirilmistir (Lowe et al. 2004). Ayrica elde edilen verilerin kodominant olarak ifade
olmasi; bdylece her iki allel heterozigot organizmada ifade edilebilir. Bu olgu belirli bir

genotip ile gézlenen fenotip iliskisini kurmamiza izin verir (Pasteur et al. 1988).

Calisilan enzim lokusu icin bireyin genotipini saptamak amaciyla, bireyin s6z konusu
proteinleri elde edilebilir ve bu proteinler elektroforez jeli iizerinde ayirma islemine tabi
tutulabilir. Sonra jel igerisinde enzim tarafindan katalizlenen substrat ve olusacak
kimyasal reaksiyon iiriiniine baglanacak bir boyanin bulundugu kiivete yerlestirilir. Jel
sadece calisilan enzimin substratla reaksiyona girdigi noktalarda boyanacaktir. Eger jel
tek bir boyama noktasina (bant) sahipse, calisilan birey bu enzimin bir versiyonuna

sahiptir yani birey homozigottur. Eger jel iizerinde iki boyanmis nokta (bant) meydana
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gelmisse, birey enzimin iki versiyonuna sahiptir, yani birey heterozigottur (Freeman and

Herron 2001).

Monomerik, dimerik ve tetramerik olarak adlandirilan enzim yapilari, enzim yapisinda
bulunan alt {inite sayisina gore isimlendirilir. Monomerik yapidaki enzimde tek bir
polipeptit vardir. Dimerik enzimin yapisinda ise iki alt {inite ve tetramerik yapida ise
dort alt iinite bulunmaktadir. Monomerik enzimlerde homozigot bireyler tek banda
sahiptir, heterozigot bireyler ise iki banttan olusur. Monomerik enzimlerde oldugu gibi
dimerik enzimlerde homozigot bireyler tek banttan olusurken heterozigot bireyler ii¢
bant seklinde belirir. Tetramerik enzimlerde de homozigot bireyler tek banttan

olusurken heterozigot bireyler bes banttan olusur (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 Monomerik, Dimerik ve Tetramerik enzimlerin elektroforetik bant modelleri
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Bu calisma Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii Omurgali Hayvan Sistematigi
laboratuarinda yiiriitiilmiistiir. Calismada kullanilan o6rnekler Tiirkiye’nin  Bati
Karadeniz boliimii ve Trakya bolgesinden toplamilan ve teshisleri yapilan Mus
macedonicus ve Mus domesticus oOrneklerinden olugmaktadir (Sekil 3.1). Trakya
bolgesinde Kirklareli’nden (Pinarhisar) 5, Tekirdag’dan (Biiyiikkaristiran, Yuvali-
Saray) 9 ve Edirne’den (Degirmenyeni koyl) 6; Bati  Karadeniz Bdlgesinde;
Zonguldak’tan (Karaelmas Universitesi) 3, Bartin’dan (Cerdek koyii- Ulus) 3,
Diizce’den (Kopriibasi) 3 ve Bolu’dan (Karatas-Mudurnu ve Gerede) 6 olmak iizere
toplam 35 oOrnek arazi g¢aligmalar1 sonucu canli olarak laboratuara getirilmistir.

Orneklerin tiirleri, numaralar1 ve lokaliteleri Cizelge 3.1°de listelenmistir.

Yakalanan organizmalar1 uzun siire canli tutmak neredeyse imkansizdir; igerdikleri
proteinlerin denatiire olmamasi i¢in onlar1 dondurmak gereklidir. Tiim organizmalar
6limden hemen sonra dondurulabilir veya aragtirma konusu 6zel organlar ve dokular
ayrt ayri1 alinarak dondurulabilir. Canli 6rneklerden elektroforetik ¢aligmalarda
kullanilmak tizere kas, karaciger, bobrek doku ornekleri alinmistir. Alinan dokular -
80°C’deki derin dondurucuda elektroforez islemi yapilincaya kadar saklanmistir.
Elektroforez isleminde kas doku ornekleri kullanilmistir. Kas dokulari, buz igine
yerlestirilmis ependorf tiipte distile su i¢inde cam c¢ubuk yardimiyla homojenize
edilmistir. Homojenatlar  hiicresel kalintilar1  uzaklastirmak i¢in  sogutmali

mikrosantrifiijde +4°C’de 12.000 rpm’de 3 dakika santrifiijlenmistir.
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Sekil 3.1 Mus macedonicus: (Tekirdag :7, Edirne :6, Kirklareli :5, Bolu :4 ve Diizce
:3) ve Mus domesticus:@ (Tekirdag :2, Bolu :2, Zonguldak :3 ve Bartin :3)
orneklerinin toplandig1 Trakya ve Bati1 Karadeniz lokaliteleri ve 6rnek sayilar

Cizelge 3.1 Bu ¢alismadaTiirkiye’nin ¢esitli yerlerinden toplanan Mus L. 6rneklerinin

laboratuar kayit numaralar1 ve lokaliteleri

SIRA | NO TUR LOKALITE
1. | 5460 | Mus macedonicus | EDIRNE
2. | 5461 | Mus macedonicus | EDIRNE
3. | 5462 | Mus macedonicus | EDIRNE
4. | 5464 | Mus macedonicus | Degirmenyeni kéyii-EDIRNE
5. | 5465 | Mus macedonicus | Degirmenyeni kdyii-EDIRNE
6. | 5466 | Mus macedonicus | Degirmenyeni kdyii-EDIRNE
7. | 2457 Mus macedonicus Parhisar-KIRKLARELI
8. | 2458 Mus macedonicus Parhisar-KIRKLARELI
9. | 2461 Mus macedonicus Parhisar-KIRKLARELI
10. | 2462 Mus macedonicus Parhisar-KIRKLARELI
11. | 2463 Mus macedonicus Parhisar-KIRKLARELI
12. | 2398 | Mus macedonicus | Pmarhisar-TEKIRDAG
13. | 2399 | Mus macedonicus | Pmarhisar-TEKIRDAG
14. | 2400 | Mus macedonicus | Pmarhisar-TEKIRDAG
15. | 2401 | Mus macedonicus | Pmarhisar-TEKIRDAG
16. | 2402 | Mus macedonicus | Pmarhisar-TEKIRDAG
17. | 5457 | Mus macedonicus | Biiyiikkaristiran-TEKIRDAG
18. | 5458 | Mus macedonicus | Biiyiikkaristiran-TEKIRDAG
19. | 4362 | Mus domesticus Yuvali-Saray-TEKIRDAG
20. | 4363 | Mus domesticus Yuvali-Saray-TEKIRDAG
21. | 3894 Mus domesticus Karaelmas Unv-ZONGULDAK
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Cizelge 3.1 Bu calismadaTiirkiye’nin ¢esitli yerlerinden toplanan Mus L.

laboratuar kayit numaralar1 ve lokaliteleri (devam)

orneklerinin

22. | 3896 | Mus domesticus Karaelmas Unv-ZONGULDAK
23. | 3952 | Mus domesticus Karaelmas Unv-ZONGULDAK
24. | 4089 | Mus domesticus Cerdekkoyii-Ulus-BARTIN

25. | 4090 | Mus domesticus Cerdekkoyii-Ulus-BARTIN

26. | 4091 | Mus domesticus Cerdekkoyii-Ulus-BARTIN

27. | 3947 | Mus macedonicus | Kopriibasi-DUZCE

28. | 3948 | Mus mecedonicus | Kopriibasi-DUZCE

29. | 3949 | Mus macedonicus | Kopriibasi-DUZCE

30. | 4220 | Mus domesticus Karatas-Mudurnu-BOLU

31. | 4221 | Mus domesticus Karatas-Mudurnu-BOLU

32. | 4222 | Mus macedonicus Karatas-Mudurnu-BOLU

33. | 4859 | Mus macedonicus Gerede-BOLU

34. | 4860 | Mus macedonicus Gerede-BOLU

35. | 4861 | Mus macedonicus Gerede-BOLU

3.2 Yontem

Bu calismada Nisasta ve Poliakrilamid jel elektroforezi ile incelenen 22 enzim

sisteminin uluslar arast kod numaralar1 ve kisaltmalar1 Cizelge 3.2’de verilmistir.

Nigasta jel elektroforezi yontemi kullanilarak asagidaki enzim sistemlerinin analizleri

yapilmstir (Hillis and Moritz 1990, Harris and Hopkinson 1976, Ayala et al. 1972):

Glukuz-6-fosfat dehidrojenaz, Glukuz-6-fosfat izomeraz, izositrat dehidrojenaz, Malat

dehidrojenaz, Malik enzim, Fosfoglukomutaz, Siiper oksit dismiitaz, Fumarat hidrataz,

Laktat dehidrojenaz, Ksantin dehidrojenaz, Adenilat kinaz, Glutamat oksaloasetat

transaminaz, Karbonik anhidraz, Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz, Gliserol-3-fosfat

dehidrojenaz, Hekzokinaz, Mannoz fosfat izomeraz, Akonitaz, Adenozin deaminaz,

Purin niikleozit fosforilaz ve D-Oktopin dehidrojenaz. Esteraz enzim sistemi ise

poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile analiz edilmistir.
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Cizelge 3.2 Nisasta ve Poliakrilamid jel elektroforezi ile incelenen 22 enzim sistemi, uluslar

arast kod numaralar1 ve kisaltmalari

1. Glucose-6- phosphate dehydrogenase G6pdh E.C.1.1.1.49
2. Glucose-6- phosphate isomerase Gpi E.C.5.3.1.9
3. Isocitrate dehydrogenase Idh E.C.1.1.1.42
4. Malate dehydrogenase Mdh E.C.1.1.1.37
5. Malic enzyme Me E.C.1.1.1.40
0. Phosphoglucomutase Pgm E.C.54.2.2
7. Superoxide dismutase Sod E.C.1.15.1.1
8. Fumarate hydratase Fum E.C.4.2.1.2
9. Lactate dehydrogenase Ldh E.C.1.1.1.27
10. | Esterase Est E.C.3.1.1.1
11. | Xanthine dehydrogenase Xdh E.C1.1.1.204
12. | Adenylate kinase AK E.C.2.743
13. | Glutamate oksaloasetate transaminase Got E.C.2.6.2.1
14. | Glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase Alfa-Gpdh | E.C. 1.2.1.12
15. | Glycerol-3- phosphate dehydrogenase G3pdh E.C.1.1.1.8
16. | Hexokinase Hek E.C.2.7.1.1
17. | Mannose phosphate isomerase Mpi E.C.53.1.8
18. | Aconitase Acon E.C.4.2.13
19. | Adenosine deaminase Ada E.C.3.54.4
20. | Purine nucleoside phosphorylase NP E.C.24.2.1
21. | D-Oktopine dehydrogenase D-Okt E.C.1.5.1.11
22. | Carbonic anhydrase CA E.C.42.1.1

3.2.1 Nisasta jel elektroforez deneyinin yapihsi

1. Doku Homojenizasyonu: Canli orneklerden alinan ve -80°C muhafaza edilen kas

dokulan kiigiik parcalara boliindii. Her bir parga kendinin 3 - 5 kat1 kadar buzda sogutulmus

distile su i¢ine alind1 ve ependorf tiipii iginde mekanik olarak homojenize edildi. Homojenat

derin dondurucuya alind1 ve kullanmadan hemen o6nce hiicresel kalintilardan proteinleri

ayirmak i¢in santrifiij edildi (12 000 rpm’de 3-5 dak).

2. Jelin hazirlanmasi: %11 oraninda nisasta Cizelge 3.3’te verilen jel tamponlar iginde

kaynatilarak hazirlandi. Su trompu ile vakum uygulanarak jel karisiminin havasi alindi. Jel

kalinlig1 0.3 cm olacak sekilde jel kabina dokiildii. Katilasmasi i¢in 45-60 dakika bekletildi.
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3. Ornek yiiklenmesi (Gel loading): Homojenat 0.3 x 0,4 cm filtre kagidi (Whatmann No 3)
pargasina ince uglu pens ile absorbe edildi. Ornek igeren kagit parcalari jele yerlestirildi.
Kalibin dibine her bir kagidin sonunun temas etmesi saglandi. Yiikleme yapilirken jel
cetveli gorevi gorecek asetat kagitlar kullamildi ve her bir deney elektroforez kagitlarina

rapor edildi. Sekil 3.2°de bir rapor kagidi 6rnegi goriilmektedir.

4. Elektroforez: Jel horizontal olarak elektroforez tankina yerlestirildi. Elekroforez tankinin
bdlmelerine elektrot tamponu dolduruldu. Tanktaki elektrot tamponu ve jel arasinda temasi
saglamak i¢in stinger fitiller kullanildi. Enzimler i¢in kullanilan elektrot tamponlari Cizelge

3.3’te verildi. Bu diizenek + 4°C’de buzdolabina yerlestirildi ve gii¢ kaynagina baglandi.

5. Histokimyasal boyama:. Elektroforezden sonra her bir enzim i¢in Cizelge 3.4’te
gosterilen farkli reaksiyon karigimlari hazirlanarak boyama yapildi. Boyama 37°C’de
karanlikta veya oda sicakliginda 1-1,5 saat veya bir gece inkiibe edilerek yapildi. Agarli
boyama ve direkt boyama metodlart uygulandi. Agarli boyama (agar overlay) metodunda,
Cizelge 3.4’e gore hazirlanan kimyasal maddeler 151k gormeyecek sekilde boyama tamponu
ile kanstirildi. Diger yandan agar, boyama tamponu iginde kaynatilip eritilerek yaklagik
50°C’ye kadar sogumaya birakildi. Soguyan agara diger kimyasallar ilave edilip,
karistirilarak jel iizerine dokiildii. Agar PMS ve MTT igerdigi i¢in 15-20 dakika sonra renk
degisimi oldu ve mavi-siyah renk gozlendi. Agar donduktan sonra jel 37°C’de inkiibe
edildi. Direkt boyama metodu CA, GOT ve EST enzim sistemleri i¢in kullanildi. Jel
37°C’de 2-3 saat veya bantlar goriiliinceye kadar inkiibe edildi.

6. Jel fiksasyonu: Enzim bantlar1 goriildiikten sonra jel fiksasyon solusyonu (45 kisim
metanol, 55 kisim asetik asit solusyonu (1 asetik asit 5 H,O’lu)) ile yikanarak reaksiyon

durduruldu.

7. Sonuglarin belgelenmesi: Boyama tamamlandiginda jel 151k kutusu tizerine yerlestirilerek
fotografi ¢ekildi ve gozlenen bant kaliplar ¢izildi. Enzim sistemlerinin genetik kontrolii ve
alt iinite yapistm belirleyen bu zimogramlardan degerlendirme yapildi. izoenzimler orijine

yani katoda en yakindan baglanilarak numaralandirildi. Alloenzimler ise en hizli hareket
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edenler A, yavas hareket edenler azalan mobililitelerine gore sirasiyla B ve C olmak iizere

adlandirildi.

SGE

JEL NO: TARIH:

ORNEK: ENZIM:

DOKU:

JEL % :

JEL TAMPONU: Ph:

ELKT. TAMP : Ph:

VOLT: mA:

ENZIiM BOYASI: CALISAN KiSi:

BASLAMA: BITiS: SURE:

ORNEK | LOKALITE | ORNEK LOKALITE | ORNEK | LOKALITE
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Sekil 3.2 Elektroforez rapor kagidi
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Cizelge 3.3 Farkli enzim sistemlerinin elektroforez kosullar

Enzimler | Elektrot Jel tamponu Referans Elektroforez
tamponu sartlar1
Go6pdh | Tris 30.3 gr, Boric acid | 1/40 oraninda | Shaw and Prasad | 112V, 150 dk
20 gr, EDTA 3 gr. pH: | elektrot ~ tamponu | 1970
8.0 sulandinldi
Gpi 9.39 gr Potassium | 1/29 oraninda | Pasteur etal. 1988 | 112V, 150 dk
phosphate,1.24gr elektrot  tamponu
Sodium  hydrokside. | sulandirildi
pH:6.7
Idh 83.19 gr Tris, 30.1 gr. | 1/29 oraninda | Selander et al.| 115V, 150dk
Citric acid. pH: 8.0 elektrot ~ tamponu | 1971
sulandirildi
Mdh 19.11 gr NaH, PO, | 1/40 oraninda | Harris and | 90V, 180 dk
1440 gr Citric acid. | elektrot ~ tamponu | Hopkinson 1976
pH: 5.9 sulandirildi
Me 83.19 gr Tris, 30.1 gr| 1/29 oraninda | Selander et al.| 115V, 150dk
Citric acid. pH: 8.0 elektrot  tamponu | 1971
sulandirildi
Pgm 9.39 gr Potassium | 1/19 elektrot | Pasteur et al. 1988 | 120 V, 150 dk
phosphate, 1.24 gr | tamponu sulandirildi
Sodium  hydrokside.
pH:6.7
Sod 6.05 gr Tris, 1 gr| 1/19 oraninda | Selander et al.| 120V, 240 dk
EDTA, 24 gr Boric | elektrot ~ tamponu | 1971
acid, pH: 8.0 sulandirildi
Fum 21.8 gr Tris, 6.18 gr| 1/3 oraninda elektrot | Shaw and Prasad | 120 V, 150 dk
Boric acid, 1.17 gr| tamponu sulandirildi | 1970
EDTA. pH: 8.7
Ldh 027 gr Tris, 18.1 gr| 1/40 oraninda [ Shaw and Prasad | 120 V, 150 dk
Citric acid, pH: 7.0 elektrot ~ tamponu | 1970
sulandirildi
Est 1.51 gr Tris, 7.20 gr| Sambrook et al.| Laemmli 1970 80 V, 60 dk ve 150
Glisin pH:8.3 1989 V 150 dk
Xdh 6.05 gr Tris 1 gr| 1/19 oraninda | Selander et al.| 120V, 240 dk
EDTA, 24 gr Boric | elektrot ~ tamponu | 1971
acid, pH: 8.0 sulandirildi
AK 2.66 gr Tris, 1.54 gr| 1/9 elektrot tamponu | Pasteur et al. 1988 | 130 V, 200 dk
Citric acid, pH: 6.3 sulandirildi
Got 7.5 gr Tris, 1.2 gr| 1/9 elektrot tamponu | Pasteur etal. 1988 | 120V, 240 dk
Maleic anhydride, 1.2 | sulandirild:
gr EDTA, 15 gr
MgCL6H,0, pH: 6.9
CA 39 gr Tris, 1.1 gr| %40 elektrot | Brewer and Sing | 105V, 150 dk
Boric acid, 0.26 gr | tamponu sulandirild1 | 1970
disodiumEDTA
pH:8.6

29




3.2.2 Poliakrilamid jel elektroforez deneyinin yapilisi

Poliakrilamid jel elektroforezi (NATIVE-PAGE) yontemi (Sambrook et al. 1989)
kullanilarak ise Esterase (Est, E.C. 3.1.1.1) enzim sistemi incelenmistir. Poliakrilamid
jeller; sikistirma jeli %4, ayirma jeli %7.5 oraninda olmak iizere Sambrook et al.
(1989)’1n yontemine gore hazirlanmistir. Elektrot tamponu olarak Laemmli (1970)’nin
tamponu kullanilmistir. Homojenatlar poliakrilamid jellere yiiklenmeden once 1:1
oraninda %10’luk siikroz+brom fenol mavisi ile karistirilmis ve bu karigimdan 20-30 pl
yiiklenmistir. Sikigtirma jeline 80 V, ayirma jeline ise 150 V akim uygulanmis, izleme
boyasi jelin bitimine 0.5 cm kalinca elektroforez durdurulmustur. Elektroforezden sonra
jeller enzim i¢in uygun tampon, boya, substrat ve kofaktorleri igeren karigimlarda
37°C’deki etiivde karanlik kosullarda bantlar belirinceye kadar inkiibe edilmistir.
Boyamadan sonra reaksiyonu durdurmak i¢in jeller metanol-su-asetik asit (45:45:10)
karisiminda fikse edilmistir. Isikli kutu {izerine yerlestirilen jellerin iizerine konulan
asetat kagitlari ile ¢izimleri ve degerlendirmeleri yapilarak dijital fotograf makinesi ile

fotograflar1 ¢ekilmistir.

Cizelge 3.4 Farkli enzimler i¢in boyama sistemleri

No | Enzim adi Boyama metodu Referans

1. G6pdh Agar overlay Shaw and Prasad 1970
2. Gpi Agar overlay Ayala et al. 1972

3. Idh Agar overlay Ayala et al. 1972

4, Mdh Agar overlay Ayala et al. 1972

5. Me Agar overlay Ayala et al. 1972

6. Pgm Agar overlay Ayala et al. 1972

7. Sod Agar overlay Ayala et al. 1972

8. Fum Agar overlay Ayala et al. 1972

9. Ldh Agar overlay Ayala et al. 1972

10. | Est Direkt boyama Hillis and Moritz 1990
11. | Xdh Agar overlay Selander et al. 1971

12. | AK Agar overlay Pasteur et al. 1988

13. | Got Direkt boyama Pasteur et al. 1988

14. | CA Direkt boyama Haris and Hopkinson 1976
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3.3 istatistiksel metotlar

Elektroforetik c¢aligmalarin sonuglarinin degerlendirilmesinde Biosys-1 (Swofford and
Selander 1981) bilgisayar programi kullanildi. Burada populasyonlar aras1 genetik uzaklik
(D) ve genetik benzerlik (I), polimorfik lokuslarin oran1 (P), lokus basina ortalama allel
sayist (A), gozlenen heterozigotluk (Ho), Hardy-Weinberg esitligi altinda beklenen
heterozigotluk (He) ve populasyonlar arasi farklilasma miktar1 (Fst) analiz edildi. Tiirler
arasindaki genetik akrabaliklar dendrogrami ise UPGMA (Unweighted Pair Group Cluster
Analysis) yontemine gore yapildi (Sokal and Sneath 1963).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bati Karadeniz ve Trakya’daki 7 farkli lokaliteden toplanan Mus macedonicus ve Mus
domesticus orneklerinin kas dokular1 ile allozim analizinde 22 enzim sistemi
incelenmistir. Bu enzim sistemlerinden 8’i (Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz,
Gliserol-3-fosfat dehidrojenaz, Hekzokinaz, Mannoz fosfat izomeraz, Akonitaz,
Adenozin deaminaz, Piirin niikleozit fosforilaz ve D-oktopin dehidrojenaz) ¢esitli
elektroforetik metotlar (farkli tampon sistemleri-farklt enzim boyamalari-farkl
elektroforez kosullar1) ile arastirilmis ancak sonu¢ alinamamistir. Kalan 14 enzim
sisteminden Izositrat dehidrojenaz, Malat dehidrojenaz, Malik enzim, Fosfoglukomutaz,
Stiperoksit dismiitaz, Fumarat hidrataz, Laktat dehidrojenaz, Ksantin dehidrojenaz,
Glikoz-6-fosfat dehidrojenaz, Glikoz-6-fosfat izomeraz, Glutamat oksalaasetat
transaminaz, Adenilat kinaz ve Karbonik anhidraz nisasta jel elektroforezi ile
incelenmistir. Nisasta jel elektroforezi ile degerlendirilebilecek diizeyde aktivite bantlar
sergilememis olan Esteraz enzimi daha kesin ¢0ziim saglayan poliakrilamid jel
elektroforezi (Native-PAGE) yontemiyle arastirilmistir. Incelenen 14 enzim sistemi
toplam 23 lokus sergilemistir. Analiz edilen 23 lokus i¢inde polimorfik olan Pgm, Idh-2,
Gpi-1, Est, CA-1 ve CA-2 lokuslar1 disindakiler monomorfiktir ve ayni allel igin fikse
olmustur. Polimorfik lokuslardan Pgm’de 2 allel (A, B), Idh-2’de 3 allel (A,B,C), Gpi-
1’de 2 allel (A, B), CA-1’ de 3 allel (A, B, C), CA-2’ de 2 allel (A, B) ve Est’de 5 allel
(A, B, C, D, E) saptanmustir.

4.1 Enzim Ozellikleri

1. Malik enzim (Me, E.C. 1.1.1.40)

Nisasta jel elektroforezi ile incelenmistir. Anoda goc¢ eden tek bir monomorfik lokus
belirlenmistir. Bu lokusta incelenen tiim Mus macedonicus ve Mus domesticus bireyleri

ayni allel i¢in homozigottur. Heterozigot bireye rastlanmadigi i¢in enzimin altiinite

yapisi belirlenmemistir (Sekil 4.1 ).
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Me

Orijin

Sekil 4.1 Mus macedonicus ve Mus domesticus 6rneklerinin nisasta jel ile incelenmis
Malik enzim zimogrami. Anoda gd¢ eden tek bir monomorfik lokus (Me)

2. Fosfoglukomutaz (Pgm, E.C. 5.4.2.2)
Nigasta jel ile incelenmis ve Fosfoglukomutaz enzimi anoda go¢ eden tek bir
polimorfik lokus sergilemistir. Tekirdag’dan alinan 4362 numarali Mus domesticus

ornegi AB genotipine sahipken diger tiim ornekler B alleline fikse olmuslardir (Sekil
4.2).

Orijin

Pgm

+

Sekil 4.2 Mus macedonicus ve Mus domesticus 6rneklerinin nisasta jel ile incelenmis
Fosfoglukomutaz enzimi zimogrami. Anoda gdo¢ eden tek bir polimorfik
lokus (Pgm)

3. Glukoz-6- fosfat dehidrojenaz (Ge¢pdh, E.C. 1.1.1.49)
Nisasta jel ile incelenmis ve Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz enzimi anoda go¢ eden tek

bir monomorfik lokus sergilemistir. incelenen tiim bireyler Ggpdh lokusunda ayn1 allel

i¢in fikse olmustur (Sekil 4.3).



Ggpdh

Orijin

Sekil 4.3 Mus macedonicus ve Mus domesticus 6rneklerinin nisasta jel ile incelenmis

Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz enzim zimogrami. Anoda go¢ eden tek bir
monomorfik lokus (Ggpdh)

4. Izositrat dehidrojenaz (Idh, E.C. 1.1.1.42)
Nisasta jel ile incelenmis ve izositrat dehidrojenaz enziminin anoda go¢ eden iki

izozimi (ldh-1 ve Idh-2) tespit edilmistir. incelenen tiim bireyler Idh-1 lokusunda

monomorfiktir yani aynt allel i¢in fikse olmustur. 1dh-2 lokusu ise polimorfiktir. Bu

lokustaki “C” alleli Mus macedonicus 6rneklerinde yaygin olan alleldir ve 1dh-2 lokusu
iki tiirli ayirt edici 6zelliktedir (Sekil 4.4).

Idh-2

Idh-1

Orijin

Sekil 4.4 Mus macedonicus ve Mus domesticus 6rneklerinin nisasta jel ile incelenmis

Izositrat dehidrojenaz enzim zimogrami. Monomorfik Idh-1 ve polimorfik
Idh-2 lokuslari

5. Malat dehidrojenaz (Mdh, E.C. 1.1.1.37)

Nisasta jel ile incelenmis ve malat dehidrojenaz enzimi bir anoda go¢ eden (Mdh-1=

Mdh-s) bir de katoda go¢ eden (Mdh-2= Mdh-m) iki izozim sergilemistir. Anodal formu



sitozolik-malat dehidrojenaz (Mdh-s) ve katodal formu ise mitokondriyal-malat
dehidrojenaz (Mdh-m) olarak da bilinir. Her iki lokusta da allelik bantlarin anodal

yoniinde daha az yogunluklu subbantlar belirlenmistir. Incelenen tiim bireyler her iki

lokusta da monomorfiktir yani ayni allel i¢in fikse olmustur (Sekil 4.5).

Mdh-1

Orijin

Mdh-2

Sekil 4.5 Mus macedonicus ve Mus domesticus 6rneklerinin nisasta jel ile incelenmis
Malat dehidrojenaz enzimi zimogrami. Anodal go¢ eden sitozolik Mdh-1,
ve katodal go¢ eden mitokondriyal Mdh-2 lokuslari

6. Fumarat hidrataz (Fum, E.C. 4.2.1.2)

Nisasta jel ile incelenmis ve Fumarat hidrataz (Fumaraz) enzimi anoda go¢ eden tek bir
monomorfik lokus sergilemistir. Incelenen tiim bireyler Fum lokusunda ayn1 allel igin

fikse olmustur (Sekil 4.6).

Sod
Fum

Orijin

Sekil 4.6 Mus macedonicus ve Mus domesticus 6rneklerinin nisasta jel ile incelenmis
Fumarat hidrataz enzim zimogrami. Anoda go¢ eden tek bir monomorfik

lokus (Fum)



7. Laktat dehidrojenaz (Ldh, E.C. 1.1.1.27)

Nisasta jel elektroforezi ile anoda gog eden 5 lokus belirlenmistir ( Ldh-1, Ldh-2, Ldh-3,
Ldh-4 ve Ldh-5). Lokuslar orijinden baslanarak mobilitelerine gore adlandirilmistir.
Orijine en yakin olan Ldh-1 lokusu yogun boyanmadan dolay1 zorlukla izlenirken diger

dort lokus oldukca net izlenebilmistir. Tiim lokuslar monomorfik olup incelenen tiim

bireylerde ayni allel i¢in fikse olmustur (Sekil 4.7).

Ldh-5

Ldh-4
Ldh-3

Ldh-2

Ldh-1

Orijin

Sekil 4.7 Mus macedonicus ve Mus domesticus drneklerinin Nisasta jel ile incelenmis
Laktat dehidrojenaz enzimi zimogrami. Ldh-1, Ldh-2, Ldh-3, Ldh-4 ve Ldh-5
lokuslar1

8. Esteraz (Est, E.C. 3.1.1.1)

Poliakrilamid jel elektroforezi ile anoda go¢ eden bir lokus belirlenmistir. Est lokusunda
5 allel belirlenmistir. Bunlardan en hizli gé¢ eden allel A olarak, digerleri ise azalan
mobilitelerine gore alfabetik olarak (B, C, D ve E) adlandirilmistir. Bu lokusta
heterozigot bireylerde gozlenen 2 bantli fenotip nedeniyle enzimin alt iinite yapisinin

monomerik oldugunu sdyleyebiliriz (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Mus macedonicus ve Mus domesticus orneklerinin Native PAGE ile incelenmis
Esteraz enzimi zimogrami (Est)

9. Ksantin dehidrojenaz (Xdh, E.C 1.1.1.204)
Nisasta jel ile incelenmis ve Ksantin dehidrojenaz enzimi anoda gd¢ eden tek bir

monomorfik lokus sergilemistir. incelenen tiim bireyler Xdh lokusunda ayni allel icin

fikse olmustur (Sekil 4.9).

Xdh

Orijin

Sekil 4.9 Mus macedonicus ve Mus domesticus 6rneklerinin nisasta jel ile incelenmis
ksantin dehidrojenaz enzimi zimogrami (Xdh)

10. Siiperoksit dismutaz (Sod, E.C. 1.15.1.1)

Nisasta jel elektroforezi ile incelenmistir; anoda (Sod-1) ve katoda (Sod-2) gog¢ eden 2
lokus belirlenmistir. Siiperoksit dismutaz enzimini incelemek i¢in, Ksantin dehidrojenaz
enzimi jelleri degerlendirildikten sonra 1s1§a maruz birakilmis ve koyulasan zemin
iizerinde akromatik zonlar (beyaz bantlar) halinde beliren Sod bantlari

degerlendirilmistir. Monomorfik Sod-1 lokusu ayrica Fumaraz enzim sisteminde de



gdzlenmistir Incelenen tiim bireyler Sod-1 ve Sod-2 lokusunda ayni allel icin fikse
olmustur (Sekil 4.10).

Sod-1

Orijin

Sod-2

Sekil 4.10 Mus macedonicus ve Mus domesticus 6rneklerinin nisasta jel ile incelenmis
Siiperoksit dismutaz enziminin zimogrami. Anoda ve katoda gd¢ eden
monomorfik Sod-1 ve Sod-2 lokuslari

11. Glukoz-6- fosfat izomeraz (Gpi, E.C. 5.3.1.9)

Nisasta jel ile incelenmis ve Glukoz fosfat izomeraz enzimi katoda go¢ eden tek bir

polimorfik lokus sergilemistir. Kirklareli lokalitesinden alinan 2463 numarali Mus

macedonicus ornegi AA genotipine sahip iken, diger tiim Ornekler B alleline fiske
olmuglardir (Sekil 4.11).

Orijin

AA

Sekil 4.11 Mus macedonicus ve Mus domesticus orneklerinin nisasta jel ile
incelenmis Glukoz-6-fosfat izomeraz enzim zimogrami. Katoda go¢ eden
tek bir polimorfik lokus (Gpi)



12. Adenilat kinaz (Ak, E.C. 2.7.4.3)

Nisasta jel ile incelenmis ve Adenilat kinaz enzimi anoda go¢ eden tek bir monomorfik

lokus sergilemistir. Incelenen tiim bireyler Ak lokusunda ayn1 allel i¢in fikse olmustur

(Sekil 4.12).

Ak

Orijin

Sekil 4.12 Mus macedonicus ve Mus domesticus 6rneklerinin nisasta jel ile incelenmis

Adenilat kinaz enzim zimogrami. Anoda go¢ eden tek bir monomorfik lokus
(Ak)

13. Glutamat oksaloasetat transaminaz (Got, E.C. 2.6.2.1)
Nisasta jel ile incelenmis ve Glutamat oksaloasetat transaminaz enzimi anoda go¢ eden
Got-1 ve katoda go¢ eden Got-2 monomorfik lokuslarini sergilemistir. incelenen tiim

bireyler Got enzim sisteminin her iki lokusunda ayn allel i¢in fikse olmuslardir (Sekil

4.13).
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Got-1

Orijin

Got-2

Sekil 4.13 Mus macedonicus ve Mus domesticus 6rneklerinin nigasta jel ile incelenmis
Glutamat oksaloasetat transaminaz enzim zimogrami. Anoda go¢ eden
monomorfik Got-1 lokusu ve katoda go¢ eden monomorfik Got-2 lokusu

14. Karbonik anhidraz (CA, E.C. 4.2.1.1)
Nigasta jel ile incelenmis ve Karbonik anhidraz enzimi anoda gd¢ eden iki polimorfik

lokus sergilemistir. Orijine yakin olan CA-1 lokusunda 3 allel (A, B ve C) var iken, CA-
2 lokusunda 2 allel (A ve B) bulunmaktadir. CA-1 lokusundaki “C” alleli seyrek goriilen

bir alleldir. CA-2 lokusunda ise “B” alleli olduk¢a yaygindir ve ¢ok sayidaki 6rnek B
alleline fikse olmustur (Sekil 4.14 )

CA-2

CA-1

Orijin

Sekil 4.14 Mus macedonicus ve Mus domesticus 6rneklerinin nisasta jel ile incelenmis

Karbonik anhidraz enzim zimogrami. Anoda gé¢ eden polimorfik CA-1 ve
CA-2 lokusu
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4.2 istatistik Analizleri

Analiz edilen 23 lokus icinde en fazla allel sayis1 (5) Esteraz enziminde gdzlendi.
Allellik bantlarin jel iizerindeki go¢ mesafeleri birbirine yakin ve bazi drneklerde sonug
alimamadig1 icin yapilan istatistiksel analizlerde esteraz enzim lokusu hari¢ tutulmus ve
diger 22 lokus BIOSYS-1 ile analiz edilmistir. Esteraz enzim sisteminin yalnizca allel

frekanslar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Incelenen tiim Mus macedonicus ve Mus domesticus populasyonlarinda Est
lokusunun allel frekanslar

Alleller M. macedonicus (N= 23) M. domesticus (N=10)
A 0.065 0.000

B 0.13 0.4

C 0.608 0.1

D 0.152 0.4

E 0.045 0.1

Wright (1978)’in F degeri tiirler arasindaki genetik farkliligin miktarini tahmin etmek
icin kullanilmistir. Toplam 5 polimorfik lokus i¢cin F degerlerinin tahminleri Cizelge
4.2°de verilmistir. Tiim lokuslara ait F-istatistik verilerine bakildiginda populasyon i¢i
genetik farklilagsmay1 gdsteren fiksasyon indeksinin ortalama degeri (Fst= 0.3693) ile
populasyonlar arasi genetik farklilasmay1 ifade eden gen akis1 degeri (Nm= 0.426)
onemli derecede yliksek bulunmustur. Fsr degerleri dikkate alindiginda calisilan enzim
sistemlerinden polimorfik enzimlerde en yiiksek genetik farklilasma Idh-2’de, en diisiik

genetik farklilagsma ise CA-1’de saptandi.

Fis 6rnekler arasindaki heterozigotlugun Hardy-Weinberg dengesinden sapmasini ifade
eder, negatif degerler heterozigotlugun ¢ok oldugunu, pozitif degerler ise heterozigotluk
miktarinin az oldugunu gosterir. Bu ¢alismada Mus populasyonlar1 arasindaki ortalama
Fis degeri 0.8181 dir. Fis degeri polimorfik olan lokuslardan sadece PGM’de negatif
degerdedir (-0.3333); diger polimorfik lokuslarda pozitif degerdedir. Tiim

populasyondaki heterozigotlugun Hardy-Weinberg dengesinden sapma miktarini
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gosteren Firortalama degeri 0.8853’tiir. Bu deger populasyon i¢i lireme etkisini gosterir.

Fir degeri pozitiftir.

Cizelge 4.2 Tiim lokuslarda gen akis1 ve F-istatistiklerinin 6zeti (Nei 1978)

Lokus F(IS) F(ST) F(T) Nm*
PGM -3333 2373 -.0170 803
IDH-2 1.0000 6012 1.0000 165
GPI-1 1.0000 3111 1.0000 553
CA-1 9213 1715 9348 207
CA-2 .0000 4615 4615 291
Ortalama 8181 3693 8853 426

*Nm = Fst’ den hesaplanan gen akis1 = 0.25(1 - Fst)/Fst.

Allozim ¢alismalart sonucu 5 lokus polimorfik bulunmustur. Bulunan polimorfik

lokuslarin allel frekanslar1 Cizelge 4.3” te verilmistir.

Cizelge 4.3 Mus populasyonlarinda polimorfik lokuslarin allel frekanslari. N: Birey

sayist

Lokus | Mace- | Mace- Mace- Mace- | Mace- | Dome- Dome- Dome- | Dome-
Edirne | Kurklareli | Tekirdag | Bolu Diizce | Tekirdag | Zonguldak | Bartin | Bolu

PGM

(N) 6 3 4 4 3 2 3 3 2

A .000 .000 .000 .000 .000 .250 .000 .000 .000

B 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 750 1.000 1.000 1.000

IDH-2

(N) 6 5 7 4 3 2 3 3 2

A .000 .000 .000 .000 .000 .500 .667 .667 .000

B .000 .200 .000 .000 .000 .500 333 333 .500

C 1.000 .800 1.000 1.000 1.000 .000 .000 .000 .500

GPI-1

(N) 6 3 5 4 3 2 3 3 2

A .000 333 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000

B 1.000 667 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

CA-1

(N) 6 4 4 4 2 2 3 2 1

A .500 375 .500 .500 .000 .000 333 .500 .000

B .500 .625 .500 250 .500 1.000 .667 .500 1.000

C .000 .000 .000 250 .500 .000 .000 .000 .000

CA-2

(N) 5 4 4 4 2 2 3 2 2

A .000 .000 .000 .500 .000 .000 .000 .000 .000

B 1.000 1.000 1.000 .500 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
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Tim populasyonlarda goézlenen heterozigotluk (Ho), beklenen heterozigotluk (He),
polimorfik lokus yiizdeleri (P) ve lokus basina ortalama allel sayis1 (A) Cizelge 4.4’te

gosterilmistir.

Cizelge 44 Tim Mus populasyonlarinda goézlenen heterozigotluk, polimorfik
lokuslarin orani ve lokus basina ortalama allel sayis1

Populasyon He* | He** Ho A P%95 | P%99 |P

1 Mace-Edirne 023 |.023 .000 1.05 |4.55 4.55 4.55
2 Mace-Kirklareli | .056 | .065 011 .07 13.64 13.64 13.64
3 Mace-Tekirdag 023 1.026 .000 1.05 | 4.55 4.55 4.55
4 Mace-Bolu 051 | .058 .023 1.14  19.09 9.09 9.09
5 Mace-Diizce 023 |.030 .000 1.05 |4.55 4.55 4.55
6 Dome-Tekirdag | .040 | .053 023 1.09 |9.09 9.09 9.09
7 Dome-Zonguldak | .040 | .048 .000 1.09 |9.09 9.09 9.09
8 Dome-Bartin .043 | .055 .000 1.09 |9.09 9.09 9.09
9 Dome-Bolu 023 1.030 .000 1.05 |4.55 4.55 4.55

* : Lokus bagina ortalama heterozigotluk (tarafli hesaplama),

**: Lokus bagina ortalama heterozigotluk (tarafsiz hesaplama),
Ho: Lokus basma ortalama heterozigotluk (direk sayilan hesaplama), A: Lokus basina ortalama allel
sayisi, P %95: Polimorfik lokuslarin yiizdesi (0.95 kriteri), P %99: Polimorfik lokuslarin yiizdesi (0.99
kriteri), P: Polimorfik lokuslarin yiizdesi (kritersiz)

Incelenen populasyonlardaki genetik cesitlilik degerleri Cizelge 4.5’ te verilmistir.
Buradan goriildiigii gibi lokus basina ortalama allel sayist ve polimorfik lokus ytizdesi
en fazla Mus macedonicus’ un Kirklareli populasyonunda 1.1 (P: %13.6) dir. Yine
cizelgede de goriilebilecegi gibi, gozlenen heterozigotluk degerleri beklenen

degerlerden oldukca diisiiktiir.

Cizelge 4.5 Tiim populasyonlarda genetik varyasyon (standart hata parantez i¢indedir)

Populasyon Ormek Lokus Polimorfik Dogrudan HrdWbg’ye
sayist basina lokuslarin sayilan gore beklenen
rtal ylizdesi* ortalama ortalama
011 al ama heterozigotluk | heterozigotluk
allcl sayisi Hok
Mace-Edirne | 6.0 1.0 4.5 .000 025
(.0) (.0) (.000) (.025)
Mace- 4.4 1.1 13.6 011 .065
Kurklareli (.2) (.1) (.011) (.036)
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Cizelge 4.5 Tiim populasyonlarda genetik varyasyon (standart hata parantez i¢indedir)

(devam)
Mace-Tekirdag | 6.5 1.0 4.5 .000 .026
(.2) (.0 (.000) (.026)
Mace-Bolu 4.0 1.1 9.1 .023 .058
(.0) (.1 (.023) (.041)
Mace-Diizce 29 1.0 4.5 .000 .030
(.1 (.0) (.000) (.030)
Dome- 2.0 1.1 9.1 .023 .053
Tekirdag (.0) (.1 (.023) (.037)
Dome- 3.0 1.1 9.1 .000 .048
Zonguldak (.0) (.1) (.000) (.033)
Dome-Bartin 2.9 1.1 9.1 .000 .055
(.1 (.1 (.000) (.038)
Dome-Bolu 2.0 1.0 4.5 .000 .030
(.0) (.0) (.000) (.030)

*Eger en yaygin allelin frekansi 0.095°1 gegmemisse, bir lokus polimorfik olarak dikkate almnir
** Tarafsiz (unbiased) hesaplama (Nei 1978)

Nei (1978)’in genetik benzerlik ve Wright (1978)’ 1n genetik mesafe degerleri Cizelge
4.6’da gosterilmistir. Bu tabloya gdre Mace-Tekirdag populasyonu ile Mace-Edirne
populasyonu, Dome-Zonguldak ile Dome-Tekirdag ve Dome-Bartin ile Dome-
Zonguldak populasyonlar1 arasindaki benzerlik degeri en yiiksek (1.000), Dome-
Tekirdag ve Mace-Bolu populasyonlari arasinda ise en diisiiktiir (0.939). Genetik
mesafe degeri Mace-Bolu populasyonu ile Dome-Tekirdag ( 0.114) arasinda en yiiksek
iken Dome-Zonguldak ile Dome-Bartin (0.008) populasyonlari arasinda en diigiik

degere sahiptir.

Cizelge 4.6 Nei (1978)’in tarafsiz genetik benzerlik (alt diagonal) ve Wright (1978)” in
genetik mesafe (iist diagonal) degerleri (1-5: Macedonicus, 6-9:

Domesticus)
Populasyon 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 Edirne REE1.030 .000 .034 .034 | .023 .080 | .045 .045

2 Kurklareli 998 *aak 1030 | .064 | .047 | .080 053 | .057 .046
3 Tekirdag 1.000 | .999 Ak 1034 | .023 | .080 053 | .045 .045

4 Bolu 990 .984 991 k1045 | 114 .087 | .080 .080
5 Diizce 993 992 994 | 987 | *Exx | 080 .068 | .068 .045
6 Tekirdag 958 973 958 | 939 | 961 | *EEx | 034 | .042 .034
7 Zonguldak 967 977 968 | 952 | 962 | 1.000 | **** | 008 .045
8 Bartin 970 978 971 958 | .961 | .997 1.000 | **** | 053
9 Bolu 982 992 982 | 963 | .984 | .996 986 | .981 okt
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Calisilan iki Mus tiirlinde polimorfik lokuslardaki genotiplerin Hardy-Weinberg
dengesinden sapmasini belirlemek i¢in Khi-kare testi yapilmistir (Cizelge 4.7). Tim
populasyonlarda polimorfik enzimler i¢cinde CA-1, IDH-2, GPI-1 lokuslarinin Hardy-
Weinberg esitliginden saptig1 belirlendi (P< 0.05). Mace-Bolu populasyonundaki CA-2
lokusu (P= 0.773) ve Dome-Tekirdag populasyonundaki PGM ( P= 1.000) Hardy-
Weinberg dengesindedir (P> 0.05) ve bu populasyonlarda gozlenen ve beklenen

frekanslar birbirlerine uyum gostermistir.

Cizelge 4.7 Calisilan iki Mus tiiriinde polimorfik lokuslardaki genotiplerin Hardy-
Weinberg dengesinden sapmasinin belirlenmesi i¢in Ki-kare testi

Populasyon | Lokus Smif | Gozlenen | Beklenen | Khi-kare Df* P
Frekans Frekans
1-Mace- CA-1 A-A 3 1.364
Edirne A-B 0 3.273
B-B 3 1.364
7.200 1 .007
2-Mace- IDH-2 B-B 1 11
Kirklareli B-C 0 1.778
C-C 4 3.111
9.143 1 .002
GPI-1 A-A 1 .200
A-B 0 1.600
B-B 2 1.200
5.333 1 .021
CA-1 A-A 1 429
A-B 1 2.143
B-B 2 1.429
1.600 1 206
3-Mace- CA-1 A-A 2 857
Tekirdag A-B 0 2.286
B-B 2 857
5.333 1 .021
4-Mace- CA-1 A-A 2 .857
Bolu A-B 0 1.143
A-C 0 1.143
B-B 1 143
B-C 0 571
C-C 1 143
14.667 3 .002
CA-2 A-A 1 .857
A-B 2 2.286
B-B 1 857
.083 1 773
5-Mace- CA-1 B-B 1 333
Diizce B-C 0 1.333
C-C 1 333
4.000 1 .046
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Cizelge 4.7 Calisilan iki Mus tiirtinde polimorfik lokuslardaki genotiplerin Hardy-
Weinberg dengesinden sapmasinin belirlenmesi i¢in Ki-kare testi (devam)

6-Dome- PGM A-A |0 .000
Tekirdag A-B 1 1.000
B-B 1 1.000
.000 1.000
IDH-2 A-A 1 .333
A-B 0 1.333
B-B 1 .333
4.000 .046
7-Dome- IDH-2 A-A |2 1.200
Zonguldak A-B 0 1.600
B-B 1 .200
5.333 .021
CA-1 A-A 1 .200
A-B 0 1.600
B-B 2 1.200
5.333 .021
8-Dome- IDH-2 A-A |2 1.200
Bartin A-B 0 1.600
B-B 1 .200
5.333 021
CA-1 A-A 1 .333
A-B 0 1.333
B-B 1 333
4.000 .046
9-Dome- IDH-2 B-B 1 333
Bolu B-C 0 1.333
C-C 1 333
4.000 .046

* Serbestlik derecesi

Tiim populasyonlarda polimorfik oldugu tespit edilen lokuslarin Hardy-Weinberg

esitliginden sapmalar1 Khi-kare testi ile incelendi (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 Mus domesticus ve Mus macedonicus populasyonlarinda saptanan
polimorfik lokuslarin Khi kare testi ile karsilastirilmasi (D.F: serbestlik

derecesi)

Lokus Allel sayis1 Khi-kare D.F P

PGM 2 14.237 8 0.07579
IDH-2 3 66.827 16 0.00000
GPI-1 2 19.289 8 0.01339
CA-1 3 25.961 16 0.05459
CA-2 2 25.846 8 0.00112
Toplam 152.160 56 0.00000

46




Nei (1978)’nin genetik benzerlik degerlerine dayanilarak calisilan populasyonlar
arasindaki fenetik iligkilerden elde edilen UPGMA kiimelenme analizi Sekil 4.15°te
verilmistir. Dendogramda biri M. macedonicus digeri M. domesticus populasyonlari
olmak tizere iki major kiime olusmustur. Her bir kiime de iki alt kiimeye ayrilmistir. M.
macedonicus populasyonlarindan olusan 1. kiimedeki ilk grupta Bolu populasyonu tek
basina yer alirken, ikinci grupta Edirne, Tekirdag, Kirklareli ve Diizce populasyonlari
bulunmaktadir. M. domesticus populasyonlarindan olusan 2. kiimedeki ilk grupta yine
Bolu populasyonu tek basina yer almis ve ikinci grupta Tekirdag, Zonguldak ve Bartin

populasyonlari yer almaktadir.

.20 .92 .93 .95 .27 .98 1.00

MACE-EDIRNE

MACE-TEEIRDAG

MACE-FEIRELARELT

MACE-DUZCE

MACE-BOLU

DOME-TERTIRDAG

DOME-Z0NGULDAR

DOME-BARTIN

DOME-EOLU

.20 .92 23 .35 .97 .92 1.00

Sekil 4. 15 Nei (1978)’nin genetik benzerlik degerlerine dayanilarak olusturulan
UPGMA (unweighted pair group method) dendrogrami
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5. TARTISMA VE SONUC

Bugiine kadar bir ¢cok morfolojik, ekolojik, karyolojik ve molekiiler genetik ¢alismalar
Mus cinsinin sistematigini, yayilisin1 ve filogenetik iligkilerini anlamak icin yapilmistir
(Spiridonova et al. 2008). Karyoloji, allozim analizleri ve mitokondriyal DNA kontrol
bolge dizileri gesitli bolgelerdeki Mus cinsine ait tiirlerin teshislerinde kullanilmistir.
Ancak bu cinsin ¢ok farkli cografik alanlarda yasamasi ve farkli genetik analiz
metotlarinin  kullanim1  yiiziinden cinsle ilgili bir ¢ok taksonomik problemler
¢oziilmeden kalmistir. Bugiin bile bazi arastirmacilar Mus musculus s. Str’in 3 ya da 4
alttir (musculus, domesticus, castaneus ve bactrianus) grubu igerdigine inanirken,

diger bir grup aragtirmaci bunlari tiir olarak kabul etmektedir (Spiridonova et al. 2008).

Colak vd. (2006) morfolojik verilere dayanarak Tiirkiye’de M. domesticus ile M.
macedonicus’un yayilis gosterdigini ortaya koymuslardir ve iki tiiri aywrt edici
morfolojik ozellikleri tanimlamislardir. Arastirmacilarin  sonuglarinda; zygomatik
indeksi (ZI) M. domesticus’da 0.32-0.47, M. macedonicus’ta ise 0.60-0.85 olarak
belirlenmistir. Bas+Go6vde/kuyruk (H+B/T) indeksi M. domesticus’da 0.87-1.05 iken M.
macedonicus’ta 1.08-1.78 arasinda degistigi saptanmustir. Diger bir ayirt edici 6zellik
olarak; pareital kemiklerin ventral kenarlarimin M. domesticus’da zikzak, M.
macedonicus’ ta ise diiz ya da 6ne dogru girinti yapmis bigimde oldugu tespit edilmistir.
Bakulum ve phallus 6zellikleri ise M. domesticus’u M. macedonicus’ tan ayirmamistir.

Ancak morfolojik 6zelliklere gore ayrimin yeterli olmadigi durumlarda molekiiler
belirteglerin kullanilmasi taksonlarin ayriminda fayda saglamaktadir. Molekiiler belirteg
kullanilarak gerek Tiirkiye’de gerekse yabanci iilkelerde yapilmis ¢ok sayida calisma

vardir.

Awasthi et al. (1998) Hindistan Mus musculus ve Mus platyhrix populasyonlari arasi ve
populasyonlar i¢i varyasyon seviyelerini ortaya koymak i¢in 24 biyokimyasal genetik
belirteci seliiloz asetat elektroforezi yontemi ile analiz etmislerdir. 24 lokusun 15
tanesini polimorfik bulmuslardir. Arastiricilar 18 yeni allel tespit etmis ve bu allellere
gore M. musculus’ta polimorfizmin yiiksek oldugunu kaydetmislerdir. Awasthi et al.
(1998) her biri 5 alele sahip olan Idh-1, Np-1 ve Pgm-1’i iki tiir arasinda en degisken
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lokuslar olarak belirtmislerdir. Buna bagli olarak M. musculus tiiriinde heterozigot
oraninin  yliksek oldugunu vurgulamiglardir.  Arastiricilara  gére  Hindistan
populasyonlarinda lokus basina ortalama allel sayis1 (A) 1.42°dir. Bu sonuglar bu
calismada elde edilenlerden farklidir. Bu ¢alismada Tiirkiye’de Idh-1 M. domesticus ve
M. macedonicus’ta, Pgm ise yanliz M. domesticus’ta polimorfik bulunmustur. Fakat
Idh-2 lokusunda 3 allel, Pgm lokusunda ise 2 allel tespit edilmistir. Calismadaki Tirk
populasyonlarinda A= 1.1 bulunmustur. Bu sonuglar arasindaki farkliliklara gore
calisma alaninda M. musculus’un yagsamadigi soylenilebilir. Hindistan Mus cinsi tiirleri
arasinda Nei’nin genetik mesafe degeri 0.0255-0.1996, Tiirkiye’de ise iki tiir arasinda
Wright’'in genetik mesafe degeri 0.008-0.114 olarak bulunmustur. Bu farklilik

karsilagtirilan tiirler arasindaki farkliliklardan kaynaklanmis olabilir.

Carter et al. (1999) evrimsel galismalarda kullanilan M. domesticus’un laboratuar
irkinda (Hsd:ICR) genetik varyasyonu hesaplamak i¢in allozimleri g¢aligmiglardir.
Calismada 325 farenin 7 enzim sistemi ¢alisilmis ve 10 allozim lokusu analiz edilmistir.
Ldh, Pgm ve Me enzim sisteminde 2 lokus tespit edilmistir. Diger enzim sistemleri Gpi,
Mdh, 6-Pgd ve Got’ta tek bir lokus saptanmistir. Lokuslarin %40’1 polimorfiktir.
Cesitliligin az olmast beklenen laboratuar irklarinda, polimorfizmin yiiksek olmasi
ilgingtir. Selander and Yang (1970) tarafindan Kuzey Amerika ve Danimarka M.
domesticus populasyonlari i¢in lokuslarin %41°i polimorfik; ortalama heterozigotluk %
8.5 olarak rapor edilmistir. Bizim ¢aligmamizda Mus’un dogal populasyonlarinda ise
daha fazla lokus incelenmesine ragmen lokuslarin %?26.08’i polimorfiktir. Bu
calismadaki polimorfik lokus orani hem laboratuar irklar1 hem de Kuzey Amerika ve

Danimarka dogal populasyonlarinkinden daha diisiiktiir.

Tiirkiye’de ilk allozim c¢aligmas1t Gozcelioglu (2002) tarafindan Ankara-Bolu-
Zonguldak hattinda yayilis gosteren M. domesticus ve M. macedonicus’un {izerinde
yapilmis ve iki tiiriin Idh-1 lokusuna gore ayrilabilecegini kaydedilmistir. Arastirmaci

119" §i ise M.

hizli allel 1dh-1*®1 M. domesticus tiiriinde, yavas allel olan Idh-
macedonicus’ ta yaygin allel olarak gozlemlemistir. Gozcelioglu (2002) tek bir ldh
lokusu rapor ederken, bu tez ¢aligmasinda 2 lokus tespit edilmistir ve polimorfik olan

Idh-2 lokusunda 3 allel saptanmustir; Idh-2 lokusu Goézcelioglu  (2002)’ nun
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calismasindaki Idh-1 lokusuna karsilik gelmektedir. Diger ¢alismalarla bu g¢alisma
arasindaki farklilik lokuslarin numaralanmasinda kullanilan farkli yontemlerden
kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismada orijinde kalan lokus Idh-1’dir ve monomorfiktir. Idh-

2 lokusunda Mus macedonicus’ta ilk kez ti¢lincii bir C aleli tespit edilmistir.

Munclinger et al. (2002) Slovakya ve Cek Cumhuriyeti’nde ve Almanya’ ya ¢ok yakin
alanda Mus cinsinin genetik varyasyonunu calistilar. 49 lokaliteden alinan 544 6rnek
tizerinde 6 ayirici allozim lokusu (Es-2, Gpd-1, Idh-1, Mpi, Np ve Sod-1) analiz
etmiglerdir. Np enzim sisteminde M. domesticus’ta bir tane hizli allel (Nploo) ve M.
musculus’ta orta hizli olan (Np*®) ve ¢ok yavas olan (Np’®) allelleri saptanmustir.
Arastiricilar ayrica ES-2 lokusunda M. domesticus’a ozgii allel belirlemislerdir.
Arastirmacilar bu verilere dayanarak Cek Cumhuriyeti ve Slovakya’nin neredeyse
tamaminda M. musculus bulundugunu, M. domesticus’un ise yalnizca Almanya’da ve
Cek Cumhuriyeti’nin en bati boliimlerinde tespit edildigini belirtmiglerdir. Bu tez
calismasinda da Idh-2 lokusu iki Mus tiirtinii ayirici lokus olarak tespit edilmistir. Ancak
Cek Cumbhuriyeti ve Slovakya’daki populasyonlarin aksine Sod, Mpi, Gpd lokuslarinda
varyasyon tespit edilmemistir. Np enziminde ise sonu¢ almamamistir. Yukarida
belirtilen lokuslarda varyasyon bulunmamasi bu ¢aligmada az sayida 6rnegin (n= 35)

analiz edilmesine baglanabilir.

Tryfonopoulos et al. (2005) ev faresi M. m. domesticus’un 239 bireyinde 19 lokusu
seliiloz asetat elektroforezi yontemi ile analiz etmislerdir. Incelenen 19 lokusun 11
tanesi polimorfik iken 8 tanesi monomorfiktir. 14 populasyonun polimorfik lokus
yiizdelikleri 0.99 kriteri temel alindiginda %10.53-42.11 arasinda degismektedir. Bu
calismada ise polimorfik lokus yiizdeleri %4.55-9.09 olarak bulunmustur. Daha diisiik
seviyelerde olmasinin nedeni 6rnek sayisinin az olmasi ve lokalitelerin daha yakin
olmasindan kaynaklanabilir. ~ Arastiricilar M.  m. domesticus’un  Yunanistan
populasyonlarinda Got-2 lokusunu iki allele sahip polimorfik lokus olarak tespit
etmislerdir. Bunun aksine Trakya ve Bati Karadeniz populasyonlarinda bu lokus
monomorfik bulunmustur. Trakya ve Bati Karadeniz 6rneklerinin kas dokularinda Ldh
enzim sisteminde monomorfik 6zellikte 5 lokus saptanmistir. Bunun aksine Yunanistan

populasyonlarinin kalp, karaciger, dalak ve bobrek dokularinda bu enzim i¢in 2 lokus
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belirlenmistir ve Ldh-1 lokusunda polimorfizm gézlenmistir. Idh enzim sistemi ile ilgili
sonuglar bu ¢alismadaki sonuglarla uyum igindedir. Bu ¢alismada Idh enzim sisteminde
biri monomorfik, digeri polimorfik 2 lokus saptanmistir. Me sistemi tek bir polimorfik
lokusa sahipken Trakya ve Bati Karadeniz populasyonlarinda ayni allele fikse olmustur.
Mdh enzim sistemi bu ¢alismada oldugu gibi 2 lokus sergilemistir. Ancak Yunanistan
populasyonlarinda Mdh-1 lokusunda polimorfizm gozlenmistir. Bu ¢alismadaki
verilerle tutarli olan diger bir enzim sistemi ise 2 allele sahip Pgm’dir. F istatistik analiz
degerlerine bakildiginda; Yunanistan populasyonlarinda Fst degeri ortalama 0.1000,
bireysel lokuslarda -0.022’den 0.147’ye degisim gosterir. Tiirkiye’deki populasyonlarda
ise Fst degeri ortalama 0.3693 iken bireysel lokuslardaki Fst degeri ise 0.1715-0.6012
arasinda degisir. Bu g¢alismada Mus domesticus populasyonlari arasindaki genetik
mesafe D= 0.008-0.053 ve genetik benzerlik I= 0.981-1.000 iken, Mus macedonicus
populasyonlarinda D= 0-0.064 ve I= 0.984-1.000 arasinda degistigi bulunmustur.
Yunanistan’daki M. m. domesticus populasyonlar1 arasindaki genetik mesafe ve

benzerlik degerleri ise D= 0-0.048 ve I= 0.935-1.000 arasindadir. Hem Tiirkiye hem de

Yunanistan’daki populasyonlarda genetik benzerlik oldukca yiiksek bulunmustur.

Spiridonova et al. (2004) Eski Sovyet Birligi’nin merkezinden ve dogu boliimlerinden
M. musculus’ un 12 yerel populasyonunda genetik farklilasmayr RAPD-PCR teknigi ile
analiz etmislerdir. Incelenen 65 drnekteki polimorfizm P= %95.6, P-95 kriterine gore
P= %24.2 ve P-99 kriterine gore P= %60.7 olarak saptanmistir. Heterozigotluk 0.089,
allellerin gozlenen ortalama sayisi n(a)= 1.97; etkili allel sayist n(e)= 1.13 tiir. Bu tez
calismasindaki polimorfik lokus yiizdeleri ise %4.55- %13.64 tiir. Gozlenen
heterozigotluk degeri Ho= 0-0.023 arasindadir. Bu degerlerin RAPD analizi ile
incelenen Rusya populasyonlarindan daha diisiik seviyelerde olmasinin nedeni teknigin
farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Ciinkii RAPD analizi genom boyunca dagilmis

cok sayidaki lokusu taramaya imkan verir.

Bu c¢alismada Bati Karadeniz ve Trakya’da yayilis gosteren Mus cinsine ait iki tiir
allozim bakimindan analiz edilmistir. Yayilis alani dikkate alindiginda Trakya ile
Anadolu arasinda bogazlar Mus cinsi bireyleri i¢in Onemli bir bariyer goriintiisii

vermektedir. Ancak yapilan bu g¢alismada insanlarla bir arada yasayan ve tasinabilir
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Ozellikte olan M. domesticus’un Trakya ve Anadolu populasyonlari arasinda énemli bir
fark goziikmemektedir. Sekil 4.15°de de gortldigi gibi Trakya M. domesticus 6rnekleri
Bati Karadeniz bolgesinde yer alan Zonguldak populasyonuyla ayni kiimede yer
almigtir. Trakya ve Bati1 Karadeniz populasyonlar: arasinda boyle bir benzerligin olmasi,
Mus orneklerinin insanlar tarafindan tasinabilirligi nedeniyle (Giindiiz et al. 2005)
bogazlarin bu tiirde gen akisini1 kesmede etkili olmadigini1 ortaya koymaktadir. Ancak
Trakya’dan az sayida Ornegin incelenmis olmasi ve kullanilan teknik nedeniyle bu
benzerlik ortaya ¢ikmis olabilir. Bogazlarin bu tiiriin Trakya ve Anadolu populasyonlari
arasindaki gen akisi tlizerindeki etkisinin daha agik bir sekilde ortaya konabilmesi igin

ornek sayisinin artirilmasi ve DNA analizlerinin kullanilmasi 6nem arz etmektedir.

Insanlarin yasadig1 alanlarin disinda arazide yasayan M. macedonicus’un Trakya ve Bati
Anadolu populasyonlar1 belirgin bir sekilde ayrilmis (Sekil 4.15) ve iki farkli kiime
olusmustur. Trakya ve Bati Karadeniz populasyonlar1 arasindaki bu farklilik, insanlar
tarafindan taginma olasilig1 diisiik olan M. macedonicus’un Trakya ve Bati Karadeniz
populasyonlar1 arasinda bogazlarin gen akisini kesen bir mekanizma olarak fonksiyon
yaptigini ortaya koymaktadir. Ancak bogazlarin etkisinin daha iyi arastirilabilmesi i¢in
tiir i¢i varyasyonlar1 ortaya koymada hassasiyeti az olan allozim analizleri yerine daha

etkili olan DNA analizlerinin kullanilmas1 daha uygun géziikmektedir.

Sonug olarak bu calismada Trakya ve Bati Karadeniz bolgesinde Mus cinsine ait M.
domesticus ve M. macedonicus’un yayilis gosterdigi ortaya konmustur. Kullanilan
allozim teknigi M. domesticus ile M. macedonicus’u birbirlerinden ayirmistir. Allozim
teknigi M. domesticus’ta tiir i¢i varyasyonlar1 ortaya koymada az etkili olurken M.
macedonicus’ta ise daha etkili olmustur. Bu ¢alisma ile Idh-2 lokusu iki tiirii birbirinden
ayirmada ayirici karakter olarak ortaya ¢ikmustir. Trakya ve Anadolu populasyonlarinin
taksonomik statiilerinin belirlenmesi ve bogazlarin etkisinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in
cok sayida 6rnegin incelenmesi ve bagka molekiiler belirteclerin kullanilmasi uygun

olacaktir.
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