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Yediuyur, Glis glis (Linnaeus, 1766) (Mammalia: Rodentia) yapraklarim1 doken ve karisik
ormanlarda yasayan kiiciik bir memeli hayvan tiirii olup Tirkiye’nin kuzeyinde yayilis
gostermektedir. Ancak son yillarda habitat kaybi1 nedeniyle tiiriin populasyonlar arasindaki gen
akis kesintili hale gelmistir. Tiirkiye’de Glis glis’in iki alt tiirii bulunmaktadir. Tiiriin evrimsel
ozellikleri, Trakya ve Anadolu populasyonlar1 arasindaki izolasyonunun onemi heniiz ortaya
konmamistir. Bu c¢alismanin amaci, tiiriin genetik yapisini analiz ederek taksonomisine ve
evrimine katkida bulunmaktir. Bu ¢alisma ile G. glis’in Tiirkiye populasyonlari ilk kez RAPD-
PCR teknigiyle analiz edildi. Tiirkiye’deki yedi lokaliteden toplam 40 bireyle calisildi.
Kullanilan 20 primerin 12 tanesi sonu¢ vermis olup 74 polimorfik RAPD bandi ortaya koydu.
Calisilan populasyonlar arasindaki genetik iligkileri gostermek i¢in Nei’nin genetik mesafe ve
genetik benzerlik hesaplamalar1 kullanildi. Hesaplamalar POPGENE bilgisayar programiyla
yapildi. Hesaplanan ortalama genetik cesitlilik degeri H= 0,1480, genetik farklilasmay1 gosteren
Ggr degeri 0,6065 olarak hesaplandi. Genetik mesafe degerleriyle olusturulan dendrogramda, 2
kiime goriildii. ik kiime Kirklareli ve Zonguldak populasyonlarindan olustu. Ikinci kiime ise iki
alt kiimeye ayrildi; birinci altkiime Ordu ve Giresun populasyonlarindan, ikinci alt kiime
Trabzon, Rize ve Artvin populasyonlarindan olustu. Trakya ve Anadolu populasyonlari

karsilastirildiginda, populasyonlar arasi genetik benzerlik degeri 0,9319 olarak bulundu.
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Anahtar Kelimeler: Yediuyur, Glis glis, RAPD- PCR, evrim, Tiirkiye



ABSTRACT

Master Thesis

RAPD-PCR ANALYSIS OF POPULATIONS OF EDIBLE DORMOUSE,
Glis glis (Linnaeus, 1766) (Mammalia: Rodentia)
DISTRIBUTED IN NORTH OF TURKEY

Senem Esin SELCUK

Ankara University
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Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Reyhan COLAK

Edible dormouse, Glis glis (Linnaeus, 1766) (Mammalia: Rodentia) is small arboreal mammals
living in dedicious, mixed forests, distributed in North of Turkey. However, because of the loss
of habitat, gene flow between the populations of this species are interrupted. There are two
subspecies of Glis glis in Turkey. Furthermore, the evolutional characteristics of this species
and the importance of the isolation between Thrace and Anatolia population are not verified.
There is no study at the level of DNA about the populations of Glis glis. The aim of this study is
to contribute taxonomy and evolution of G. glis, analyzing its genetic structure. The Turkish
populations of Glis glis is analyzed for the first time by using RAPD-PCR technique with this
study. This study is conducted on 40 individual collected from the 7 localities of Turkey. 12 of
the 20 RAPD markers tested yielded 74 polymorphic DNA bands. To show the genetic relation
between the studied populations, genetic distance and similarity calculations of Nei were used.
These calculations were done by using POPGENE software. The total genetic diversity and
genetic differentiation values were calculated as H= 0,1480 and. Ggr = 0,6065, respectively.
Dendrogram constructed based on genetic distance data formed two clusters, first cluster
included in Kirklareli and Zonguldak populations. Second cluster was divided into two
subgroups, first subgroup contained Ordu and Giresun populations, and second subgroup was
formed from Trabzon, Rize and Artvin populations. When the Thrace and Anatolia populations

are compared, genetic similarity value was found as 0,9319.
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1. GIRiS

Yediuyur, Glis glis (Linnaeus, 1766) yapraklarin1 doken ve karisik ormanlarda yasayan
kiiciik bir memeli hayvan tiiriidiir. Palearktik bolgede 10 alttiirle temsil edilmektedir

(Ognev 1947).

Tiirtin dagilim1 boyunca populasyonlar arasindaki cografik varyasyonun 6nemi alttiir ya
da tiir seviyesinde farklilagsma baglaminda arastirilmamistir. Rossolimo et al. (2001),
tiirlin yasamina, yayilisina, morfolojik, ekolojik, davranigsal ve diger &zelliklerine
aciklik getiren kapsamli arastirmalar yapmigtir. Franco (1988), Asiago (ltalya)
populasyonlarinin  biyometrisini ve taksonomisini, Peshev and Delov (1995b)
Bulgaristan populasyonlarinin metrik 6zelliklerindeki cesitliligi, Dogramac1 ve Tez
(1991) Tirkiye populasyonlarinin morfometrik ve kromozomal ozelliklerini, Ondrias
(1966) giineydogu Avrupa’daki alttiirlerin dagilimini ve teshisini yapmistir. Daoud
(1993) fosil Glis orneklerinin dis yapilarim karsilastirmistir. Peshev and Delov (1995a)
Bulgaristan, Civitelli et al. (1995b) italya ve Tiirkiye, Graphodatsky and Fokin (1993)
Rusya populasyonlarinin karyotip calismalarin1 yapmislardir. Elde edilen verilere ek
olarak Zima et al. (1995) biitiin karyotip verilerinin bir derlemesini yapmstir. Filippucci
and Kotsakis (1995) allozim varyasyonlarini ve genetik iliskilerini, Hrabe (1969) ve
Simson et al. (1995) phallus, baculum yapilarin1 ve bu yapilardaki varyasyonu,
Kratochvil (1973) os ve glans penisin taksonomik Onemini, karin anatomisini analiz
etmislerdir. Krattli and Haffner (1995) ayaklarin fonksiyonel morfolojisini ve
histolojisini, Kulikov (1988) biyiklarin morfolojisini ve fonksiyonel 6nemini, KryStufek
(2004) Slovenya orneklerinin meme sayisindaki varyasyonu ve bu varyasyonun olasi
onemini degerlendirmistir. Ayrica Krystufek (2001c), KryStufek and M. Zavodnik
(2003) ve KryStufek et al. (2003) Slovenya populasyonlarinin ekolojisini, viicut
agirhgindaki ve organ agirliklarindaki mevsimsel varyasyonu ve populasyon
biyolojisindeki diger o6zellikleri incelemislerdir. Nowakowski (2001a) Polonya’nin
kuzeydogusunda ormanda bulunan yediuyurlarda giinliikk uyusuklukla (daily torpor)
ilgili gozlemlerini rapor etmistir. Schlund (1997) yas tayininde tibial uzunlugu
kullanmistir. Timm et al. (1998), dogu Baltuk ve Miljutin (1998) Baltik rodentlerinin

ekolojik durumlarini bir derlemede agiklamistir. Kuzey Italya (Cantini 1991, Paolucci et



al. 1993, Cresti et al. 1994, Scaravelli et al. 1995, Locatelli and Paolucci 1996a), orta
Italya (Cerone and Aloise 1994, Amori et al. 2002a) ve giiney italya (Cagnin and Aloise
1995, Cagnin et al. 1996) populasyonlarinin faunal c¢alismalarnn kaydedilmistir.
Carpaneto and Cristaldi (1995) tiiriin cografik dagilimi iizerindeki insan etkisini
aragtirmistir. Tiirlin Avrupa’da orta ve gec Pleistosen’de yasadigina dair kayitlar elde
edilmistir (Storch 1978a, Horacek 1986, Viriot et al. 1991, Capasso-Barbato and
Gliozzi 2001, Kowalski 2001, Wilson and Reeder 2005).

Reyes et al. (1998) Fransa’da bir G. glis orneginin mt DNA’sim izole ederek tam
mitokondriyal genom dizisini ¢ikarmislar (16,602 bg; 13 protein kodlayan gen, 2 rRNA
ve 22 tRNA) ve dordii kemirici (Glis glis, sican, fare ve kobay) olmak iizere 23 tam
mitokondriyal memeli genomunu dikkate alarak filogenetik iliskilerini incelemislerdir.
Markov (2001), Bulgaristan’in daglik alanlarinda yasayan G. glis kafataslarinda 12
nonmetrik 6zelligin degiskenligini arastirmistir. Arastirici, Bulgaristan’daki alt1
yediuyur populasyonu arasinda c¢ok belirgin bir epigenetik farklilagmanin
bulunmadigini, populasyonlarin bu nonmetrik 6zellikler agisindan benzer oldugunu
bildirmistir. Bieber (1998), orta Almanya’daki yediuyurlarin populasyon ekolojisi ve
iiremeleri iizerine calismalar yapmustir. Malatesta et al. (2000), Italya’daki G. glis
orneklerinin nukleoluslarinda hibernasyon sirasindaki yapisal ve molekiiler

modifikasyonlan elektron mikroskobu ve immunositokimyasal olarak incelemislerdir.

Glis glis, Tiirkiye’de Karadeniz, Marmara ve Trakya’da yayilis goOstermektedir.
Bogazlar bu tiirlin yayilis alanimi ikiye bodlmektedir. Bogazlarin her iki tarafinda,
Trakya’da G. glis pindicus Ondrias, 1966 ve Anadolu’da G. glis orientalis (Nehring,
1903) olmak {iizere iki alttiir yasamaktadir. Bogazlarla birlikte orman tahribatlar1 da
tiiriin yasadigr habitatlan kesintili hale getirmektedir. Bu nedenle tiiriin nesli tehlike
altina girmistir (2007 IUCN Kirmizi Listesi). Biitiin bu etkiler tiiriin farkli cografik
alanlarda yasayan populasyonlar1 arasindaki gen akisimi kesmekte ve dolayisiyla
evrimlesme siirecini etkilemektedir. Boylece bu tiiriin populasyon genetigi, sistematigi,

ekolojisi ve biyolojisi iizerindeki ¢alismalar 6nem kazanmaktadir.



Dogramaci ve Tez (1991), Tiirkiye’de G. glis’in karyolojik ve baculum o6zelliklerini
incelemisler, Anadolu’da G. g. orientalis ve Trakya’da G. g. pindicus alttiirlerinin
bulundugunu belirleyerek Trakya ve Anadolu populasyonlarinin morfolojik olarak

birbirinden ayrildigini ortaya koymuslardir.

Geng G. g. orientalis yediuyurlarinin besin tiikketimi ve viicut agirliklarindaki periyodik
sikluslar1 ortaya konulmus, G. g. orientalis’in testis ve karacigerinde hibernasyon
sonucu olusan degisiklikler histolojik olarak incelenmis, laboratuvardaki beslenme
biyolojisi, iireme biyolojisi ve davramiglar aragtirilmis, degisen sartlarda tutulan G. g.
orientalis 6rneklerinin hibernasyonu ve viicut agirhigindaki degisiklikler, kafatas1 ve dis
gelisimi lizerine aragtirmalar yapilmistir (Colak vd. 1994, 1997, 1998, 2003, Kivang vd.
1995, Yigit vd. 2001).

Colak vd. (2006) tarafindan yapilan bir proje calismasinda Tiirkiye’de yayilis gosteren
Glis glis’in allozim varyasyonlar1 analiz edilmistir. Allozim analizlerinde 17 enzim
sistemine ait 28 lokus nisasta ve poliakrilamid jel elekroforezi teknigi ile incelenmistir.
Bu lokuslardan sadece Est-3 (3 allel) ve Est-4 (2 allel) lokuslarinda polimorfizm
belirlenmistir. Incelenen lokuslara gore Anadolu ve Trakya populasyonlarinin belirgin

bir sekilde birbirinden ayrilmadigi goriilmiistiir.

Yukarida verilen literatiir 6zetinden de anlasilacag: gibi, bugiine kadar Tiirkiye’deki G.
glis populasyonlar ile ilgili olarak DNA diizeyinde bir caligma yapilmamistir. Bu
calismada Tiirkiye’deki Glis populasyonlar arasindaki genetik iliskilerin RAPD teknigi
ile analizi amag¢lanmaktadir. Bu multilokus teknigi genom igindeki genel polimorfizm
hakkinda bilgi vermekte ve cesitli organizmalarda filogenetik c¢alismalar igin
kullanilmaktadir (Welsh and McClelland 1990, Williams et al. 1990, Weishing et al.
1995, Vanacova et al. 1997). Ayrica bu tiiriin evrimsel 6zellikleri ve bogazlarin Trakya
ve Anadolu populasyonlar arasindaki izolasyondaki 6nemi heniiz ortaya konmamuistir.
Bu calismada G. glis’in Tiirkiye populasyonlan ilk kez RAPD-PCR teknigi ile analiz
edilecektir. Bu arastirmanin, tiiriin taksonomisine ve evrimine katki saglayacagi

diisiiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Kingdom: Animalia
Phylum: Chordata
Classis: Mammalia

Ordo: Rodentia

2.1 Ordo: Rodentia (Kemiriciler)

Rodentler (kemiriciler) paleontolojik verilere gore yaklasik 55 milyon yildir diinya
tizerinde bulunmaktadirlar (Hartenberger 1985). Yaklasik 30 familyada yer alan 2000’in
iistiinde tiirle memelilerin en genis takimudir. Ekolojik tercihleri son derece farklidir.
Baz tiirler tiim yasamini toprak altinda gecirirken digerleri nadir olarak yasamini toprak
altinda gecirir. Bazi tiirler oldukca suculken digerleri ¢6l yasami igin Ozellesmistir

(http://animaldiversity.ummz.umich.edu/site/accounts/information/Rodentia.html, 2008).

En 6nemli 6zelligi dislerin yapisidir, disler kemirme i¢in oldukc¢a 6zellesmistir. Biitiin
rodentler bir ¢ift iist ve bir cift alt olmak iizere kesici (incisor) dislere sahiptir, bu disleri
“diastema” adi verilen bir bosluk izler. Kesici disler koksiizdiir ve devamli uzarlar. On
ve yan yiizeyleri mine tabakasiyla ortiiliiyken arka yiizeyleri mine tabakasiyla ortiilii
degildir. Kemirme esnasinda bu kesici disler birbirine siirtiiniir ve yumusak tabakalarini
kaybeder. Bu sekilde meydana gelen “kendi kendine keskinlestirme sistemi” rodentlerde
cok etkili bir sistemdir. Kesici disler ¢ikarilirsa yerlerine yenileri olusmaz ve
karsisindakiler siirekli biiyiiyerek canlinin 6liimiine neden olur. Bir ya da daha fazla
sayida molar veya premolar disler bulunur. Alt ve iist ¢ene ikiye boliindiigiinde elde
edilen dort parganin her birinde birden fazla kesici dis bulunmaz. Ayrica hicbir rodentte
kopek (canine) disi yoktur

(Demirsoy 1998, http:/animaldiversity.ummz.umich.edu/site/acccounts/information/Rodentia.html, 2008).

Kuyruklart uzun, bazi tiirlerde pullarla ortiiliidiir. Toprak altinda tiinel kazarak
yasayanlarda tirnaklar gelismistir. Gozler yasam bicimine bagl olarak farkli biiyiikliikte

olabilir. Toprak altinda yasayanlarda gozler kiiciilmiis hatta baz tiirlerde korelerek deri



altinda kalmistir. Gececil (nokturnal) olanlarda ise oldukca biiyiiktiir. G6zler basin yan
tarafinda yer aldigindan hem oOnii hem de arkayr aym sekilde gorebilirler. Suda
yasayanlarda gozler basin iist kismindadir. Kulaklar da yasam bicimine gore degisik
sekiller gosterir; toprak altinda ve suda yasayanlarda oldukg¢a kiiciilmiistiir. Tiirlerin
cogunda koku alma duyusu ¢ok gelismistir. Bir kisminda ise, bas, burun, 6n iiyeler ve
gogiis lizerindeki dokunma killarn nedeniyle, dokunma duyusu da iyi bir sekilde
gelismistir. Bilylik beyinleri az gelismistir; bircogu ve oOzellikle siganlar viicut
biiyiikliigiiyle dogru orantili olarak artan bir 6grenme yetenegine sahiptir (Demirsoy

1998).

Gebelik siireleri 16—170 giin arasinda degisir. Yeniden gebe kaldiklarinda da yavrularini
emzirebilirler. Cogalmalar1 bircok bocekten daha hizlidir. Cogunlukla yilda birkac defa
dogururlar ve her dogumda 1-18 yavru yaparlar (Demirsoy 1998).

Rodentler, insanlarin besinlerine, tahtadan, kagittan, deriden, kumastan yapilmis
malzemelere ve esyalara, yeralti telefon kablolarina, elektrik tellerinin yalitim
kaplamalarina ve diger nesnelere keskin disleriyle kemirerek zarar vermeleri ve bazi
hastaliklar1 bulastirmalar1 acisindan zararlidirlar. Ornegin, sican, fare ve sincaplar
tizerinde yasayan pireler, vebay1 insanlara asilarlar. Ayrica sicanlar kuduz, trisin,
kadinlarda diisiiklere neden olan toksoplazma, lenf diiglimlerinin sismesine ve deri
lezyonlarina neden olan tularemi, zehirlenme ya da kolera gibi kusma veya ishal
belirtileri gosteren bir¢ok hastaligin etkeni olan bakterileri tagirlar. Bunun yam sira,
sicanlar, idrarlariyla kanamali sarilik (lepto-sirosis) hastaligimi da bulastirirlar

(Demirsoy 1998).

Cok eski zamanlardan beri, insanlar, fare etini ila¢ olarak kullanmiglardir. Hatta
giiniimiizde bircok Ortadogu ve Balkan iilkesinde yeni dogmus fare ve sican yavrulari
zeytinyagt icerisinde bir c¢esit eritilip halk ilaci1 olarak hastalara yedirilmekte ya da
yaralara siiriilmektedir (kantarma yagi). Bazilarinin kiirkleri ¢cok degerlidir. Bu nedenle
diinyanin bircok bolgesine insanlar tarafindan gotiiriilmiislerdir. Ayrica rodentler deney

hayvanlari olarak da laboratuvarlarda 6nemli bir yer tutar. Ornegin tibbi arastirmalarin



ve buluslarin %90’1 bu hayvanlarla yapilan denemelere dayanir. Ciinkii bu canlilar
laboratuvar kosullarina cok iyi uyum saglarlar. Uremeleri cok hizlidir ve hepsinden
onemlisi yapilar insanlara ¢ok benzer. Rodentler igerisinde de en ¢ok sicanlar, fareler
ve kobaylar bu amacla kullanilmaktadir. Rodentler, bir¢ok yirtict hayvanin besinini
olusturmak suretiyle de dogal dengenin olugsmasinda dnemli rol oynarlar (Demirsoy

1998).

Smiflandirilmasinda masseter kasinin konumlanmasi dikkate alinmaktadir ve buna gore
5 alt ordoya ayrilirlar:

1) Anomaluromorpha

2) Castorimorpha

3) Hystricomorpha

4) Myomorpha

5) Sciuromorpha*

*Gliridae familyas1 Sciuromorpha alt ordosunda yer alir

(http://animaldiversity.ummz.umich.edu/site/accounts/classification/Rodentia.html, 2008).

2.2 Familia: Gliridae (Muirhead, 1819) (Yediuyurlar)

Gliridae familyas1 daha onceden farkli taksonomistler tarafindan Myoxidae ya da
Muscardinidae olarak da adlandirilmaktaydi. Ayrica Myoxus glis tir ismi
kullanilmaktaydi. Daha sonra 1998 yilinda Uluslararast Zooloji Nomenklatiirii’niin
almis oldugu kararla cins ismi degistirilmis ve Glis glis (Linnaeus, 1766) ismi kabul
edilmistir. Familyanin adi da Gliridae olmustur. En cok dikkat ceken o6zellikleri
hibernasyon olup isimleri Anglo- Norman dilinde “uykulu” anlamina gelen “dormeus”
kelimesinden gelir. Daha sonradan “dormeus” ismi, Ingilizce’de fare anlamina gelen
kelimeye benzerliginden dolay1 “dormouse” olarak degistirilmistir

(http://en.wikipedia.org/wiki/Dormouse, 2008).

Genel goriiniisleri sincaplara benzer; baslar1 kiiciik ve One dogru sivri; gozleri ve

kulaklar iri; viicutlar uzun ve sik killi; kulaklar ¢iplak ya da seyrek killi; kuyruklariin



yalniz yan taraflarinda seyrek killar bulunabilmektedir. 6-19 cm viicut uzunlugunda ve
15-200 gr agirhigindadirlar. Giin boyunca uyurlar, ¢ogu gece aktiftir (nokturnal).
Kafataslarinda infraorbital foramen kiigiik, bulla tympanica kuvvetli olarak ileriye
cikiktir; goz cukurlan biiyiik; bazi yediuyurlarin disindakilerin hepsinde processus
angularis tek bir delik tasir. Tibia ve fibula tamamen kaynagmistir. Tirmanici ve
tutunucu bacak tipine sahiptirler; 6zellikle on iiyeleri ile tirmanirlar. Farkli tonlardaki
sesleri algilayabilmeleriyle miikemmel bir isitme duyu yetenekleri vardir. Tiirlere ve
yiyecek bulma durumlarina gore genis Olgiide degisen kiiciik aile gruplari halinde
yasarlar. Omnivordurlar, cilek, bogiirtlen gibi kiiciik yumusak meyvelerle, cicekle,
findikla ve boceklerle beslenirler. Dis formiilii sincaplara benzer 1.0.1.3/1.0.1.3=20"dir
(Demirsoy 1998).

Yilda 1 ya da 2 kez dogurabilirler. 21-32 giinliik bir gebelik periyodundan sonra
ortalama 4 yavru dogururlar. Yavrular tiysiiz dogar, savunmasizdir. Cinsel

olgunluklarina ilk hibernasyona yattiktan sonra ulasirlar.

Gliridae familyasi, 3 alt familya, 10 cinsi iceren 34 tiirden olusmustur. Bilimsel

siniflandirilmasi agagida gosterildigi gibidir ( Wilson and Reeder 2005):

Subordo: Sciuromorpha

Familia: Gliridae

Subfamilia: Graphiurinae (1cins, 14 tiir)
Genus: Graphiurus

Species: Graphiurus angolensis
Species: Graphiurus christyi

Species: Graphiurus crassicaudatus
Species: Graphiurus johnstoni

Species: Graphiurus kelleni

Species: Graphiurus lorraineus
Species: Graphiurus microtis

Species: Graphiurus monardi



Species: Graphiurus murinus
Species: Graphiurus nagtglasii
Species: Graphiurus ocularis
Species: Graphiurus platyops
Species: Graphiurus rupicola

Species: Graphiurus surdus

Subfamilia: Leithiinae (5 cins, 11 tiir)
Genus: Muscardinus

Species: Muscardinus avellanarius
Genus: Dryomys

Species: Dryomys laniger

Species: Dryomys niethammeri
Species: Dryomys nitedula

Genus: Eliomys

Species: Eliomys melanurus
Species: Eliomys munbyanus
Species: Eliomys quercinus

Genus: Myomimus

Species: Myomimus personatus
Species: Myomimus roachi
Species: Myomimus setzeri

Genus: Selevinia

Species: Selevinia betpakdalaensis

Subfamilia: Glirinae (2 cins, 2tiir)
Genus: Glirulus

Species: Glirulus japonicus
Genus: Glis

Species: Glis glis



2.3 Species: Glis glis (Linnaeus, 1766) (Yediuyur)

En biiytik uyur tiiriidiir. Boylar1 12-21 cm, kuyruklart 10-19 cm.; agirliklart 70-280
gr.’dir. Sirt1 ve yanlar1 grimsi kahverengiden kiil rengine kadar metalik renkte; cok defa
sartmsi tondadir. Kuyruklari uzun ve sagak seklinde killidir. Gozlerinin cevresinde koyu

bir halka vardir. Ayaklan kisa ve ¢iplaktir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1 Glis glis (www.cometobg.com/viewtext.asp?id=2, 2008)

Ormanlarda, o6zellikle meseliklerde ve kayin ormanlarinda, parklarda, meyve
bahcelerinde ve iiziim baglarinda yasarlar; 2000 m.’ye kadar cikabilirler (Sekil 2.2).
Gececildirler. Toplu olarak yasarlar; bulunduklar yerlere cok baghdirlar. Iyi tirmanir ve
uzun mesafelere sicrayabilirler. Bircok birey bir arada bulunur. Eyliil-Ekim ayindan
Nisan-Mayis ayina kadar bizzat kazdiklar toprak oyuklarinda, kaya yariklarinda, agac
kovuklarinda ve binalarda kis uykusuna (Eyliil-Mayis aylarinda) yatarlar. Kig uykusu
icin viicutlarinda yag biriktirirler. Bu sirada viicutlar iki misli agirlasir. Yaz barinaklari,
genellikle agaclarin oyuklarinda ve kus yuvalarindadir. Yapay yuvalara, ancak dogal

olarak barinacak yer olmadigi zaman yerlesirler. Meyveleri, tohumlari, kabuklari,



tomurcuklar yerler ve ilave olarak bazen hayvansal besinleri alirlar. Gebelikleri 30 giin
siirer. Hazirandan Eyliile kadar 3-10 kadar, tiiysiiz ve gozleri kapali yavru meydana
getirirler. Yavrularin gozleri 21 giin sonra agilir ve bir ay sonra bagimsiz olarak hareket
ederler; 9 yil kadar yasarlar. Kapali yerlerde beslenenler kendilerine 0zgii sesler
cikarirlar ve sikistirilinca 1sirirlar. Eliomys tiirleri, siyah yiiz bandina sahip olmalariyla

ve kuyruklarinin iistiiniin siyah olmasiyla; sincaplar ise daha biiyiik ve baslarinin daha

iri olmalariyla bu tiirden ayrilirlar (Demirsoy 1998).

Sekil 2.2 Istranca Ormani’nda (Kirklareli) findik agacinda yakalanmis bir G. glis 6rnegi
(Colak vd. 2006)

G. glis’in 25 sinonimi olup asagidaki sekildedir (Thomas 1906, Ellerman 1941, Corbet
1978c¢):

abruttii Altobello, 1924
argenteus Zimmermann, 1953
avellanus (Owen, 1840)

caspicus Satunin, 1906
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caspius (Satunin, 1905)
esculentus Blumenbach, 1779
germanicus Violani and Zava, 1995
giglis (Cuvier, 1832)

insularis Barrett-Hamilton, 1899
intermedius Altobello, 1920
italicus Barrett-Hamilton, 1898
martinoi Miri?, 1960

melonii Thomas, 1907

minutus Martino, 1930
orientalis (Nehring, 1903)
persicus (Erxleben, 1777)
petruccii Goodwin, 1939
pindicus Ondrias, 1966

postus Montagu, 1923
pyrenacius Cabrera, 1908
spoliatus Thomas, 1906
subalpinus Burg, 1920
tschetshenicus Satunin, 1920
vagneri Martino and Martino, 1941
vulgaris Oken, 1816

Avrupa, Tiirkiye'nin ve Iran’mn kuzeyi, Kafkaslar, Tiirkmenistan’in giineybatisi ve

Rusya Federasyonu’nda yayilis gostermektedir (Sekil 2.3, Wilson and Reeder 2005).

G. glis’in Tirkiye’de iki alt tiirii bulunmaktadir. Anadolu’da yasayan alt tiirii olan G.
glis orientalis (Nehring, 1903) Sile’nin Alemdag ilgcesinden, Trakya’da yasayan alt tiirii
olan G. glis pindicus Ondrias, 1966 Trakya’dan tanimlanmistir. Marmara Bolgesi ve
Kuzey Anadolu’da yaprak doken ormanlarda yayilis gostermektedir (Ognev 1947,
Osborn 1964, Corbet 1978c, Kock 1990, Dogramaci ve Tez 1991, Kurtonur 1992).

Ayrica Thomas, 1906 Glis glis spoliatus alttiiriinii Trabzon’dan tanimlamistir.

11
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Sekil 2.3 G. glis’in yeryliziindeki dagilimi
(Kirmizi tarali alanlar yayilis alanlarini gostermektedir,
http://ec.europa.eu/environment/nature/conservation/species/ema/, 2008)
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2.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
2.4.1 PCR nedir?

PCR, genellikle dizisi bilinen DNA molekiiliiniin iki bolgesi arasinda uzanan spesifik
bir bolgenin amplifikasyonuna izin veren invitro tekniktirr DNA’nin PCR
amplifikasyonu amplimer olarak da bilinen oligoniikleotit primerler kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Bu primerler kisa, kalip DNA molekiiliiyle komplementer olan
tek iplikli DNA molekiilleridir. Primerler, uygun reaksiyon kosullar1 altinda,
deoksiniikleotit trifosfatlar (dNTPs) varliginda, denature edilmis tek iplikli DNA
tizerinde uzanirlar ve DNA polimeraz araciligiyla yeni DNA iplikleri sentezlenmesi
saglanir. Sentez sonunda elde edilen iiriinler denature edilmis DNA ipligiyle
komplementerdir. Bu asamada yeni sentezlenmis olan ipliklerden cift iplikli DNA
molekiilii meydana gelir. Iplik sentezi, cift iplikli DNA’nin sicakhik araciliiyla
denaturasyonu, karigima primerlerin baglanmasi (annealing) ve enzim reaksiyonu i¢in
uygun sicaklikta DNA polimeraz ile primer uzamasiyla (extension) tekrarlanir. Iplik
sentezinin her bir tekrar bir amplifikasyon dongiisiinii olusturur. Yeni sentezlenmis her
bir DNA molekiilii, takip eden amplifikasyon dongiisii i¢in kalip DNA molekiilii olarak
is goriir ve bu sayede dongii ilerledikce spesifik bir sekilde hedef DNA dizisi
cogaltilmis olur. DNA polimeraz yeni DNA ipliginin sentezini tamamlayana kadar ya
da bir sonraki dongiiniin baslamasiyla sentez kesilinceye kadar yeni DNA molekiiliiniin
sentezine devam eder. Hedef dizinin sentezlenmesi eksponansiyel olarak artar. Bu
nedenle, amplifikasyon, hedef dizinin final kopya sayisi (2"- 2n)x formiiliiyle ifade
edilir. Burada;

n: Dongii sayisini,

2n: 1. dongiiden sonra elde edilen ilk iiriinler ve 2. dongiiden sonra elde edilen ikinci
tiriinleri

x: orijinal dizinin kopya sayisini ifade etmektedir.
Biitiin imkanlar dahilinde her bir dongiide %100 verim saglandig1 varsayildiginda 20

dongiiden sonra hedef DNA molekiiliiniin 2% kan amplifikasyon iiriinii olusacaktir.

PCR sonunda, oligoniikleotit primer dizilerini iceren hedef dizinin iiriinleri (amplikon
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olarak da bilinir) elde edilir. Son derece verimli olmasina ragmen, hedef dizinin
eksponansiyel seviyedeki amplifikasyonu limitsiz bir yol degildir. Her bir dongiide
yontemin %100 verimli olmasini engelleyen bircok faktor vardir. Bu faktorlerin etkileri
PCR’1n daha sonraki dongiilerinde daha da belirginlesir. 25- 30 dongii sonrasinda ki bu
10° kat amplifikasyona esdegerdir, iirtin fazlaligindan dolayr enzim miktar
sinirlandirilmig olur. Enzimin termal denaturasyonu da enzim aktivitesini sinirlandirir.
PCR’daki uyusmazliklari en aza indirmek ve dongiiniin %100 verime ulasmasi ¢ok

onemlidir (Newton and Graham 1994).

Tipik bir PCR reaksiyonunun temel bilesenleri; kalip olarak kullanilacak DNA, uygun
tampon ¢ozeltisi, termostabil DNA polimeraz, deoksiriboniikleotit trifosfatlar (ANTPs),
MgCl, ve primerlerden olugsmaktadir. PCR i¢in gerekli olan cesitli ayiraclar (reagent) ve
donanim birgok ticari firmadan temin edilebilir. Kalip DNA molekiilii, aragtirmacilar
veya klinisyenler tarafindan saglanabildigi gibi ticari yollarla genomik DNA’lar,
genomik Kkiitiiphaneler, cDNA kiitiiphaneleri ve RNA’lardan temin edilebilir.
Oligoniikleotit primerler cogu laboratuvarda rutin olarak sentezlenebildigi gibi ticari
olarak da satin almabilir. Tamponlar, MgCl, ve dNTP’ler gibi diger PCR bilesenleri
arastirmacilar tarafindan hazirlanabildigi gibi firmalardan da temin edilebilir. Sicakliga
dayanabilirlik araligi genis olan DNA polimerazlar1 bir¢ok firmadan temin etmek

miimkiindiir (Newton and Graham 1994).

PCR, DNA sekansindaki spesifik bazlarin tespit edilmesinde yeni yollar bulmak i¢in
biiyiik caba harcayan Karry Mullis tarafindan 1985°te kesfedilmistir. PCR’1
kesfetmesinden otiirii Dr. Mullis’e 1993 yilinda Kimya dalinda Nobel 6diilii verilmistir.
PCR amplifikasyonunun orijinal protokollerinde oligoniikleotit uzamasini katalizlemek
icin E. coli DNA polimeraz I'in Klenow fragmenti kullanilmistir. Ancak bu enzim
PCR’1in denaturasyon basamagi boyunca termal olarak inaktif durumda oldugundan
arastirmacilar amplifikasyonun her dongiistinde taze enzim c¢ozeltisini eklemek zorunda
kalmistir. Bu durum ozellikle bu teknigi otomatize hale getirmedeki tesebbiislerde ciddi
bir sinirlandirmaya neden olmustur. Klenow enziminin kullanilmasi1 kisa fragmentli
DNA dizilerinin (<200b¢) amplifikasyonunda iyi sonuclar verirken daha biiyiik

amplikonlar i¢in iyi sonuglar vermemektedir. Cogunlukla verimi diisiik olup elde edilen
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amplikonlar boyut bakimindan heterojenite gostermistir. Bu durumun biiyiik olasilikla
Klenow enziminin katalitik olarak aktif olmasi i¢in diisitk baglanma (annealing) ve
uzama (extension) sicakliginin  (37°C) gerekli olmasindan kaynaklandigi
disiiniilmiistir. PCR tekniginin erken zamanlarindaki diger ciddi bir sinirlama ise her
bir PCR dongiisii icin gereken 6zel sicaklikta orneklerin su banyolari ya da isitma

bloklar1 arasinda elle transfer edilmesi olmustur (Newton and Graham 1994).

Iki ciddi teknolojik ilerleme PCR’1 arastirma ve klinik laboratuvarlarda anahtar yontem
haline getirmistir; termostabil DNA polimerazlarin kullanilmasi ve PCR’in
otomasyonunu saglayan c¢ok cesitli basit termal cycler (termal dongiicii)lerin

gelistirilmesi.

Gilintimiizde 1s1 dongiilii cihazlar c¢ogu firmadan temin edilebilmektedir. Dongii
icerisindeki tiim ornek pozisyonlari icin tekrarlanabilir ve hatasiz 1s1 kontroliiyle birlikte
tamamen otomatik kullanimi saglayan kullanimi  kolay bilgisayar programlari
mevcuttur. PCR’da uygulanan 1s1 dongii profili Sekil 2.4’te gosterilmektedir. Basarili
bir PCR icin sicaklik dongiisii parametreleri kritik dneme sahiptir (Newton and Graham

1994).

DENATURASYON
94°C-97°C

SICAELIK

47°C-60°C
CiFT ZINCIR DNA,
25°%

Sekil 2.4 Ug basamakl1 tipik bir 1s1 dongii profili (www.genetiklab.com, 2008)
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Tipik bir PCR dongiisii 3 asamadan olugmaktadir: denaturasyon, primerlerin baglanmasi
(annealing) ve primerlerin uzamasi1 (extension). PCR’da sicaklik ve zamana bagh
parametreler ise asagida gosterildigi gibidir:

1) Denaturasyon

2) Primerlerin baglanmasi (annealing)

3) Primerlerin uzamasi (extension)

4) Dongii sayist

5) Dongiiniin siiresi

1) Denaturasyon: Ilk asamada DNA molekiiliiniin cift zincirli yapis1 yiiksek 1s1
yardimiyla birbirinden ayrilir (Sekil 2.5). Kalip DNA’nin baslangi¢ denaturasyon
sicakligt 95-100°C olup tiim genomik DNA’nmin tamamen denature olmasi igin
yeterlidir. Is1 diisiiriildiikten sonra primerler baglanir. DNA’nin termal hasar1 PCR
sirasinda artan bir niikleotit par¢alanmasina yol acar ve hatasiz bir sonug isteniyorsa
yiiksek sicakliklardan kaginilmalidir. PCR boyunca denaturasyonun 92-95°C arasinda
15-60 sn  kadar uygulanmasi1 yeterlidir (Newton and Graham 1994,

Ohttp://www.genetiklab.com, 208 ).

Hedef Dizi

Hedef Dizi

Sekil 2.5 Denaturasyon
(http://www.pharmaceutical-technology.com/projects/roche/roche7.html, 2008 )
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2) Primerlerin baglanmasi (Annealing): Denaturasyonu takiben daha diisiik 1silarda
oligoniikleotit primerler, ayrilmis olan tek zincirli DNA iizerinde kendi tamamlayicilart
olan bolgelere baglanirlar (Sekil 2.6). Bu olay cogunlukla 47°C- 60°C arasinda 30-60
sn’de gerceklestirilir (G/C oran1 yiiksek olan bolgelerde baglanma 1s1s1 68°C’ye kadar
arttirilabilir) (Newton and Graham 1994, http://www.genetiklab.com, 2008).

Hedef Dizi

5I

Hedef Dizi

Sekil 2.6 Baglanma (Annealing)
(http://www.pharmaceutical-technology.com/projects/roche/roche7.html, 2008)

3) Primer uzamasi (Extension): Son asamada 1s1 72°C’ye kadar artirllarak DNA
polimeraz enziminin komplementer (tamamlayici) DNA zincirini uzatmasi saglanir
(Sekil 2.7). Bu sicaklik Tag DNA polimeraz i¢in en uygun sicakliktir. Eger uzun diziye
sahip amplikonlar ¢ogaltilacaksa baglanma basamaginin siiresi artirilabilir. Fakat PCR
zamanlarinin 2 dk’ya kadar olmasi genellikle yeterlidir. Tiim iiriinlerin tamamen

uzadi@im1 garanti etmek amaciyla final dongiisiiniin uzama zamani daha uzun

tutulmaktadir (10 dk’ya kadar) (Newton and Graham 1994, http://www.genetiklab.com,
2008).
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Hedef Dizi

Sekil 2.7 Uzama (Extension)
(http://www.pharmaceutical-technology.com/projects/roche/roche7.html, 2008 )

4) Dongii sayisi: Genellikle 25-35 arasindadir. Artan dongii sayisiyla birlikte
istenmeyen triinlerin miktarlarinda artis gozlemlemek, fakat istenilen tiriinde hig¢ artis
gozlemleyememek olasidir. Bundan dolayr 40 dongiiden fazla olan reaksiyonlari

gormek alisilmis bir durum degildir.

5) Dongii siiresi: Termal dongiideki dongii siiresi bir sicakliktan digerine degisir ve

kullanilan ekipman tipine baglidir.

2.4.2 Enzim secimi

PCR i¢in termostabil DNA polimerazlarin kullanilmas:1 biiyiik bir teknolojik ilerleme
olup arastirma ve klinik laboratuvarlarda rutin olarak kullanilan bir teknik haline
gelmistir. Termostabil enzimler kullanilmadan 6nce E. coli DNA polimeraz I enziminin
Klenow fragmenti ve T4 DNA polimeraz enzimi gibi sicaklia stabil olmayan enzimler
kullanilmaktaydi. Bu enzimlerin taze cozeltilerinin her bir PCR dongiisiine eklenmesi
gerekiyordu. Buna karsin termostabil enzimler PCR reaksiyonunun ileri asamalarinda
reaksiyona eklenmesine gerek kalmaksizin sadece amplifikasyon yolunun basinda

eklenmektedir.
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DNA polimeraz enzimi, yeni komplementer ipligin sentezi i¢in orijinal ipliklerden birini
kalip olarak kullanarak deoksiriboniikleotit trifosfatlardan (ANTPs) uzun poliniikleotit
zincirinin sentezini katalizler. Polimerizasyon daima deoksiriboniikleotit trifosfatin 5’ o
fosfatindan biiyiiyen/sentezi yapilan DNA ipliginin 3’ hidroksil grubuna dogru oldugu
icin DNA sentezi daima 5°~*3’ yoniinde ilerler. Sentezde kullanilan dNTP’ler
(deoksiriboniikleotit trifosfatlar) deoksiadenozin trifosfat (1ATP), deoksisitidin trifosfat
(dCTP), deoksiguanozin trifosfat (dGTP) ve deoksitimidin trifosfat (dTTP)’tan

olusmaktadir.

2.4.2.1 Taqg DNA polimeraz

Thermus aquaticus (Tag)’tan elde edilen bu termostabil DNA polimeraz enzimi PCR’da
en yaygin olarak kullamilan enzimdir. Cetus Corporation Sirketi, Tag DNA polimeraz
enziminin dogal ve rekombinant formunun patentini almig ve PCR yonteminden dolay1
odiillendirilmistir. Ancak bir¢ok firma tarafindan 7ag DNA polimerazi temin etmek
miimkiindiir. Tag DNA polimeraz, 70- 80°C’de optimal uzama oranina (dakikada 35-
100 niikleotit) sahiptir (Newton and Graham 1994).

Tag DNA polimeraz 53’ ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir. Enzim, E.coli’de
klonlanabilir ve modifiye halinin ekspresyonu yapilabilir (Amplitaq®, Perkin-Elmer
Corp.). Amplitag®, Tag DNA polimerazla aym ozelliklere sahiptir. Ancak E. coli’de
(E. coli, Amplitag®’m ekspresyonu ve {iretilmesi i¢in kullanilmaktadir) bulunan
homolog DNA sekanslarin1 kapsayan bakteriyal hedeflerin PCR’1 yapilabileceginden
dolay1 Amplitaq® tercih edilmemektedir. Ayrica Amplitag®’in N ucundan 289
aminoasitlik kisminin delesyona ugramis modifiye versiyonu (Stoffel fragment)

bulunmaktadir (Newton and Graham 1994).
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2.4.2.2 Vent™ DNA polimeraz

Vent™ DNA polimeraz ilk defa Thermococcus litoralis adi verilen 98°C’nin iistiindeki
okyanus katmanlarinda yasayan termofilik bir arkebakteriden izole edilmistir. Enzim

3’5’ ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir (Newton and Graham 1994).

2.4.2.3 Pfu DNA polimeraz

Bu polimeraz denizlerde yasayan hipertermofilik bir arkebakteri olan Pyrococcus
furiosis (Pfu)’den izole edilmistir. 3’5’ proofreading ( okudugu hatalar1 diizeltme)

ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir (Newton and Graham 1994).

2.4.2.4 Tth DNA polimeraz

Thermus thermophilus (Tth)’dan bes DNA polimeraz izole edilmistir ve bunlardan
ikisinin PCR i¢in verimli oldugu bulunmustur. Rekombinant 7th DNA polimeraz, T.
thermophilus’taki DNA polimeraz geninin modifiye bir formunun E. coli’de
ekspresyonunun yapilmasiyla elde edilen termostabil bir polimerazdir. 5—3’

ekzoniikleaz aktivitesi vardir (Newton and Graham 1994).

2.4.2.5 UITma"™ DNA polimeraz

UITma™ DNA polimeraz, Thermotoga maritima DNA polimeraz geninin modifiye
edilmis rekombinant formundan elde edilen bir enzimdir. 7. maritima (Tma),
hipertermofilik, Gr~ 6bakteridir ve ilk defa Italya’nin jeotermal deniz katmanlarindan
izole edilmistir. Tma, dogal olarak 90°C’nin istiindeki sicakliklarda yasar. Bu
polimeraz enzimi 3’5’ ekzoniikleaz proofreading aktivitesine sahiptir (Newton and

Graham 1994).
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2.5 Diger PCR Bilesenleri

2.5.1 Deoksiniikleotit trifosfatlar (dANTPs)

Yiiksek safliktaki dNTP’ler her bir niikleotit i¢in ayr1 ayr1 stok solusyonlar halinde ya

da 4 niikleotit karisimi olacak sekilde birka¢ firmadan temin edilebilir. Giiniimiizde

cogu stok solusyonlar NaOH ile pH = 7,5’e ayarlanmis durumdadir dNTP’lerin en

uygun konsantrasyonu ,

1.

A

MgCl, konsantrasyonuna,
Reaksiyon siiresine,

Primer konsantrasyonuna,
Cogalan iiriinlerin uzunluguna,

Dongii sayisina baghdir.

PCR’1in optimizasyonu icin en iyi dNTP konsantrasyonunun Onceden asagi yukari

belirlenmesi gerekir (Newton and Graham 1994).

2.5.2 Tamponlar ve MgCl,

PCR icin birka¢ tampon bulunmaktadir. Tag DNA polimeraz ile en yaygin olarak

kullanilan tamponun 10 kat konsantre formu asagida adi gegen komponentleri

icermektedir ve bu maddeler kullanilmadan 6nce 1:10 (V/ V) oraninda seyreltilmelidir:

100 mM Tris- HCI, pH= 8,3 (oda sicakliginda)
500 mM KCl

15 mM MgCl,

% 0,1 (w/v) jelatin

Diger termostabil polimerazlarla kullanilan tampon igerikleri farkli olabilir, ancak

genellikle ¢cogu firma s6z konusu enzimlerin kullanimi i¢in 10x tampon saglamaktadir.

Final reaksiyon karisiminda MgCl, konsantrasyonu degisiklik gosterebilir; uygun
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MgCl, konsantrasyonu aralig1 genellikle 0,5- 5,0 mM’dir. ANTP baglanmasi i¢in gerekli
olan Mg* iyonlart dNTP’lerle ¢oziinebilir bir form olusturur. Ayrica Mg** iyonlari
polimeraz aktivitesini uyarirlar ve ¢ift iplikli DNA’nin erime sicaklif ile primer/ 6rnek
etkilesimlerini artinrlar. MgCl, konsantrasyonu PCR’1n spesifikligi ve verimi {izerinde
onemli rol oynar. Genellikle 1,0- 1,5 mM degerindeki MgCl, konsantrasyonlar1 en
uygun olanlardir, fakat bazi durumlarda farkli miktarlardaki Mg** konsantrasyonunun
denenmesi gerekebilir. Genellikle yetersiz Mg+2 konsantrasyonu iriin miktarinda
diisiiklige neden olabilir ve spesifik olmayan iiriinlerin birikimiyle sonuglanabilir

(Newton and Graham 1994).

2.5.3 Kalip DNA

Kalip DNA genellikle arastirmacilar ve klinisyenler tarafindan saglanmaktadir. Ancak
fazla miktarda genomik DNA, genomik kiitiiphaneler (lambda, kosmid ya da YAC

vektorleri) ve cDNA kiitiiphanelerinden ticari yollarla elde edilebilir.

2.6 PCR inhibitorleri ve Aktivatorleri (Enhancerler)

PCR, cok farkli maddelerle inhibe ya da aktive edilebilir. PCR inhibisyonuna pek ¢ok
madde neden olabilir. Burada sadece PCR calismalarinda siklikla karsilasilanlar iizerine
odaklamilmistir. Bu faktorler biyolojik 6rneklerin, DNA’y1 ekstrakte etmede kullanilan
metotlarin ve ayiraclarin dogasindan kaynaklanabilir. PCR i¢in hayvan dokularindan
viicut sivilarina, bakteriyal drneklerden adli, arkeolojik materyallere ve bitki dokularina
kadar cok farkli tipte biyolojik 6rnekler kullanilmaktadir. insan DNA’s1 tipik olarak
periferal kan hiicrelerinden, iirik, fekal drneklerden, hiicre siiriintiilerinden (smear), sac
koklerinden, semenden, serebrospinal sividan, biyopsi materyalinden, amniyotik
sividan, plasenta ve koryonik villuslardan elde edilmektedir. Bu kaynaklara ilaveten
DNA bazi hayvanlarda kuyruk kisimlarindan ve kuslarda tiily koklerinden ekstrakte
edilebilir. Bunlarin ¢ogu tespit edilmemis inhibitér maddeler icermektedir ve PCR
inhibisyonunun olusmamasi icin gerekli olan kontroller yapilmalidir (Newton and

Graham 1994).
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DNA ekstraksiyon metotlar1 farkli biyolojik 6rnek gruplari i¢in oldukga farkli olabilir
ve bu durum ektraksiyon prosediiriinde farkli inhibitér ajanlarin iistesinden gelmede
zorluklara neden olabilir. Farkli kaynaklardan DNA ‘nin ekstraksiyonunda rutin olarak
hiicre lizisi ve denaturasyonu i¢in deterjanlar kullanilir. Siklikla noniyonik deterjanlar
(Triton X100, Tween 20, Nonidet P40) kullanilir ve bu deterjanlarin %5’e kadar olan
konsantrasyonlar genellikle PCR’1 inhibe etmez. Diger yonden, sodyum dodesil siilfat
(SDS) gibi iyonik deterjanlarin sadece oldukca diisiik konsantrasyonlari tolere edilebilir.
Bu nedenle PCR’dan 6nce fenol ekstraksiyonu ve DNA’nin etanol presipitasyonu ile
SDS uzaklastirilmalidir. SDS’in diisiik konsantrasyonlariin (0,01 gibi) inhibitor etkileri

mevcut noniyonik deterjanlarin kullanilmasiyla onlenebilir (Newton and Graham 1994).

Cogu deterjan ekstraksiyon prosediirii proteinaz K varliginda uygulanmir. Tag DNA
polimeraz, proteaz kesimlemesine duyarlidir ve bu nedenle proteinaz K ortamdan
uzaklagtinlmali ya da inaktive edilmelidir. 95°C’deki termal denaturasyon bunu
basarmak i¢in yeterli olmaktadir. Genellikle fenol ekstraksiyonuyla sicaklik muamelesi

de proteinaz K’y1 denature etmek icin yeterlidir (Newton and Graham 1994).

PCR’1n verimliligini ve spesifikligini artirmak i¢in reaksiyona bazi maddeler eklendigi
kaydedilmistir (Dimetilsiilfoksit, formamid, tetrametil amonyum bromid, Tween® 20
gibi). Ancak olas1 pek c¢ok aciklama ileri siiriilmesine ragmen bu maddelerin
reaksiyondaki rolii belirlenememistir. Biitiin bu maddelerin baglica dezavantaji tek

baglarina PCR’1n basarisini garanti edememesidir (Newton and Graham 1994).

2.7 Genetik Marker (Belirtec) Nedir?

Bir bireyi ya da ona ait karakteristik bir 6zelligi deneysel olarak belirleyici kilan bir
allel, jeldeki bir bant ya da bir 6zellik genetik marker olarak tanimlanabilir. Genetik
markerler bir bireyin genotip ve/veya fenotipinin diger bireylerin genotip ve/veya
fenotipinden ayirt edilmesini saglayan ozelliklerini belirlerler. Morfolojik markerler,

protein markerleri ve DNA markerleri genetik markerleri olusturur.
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2.7.1 Genetik marker tipleri

1) Morfolojik Markerler: Tek bir lokus tarafindan kontrol edilen morfolojik 6zellikler,
eger bulunduklan ¢evrede ekspresyonlar1 tekrarlaniyorsa birer genetik marker olarak
kullanilabilir. Sayilarinin az olusu yaninda ¢evreden ve diger lokuslardan etkilenmeleri

nedeniyle fazla kullanilmamaktadirlar (Yesbek 2005).

Cogunlukla dominant 6zelliktedirler; yani sadece dominant fenotipi (AA ve Aa) resesif
fenotipten ayirabilirler. Heterozigot dominant fenotipi (Aa), homozigot fenotipten (AA)

ayiramazlar. Avantajlar1 analizlerinin kolay olmasidir (Yesbek 2005).

2) Protein Markerler: Proteinlerin ve enzimlerin (6rnegin; izoenzimler, alloenzimler)
elektroforez ile jelde kosmasi araciligiyla elde edilirler. izoenzim; farkli genler
tarafindan {retilen; ancak birbirine ¢ok benzeyen protein formlarimi ifade eder
Populasyonlar aras1 tammlama yapmak, biyosistematik analizlere yardimci olmak,
tirlerin filogenetik iliskilerini ortaya ¢ikarmak, genetik cesitlilik hakkindaki bilgileri
arttirarak evrime destek saglamak konularinda yardimeri olurlar. DNA’nin ii¢iincii kusak
kopyasi olduklarindan genetik bilgilere ¢cok yakindir. Bu yiizden protein markerlerinin
kullanimi, genotipler arasi farklarin gosterilmesinde oldukca giiclii ve ucuza malolan

tekniklerdir (Sammour 1991).

Allozim ise aym genin farkli protein formlarim ifade etmektedir. Allozim markerleri
Mendel kalitmi ve kodominant ekspresyon gosterirler. Ayrica allozim analizi oldukga
hizli ve ucuzdur. Ancak sadece kodlamasi yapilan ve soluble proteinlerin teshis
edilebilmesi, az sayidaki markerin kullanilmasimmin genomun biiyiik kisimlarimin
incelenmesinde yetersiz kalmasi, dokular ya da gelisim asamalar1 sirasinda nadiren
meydana gelen farkliliklar ve deneysel metotlarin laboratuvardan laboratuvara
standardize edilmesindeki zorluklar allozim analizini siirlandirmaktadir (Lee et al.

2002).
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3) DNA Markerleri: Farkli genotiplere ait farkli niikleotit dizilisindeki farklilig: degisik
sekillerde ortaya koyan markerlerdir. DNA markerleri ile yapilan caligmalar protein
markerlere ve morfolojik 6zelliklere gore yapilan calismalardan daha kesin sonuglara
ulagilmasim saglar. Bunun sebebi; morfolojik 6zelliklerin ve protein markerlerinin
cevresel faktorlerden etkilenmeleri, sayica az oluglar1 ve farkli gelisim evrelerinde
farkliliklar gostermeleridir. DNA markerleri ise cevre sartlarindan etkilenmezler,
gelisimin herhangi bir devresinde yapilabilir ve iistelik biitiin genom boyunca sinirsiz
sayida var olma potansiyeline sahiptirler. Ayrica DNA'y1 elde etmek i¢in az miktarda
doku yeterli olmaktadirlar. Bu markerler kullanilarak genetik varyasyon arastirilabilir.
Tiirlerin taksonomik tanimlamasi yapilip, filogenetik iligkileri ortaya konabilir (Lowe et
al. 1996). Soyagaci analizlerinde, baglanti haritalamalarinda ve seleksiyon
programlarinda kullanilabilir. DNA polimorfizmi, klasik morfolojik veya biyokimyasal
markerlerden daha fazladir. Bu markerler kullanilarak ¢aprazlamalar olduk¢a zor olan

tiirlerin kromozom haritalamalan yapilabilir.

Genetik analizlerde kullanabilmek i¢in, kullamgli 6zellikte olan c¢ok sayida teknik
bulunmaktadir. Ik molekiiler marker kusagi olan RFLP (restriksiyon parca uzunluk
polimorfizmi) DNA- DNA hibridizasyon temeline dayanan, yavas ve yiiksek maliyetli
bir tekniktir. DNA fragmentlerinin ¢ogaltilmasim saglayan PCR yontemine dayanan
ikinci kugsak molekiiler markerlerinin olusturulmasi saglanmistir. Yaygin olarak
kullanilan PCR temelli teknikler AFLP, STR (SSR), RFLP, ISSR ve RAPD’dir (Yesbek
2005).

a) AFLP (Amplified Restriction Fragment Length Polymorphism): Cogaltilmis parca
uzunluk polimorfizmi de denilen bu teknik PCR ve RFLP tekniklerinin temel
prensiplerine dayanir (Vos et al. 1995). A ve B bireylerine ait iki DNA parcasinin
arasidaki herhangi bir farklilik bu teknik ile belirlenebilir.

b) STR (Short Tandem Repeat): Kisa dizi tekrarlart SSR (Simple Strand Repeat: basit
dizi tekrarlar1) ya da mikrosatellitler olarak da adlandirilmaktadir. Mantar, bitki, hayvan

ve insan genomu gibi Okaryot genomlar boyunca ardisik olarak tekrarlanan, 2-6

25



niikleotitlik, yiiksek varyasyona sahip DNA dizileridir. Mikrosatellitler; tekli, iiclii ve
dortlii tekrar gruplan icermektedir. Bu gruplar (AT),, (GT) », (ATT) , veya (GACA),
seklinde gosterilmekte ve n ardigik tekrar sayisini belirtmektedir. STR’ler haritalama ve
genotiplemede c¢ok iyi calismistir. Kodominant olmalar1 ve PCR kolayligina sahip

olmalar1 da kullanim oranlarini artirmaktadir (Yesbek 2005).

c) RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism): Restriksiyon Par¢a Uzunluk
Polimorfizmi olarak bilinir. Bir tiiriin iki veya daha fazla bireyine ait genomik
DNA’smin, spesifik restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek olusturulmus DNA
parcalarinin  uzunluklar1 arasindaki degiskenliklerdir (Yesbek 2005). RFLP’ler
filogenetik agaglarin kurulmasinda, 6zellikle baglanti kurmada ve genomik haritalar

gelistirmede yaygin olarak kullanilmistir (Arslan 2004).

d) ISSR ( Inter- Simple Sequence Repeat Amplification): Basit ara dizi tekrarlar1 olarak
da bilinir. ISSR marker sistemi mikrosatellit lokuslari arasindaki polimorfizmin

belirlenmesini saglar (Li-Wang et al. 2008).

e) RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA): Rastgele cogaltilmis polimorfik
DNA olarak da bilinir. RAPD yontemi, tek, kisa ve rastgele oligoniikleotid primerler
kullanarak DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi esasina dayanir. Bu yontem duyarli, hizli ve
cok sayidaki 6rnege uygulanabilen bir tekniktir. Bu primerler genetik isaretleyici olarak
ve Ozgiin niikleotid dizi bilgilerine gerek duymadan polimorfizmi belirlemede

kullanilabilir (Babaoglu vd. 2004).

2.8 RAPD- PCR

RAPD- PCR; rastgele niikleotit dizisine sahip kisa (10 niikleotit) oligoniikleotit
primerleri ve PCR prosediirleri kullanilarak herhangi bir DNA parcasim cogaltan

yontemdir. Aslinda izoenzim ve RFLP analizlerine alternatif olarak gelistirilmistir.

RAPD, RFLP markerlerine degerli bir alternatif sunar (Waugh and Powell 1992).
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RAPD polimorfizmi, hedef DNA dizisindeki primer baglanma bolgesinin degismesiyle
ortaya cikar. Tek bir primer kullanilir ve bu primerler ile uygun termostabil DNA
polimerazin varliginda sentez gercekleslestirilir. PCR f{iriinleri agaroz jel ya da

poliakrilamid jel elektroforezi ile birbirinden ayrilir (Yesbek 2005).

Bu yontemin avantajlarnn arasinda, cabuk sonu¢ vermesi, ucuz olmasi, az is giicii
gerektirmesi ve az miktarda DNA’ya ihtiya¢c duymasi gelmektedir. RAPD markerleri
dominant markerlerdir. Bireyler arasindaki polimorfizm belirli bantlarin varligr ya da
yokluguna bakilarak tespit edilir. Polimorfizm oram yiiksektir. Otomasyona uygundur.
Giivenirliliginin ve tekrarlanabilirliginin sinirli olmasi ve dominant olarak kalitilan bir

marker olmasi1 dezavantajlaridir (Yesbek 2005).

RAPD- PCR populasyon i¢i polimorfizm ve ayrilma, populasyon tarihi ve cografyasi,
allopatrik tiir ve populasyon sinirlarindaki hibridizasyon, yabani ve evcil formlar
arasindaki iligkilerin arastirilmasi c¢aligsmalarinda, tiir, alttiir ve populasyonlarin izole
olmasina neden olan kriterlerin ve bu kriterlerle ilgili problemlerin belirlenmesinde
(Grechko 2002), polimorfizmin elde edilmesiyle genetik haritalarin ve parmak izinin
yapilmasinda (Newton and Graham 1994) kullanilabilir. Bu teknikle, genom boyunca
dagilan birbirinden bagimsiz bir¢ok lokus incelenebilir. Cogu durumda RAPD
markerleri birbiriyle yakin iligkili tiirlerdeki gizli genetik varyasyonu tespit

edebilmektedir (Spiridonova et al. 2005).

Ayrica populasyon genetigi ve filogenilerin insa edilmesinde kullanilabilir. Ama
filogenetik baglamda kullanilmas1 genis Ol¢iide kabul gdrmemektedir. Bazi yazarlar
(Borowsky et al. 1995) RAPD markerlerinin yeterli miktarda filogenetik bilgiyi
icerdigini, ancak bu markerlerden filogeni bilgisinin ¢ikarilmasinin kolay olmadigim ve
elde edilen verilerin yorumlanmasinin ¢ogu durumda zor oldugunu ileri siirmektedir.
Bundan baska Heun and Helentjaris (1993) RAPD markerlerindeki mevcut
varyasyonlarin tamima bolgesindeki nokta mutasyonlardan degil de daha cok PCR
rriinleri ve primerler arasindaki rekabetten kaynaklanabilecegini ileri siirmektedir

(Landry and Lapointe 1996).
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Grechko (2002) ise, RAPD markerleriyle elde edilen sonuglarin dogrulugundan siiphe

duyulmasim artifakt bantlarin varligmma baglamistir. Bu nedenle RAPD verilerinin

degerlendirilmesinde dikkatli diisiinmenin gerekli oldugunu gosteren bakis agilart

asagida yer almaktadir:

1)

2)

3)

Aym biiyiikliikteki fragmentler farkli lokuslardan transkribe olmus olabilir ya da
tam tersine farkli biiylikliikteki fragmentler aslinda homolog lokuslara isaret
ediyor olabilir.

Ortolog fragmentler hibridizasyon ile belirlenebilir ancak pek cok calismada
dogrulanamaz. Kiiciik agaroz jellerdeki zayif bant ¢oziiniirliigii bir banttaki
ortolog olmayan fragmentlerin lokasyonuna karsilik gelebilir.

Primer ya da PCR iiriiniindeki sekonder yap1 konformasyonu nedeniyle artifakt
bantlarin goriilmesi engellenemez. Bu durum farkli dizilere sahip esit
biytiklitkteki fragmentleri iceren bir bandin gézlemlenmesiyle dogrulanmistir.
Bazi arastiricilar bunun nedenini ilk olarak artifakt bantlarin goriilmesinin DNA
ve primerin Ozelliklerinden kaynaklandigini belirtmislerdir. Bu nedenle uygun
metotlar kullanilarak kontrol edilmelidir. Ikinci olarak, kopyalanan DNA’nin
kismen transkribe olmus dizisinin sekonder yapi formasyonu ve denaturasyon/
renaturasyon esnasinda tek DNA zincirleri arasindaki rastgele etkilesimler, bir
alandaki bir primerle birlik olusturan bolgelerin varligi artifakt fragmentleri
olusturabilir bu nedenle deneyin tekrarlanmasiyla aymi sonuglar elde
edilemeyebilir. Uygun primerlerin se¢ilmesiyle deney tekrarlanabilir ve yanlis
bant hesaplamalarinin iistesinden gelinebilir. Ancak, diger yonden bu prosesler
olast degilse bunlarin s6zkonusu DNA’nin spesifik 6zelliklerini yansittig

diisiiniiliir ve anlamli karakterler olarak sayilabilir (Grechko 2002).

Grechko (2002), RAPD markerlerinin molekiiler genetigin kullanish bir aracit olmay1

siirdiirdiiglinii ancak RAPD verilerinin daha dikkatli ele alinmasi ve yorumlanmasi

gerektigini ileri stirmiistiir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu calisma Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii Omurgali Hayvan Sistematigi
laboratuvarinda yiiriitiildii. Tiirkiye’deki yedi lokaliteden toplanan 40 Glis glis,
Trakya’dan bir lokaliteye ait iic Mus macedonicus, bir lokaliteye ait iki Dryomys
nitedula ve yine bir lokaliteye ait bir Dryomys laniger d6rnegi bu calismada kullanilda.
Bu canli ornekler laboratuvarda uygun kosullarda tahnit edilip kas, karaciger, kalp,
bobrek dokular alindi. Orneklere ait dokular -86°C’de, postlar ise Ankara Universitesi
Biyoloji Boliimii Miizesi’'nde muhafaza altina alindi. Calismada G. glis’le aym
familyada yer alan D. nitedula ve D. laniger ile Muridae familyasindan M. macedonicus
dis grup olarak kullamildi. Cesitli bolgelerden toplanan Glis glis ornekleri Cizelge
3.1’de, kullanilan dis gruplar Cizelge 3.2°de, drneklerin toplandig: lokaliteleri gosteren
harita Sekil 3.1’de verilmektedir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan Glis glis orneklerinin laboratuvar kayit numaralar1 ve
orneklerin toplandig bolgeler

Sira No | Kayit No Tiir Ismi Lokalite

1 5140 Glis glis Istranca Ormani- KIRKLARELI
2 5141 Glis glis Istranca Ormani- KIRKLARELI
3 5142 Glis glis Istranca Ormani- KIRKLARELI
4 5143 Glis glis Istranca Ormani- KIRKLARELI
5 5144 Glis glis Istranca Ormani- KIRKLARELI
6 5145 Glis glis Istranca Ormani- KIRKLARELI
7 5146 Glis glis Istranca Ormani- KIRKLARELI
8 5147 Glis glis Istranca Ormani- KIRKLARELI
9 5148 Glis glis Istranca Ormani- KIRKLARELI
10 5149 Glis glis Istranca Ormani- KIRKLARELI
11 5468 Glis glis Derekoy- KIRKLARELI

12 5469 Glis glis Derekdy- KIRKLARELI

13 5474 Glis glis Derekdy- KIRKLARELI

14 5480 Glis glis Derekdy- KIRKLARELI
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan Glis glis orneklerinin laboratuvar kayit numaralar1 ve
orneklerin toplandigi bolgeler (devami)

15 5482 Glis glis Derekoy- KIRKLARELI
16 5483 Glis glis Derekdy- KIRKLARELI
17 3852 Glis glis Derekdy- KIRKLARELI
18 5613 Glis glis EDIRNE

19 5241 Glis glis ZONGULDAK

20 5242 Glis glis ZONGULDAK

21 5243 Glis glis ZONGULDAK

22 5244 Glis glis ZONGULDAK

23 5319 Glis glis Unye-ORDU

24 5320 Glis glis Unye-ORDU

25 5321 Glis glis Unye-ORDU

26 5351 Glis glis Unye-ORDU

27 5305 Glis glis Gorele-GIRESUN

28 2326 Glis glis Macka- TRABZON

29 5133 Glis glis Macka - TRABZON

30 5135 Glis glis Macka - TRABZON

31 5139 Glis glis Macka - TRABZON

32 5329 Glis glis Cayeli- RIZE

33 5346 Glis glis Cayeli- RIZE

34 5356 Glis glis Cayeli- RIZE

35 5715 Glis glis Ikizdere- RIZE

36 5376 Glis glis Borgka- ARTVIN

37 5428 Glis glis Borgka- ARTVIN

38 5708 Glis glis Savsat- ARTVIN

39 5709 Glis glis Savsat- ARTVIN

40 5284 Glis glis Posof- ARDAHAN
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Cizelge 3.2 Calismada dis grup olarak kullanilan tiirlerin laboratuvar kayit numaralar
ve orneklerin toplandig bolgeler

SiraNo | Kayit No Tiir Ismi Bolge

1 5400 Dryomys nitedula Camlihemsin- RIZE
2 5404 Dryomys nitedula Camlihemsin- RIZE
3 5631 Dryomys laniger Elmali- ANTALYA
4 5460 Mus macedonicus EDIRNE

5 5462 Mus macedonicus EDIRNE

6 5466 Mus macedonicus EDIRNE

B Dryomys Irmlger I
A Mus mm:edmucrw

Sekil 3.1 Glis, Dryomys ve Mus Orneklerinin toplandigi bolgelerin harita tizerinde
gosterimi

1-12: Glis glis (1:Istranca Ormany/ Kirklareli, 2: Derekoy/ Kirklareli, 3: Edirne, 4: Zonguldak, 5: Unye/
Ordu, 6: Gorele/ Giresun, 7:Macka/ Trabzon, 8: Cayeli/ Rize, 9: Ikizdere/ Rize, 10: Bor¢ka/ Artvin, 11:
Savsat/ Artvin, 12: Posof/ Ardahan), 13: Dryomys nitedula (Camlihemsin/ Rize), 14: Dryomys laniger
(Elmali/ Antalya), 15: Mus macedonicus (Edirne)
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3.2 Yontem

Ependorf tiiplere konularak -86°C’de saklanan 40 Glis 6rneginin 39’unun bobrek ve
birinin karaciger dokusu DNA izolasyonunda kullanildi. Tiim dokular izole edildikten
sonra RAPD-PCR yontemi ile amplifiye edilen DNA Ornekleri, agaroz jel

elektroforezinde kosturuldu.

3.3 DNA izolasyonu

On bes populasyondan alman G. glis, D. nitedula, D. laniger ve M. macedonicus
orneklerinin bobrek ve karaciger dokusundan DNA izole edildi. Bu islemde daha
onceden Doyle and Doyle (1991) ile Padmalatha and Prasad (2006)’1n DNA izolasyon
metodunun kombine edilmesiyle ve uyarlanmasiyla elde edilen CTAB DNA izolasyonu

kullanildi. Yontem asagida belirtildigi gibi sirasiyla uygulandi:

Kiiciik parcalara ayrilan doku 6rnekleri ependorf tiipiine konulduktan sonra iizerine 300
pul CTAB (Kloroform, Tris-HCI, EDTA, NaCl) tamponu eklenip miimkiin oldugu kadar
homojen bir siv1 elde edinceye kadar tek kullanimlik havaneli ile ezildi. Homojenata
sirasiyla 300 pul CTAB ve 50 pl BME (B-Merkapto etanol) eklenip ependorf tiipii hafifce
kanistirlldi. Karistm 65°C’lik su banyosunda 1 saat inkiibe edildi. 500 pl C: TAA
(Kloroform: izoamil alkol) (24:1) ilave edilip karisim siite benzer bir kivama gelinceye
kadar hafifce karistirldi. 13.000 rpm’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
edilen dokularin icinde oldugu ependorf tiipleri, aym egik acida olacak sekilde buza
yerlestirildi. DNA {istteki siv1 tabakada olacagindan iist faz pipetle cekilerek ayr1 bir
ependorf tiipiine konuldu. 500 pl -20°C’de sogutulmus izopropanol tiiplere eklendi ve
yavasca karistirildiktan sonra -80°C’de 30 dk bekletildi. Daha sonra 13000 rpm’de
+4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant alindiktan sonra kalan pellet 2 kere
%701k, 1 kere de %100’liik etil alkol ile yikandi. Ependorf tiipiindeki pelletler laminar
flow kabinde en az 1 saat kurumaya birakildi. Kuruyan DNA’nin iizerine 200 pl TE
(Tris-EDTA) tamponu ilave edilerek DNA’nin ¢oziinmesi saglandi. Elde edilen DNA

ornekleri -20°C’de muhafaza edildi.
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[zolasyonda kullanilan ¢ozeltiler:

CTAB Buffer
CTAB :2gr
Tris-HCl : 1 M

pH: 8.0

EDTA :0.5M pH: 8.0

NaCl 5SM
TE Buffer pH: 8.0

Tris Base ¢ozeltisi (1IM) : 1 ml

EDTA (0,5 M)

Tris Base
EDTA
NaCl

:20 ul

: 1M pH: 8.0
:0.5M pH: 8.0
:5M

3.4 DNA Miktarimin Belirlenmesi

Izole edilen DNA 6rneklerinin spektrofotometre (Agilent 2100 Bioanalyser NanoDrop

ND-1000 Spectrophotometer) ile dl¢iimii yapildi. Bu 6l¢ciimden alinan DNA miktar1 ve

safligi sonucglarinin tamami Cizelge 3.3-3.4’de verilmektedir. Dokulardan izole edilen

DNA miktarlart 337,96 ng/ul ile 3609,34 ng/pl arasinda degistigi saptandi. DNA

ornekleri calisma boyunca -20°C’de saklandi.

Cizelge 3.3 Calismada kullanllan G. glis’ten elde edilen

spektrofotometre ile 6l¢iim sonuglart

DNA Orneklerinin

Sira No | Kayit No | Lokalite ng/ pl * 260/ 280 **
1 5140 Istranca Ormani- KIRKLARELI 872,48 2,04
2 5141 Istranca Ormani- KIRKLARELI 337,96 2,12
3 5142 Istranca Ormani- KIRKLARELI 1028,31 2,05
4 5143 Istranca Ormani- KIRKLARELI 1466,39 1,93
5 5144 Istranca Ormani- KIRKLARELI 369,11 2,11
6 5145 Istranca Ormani- KIRKLARELI 888,54 2,01
7 5146 Istranca Ormanmi- KIRKLARELI | 644,06 2,07
8 5147 Istranca Ormani- KIRKLARELI 469,00 2,10
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Cizelge 3.3 Calismada kullanilan G. glis’ten elde edilen DNA Orneklerinin
spektrofotometre ile 6lciim sonuglari (devami)

9 5148 Istranca Ormani- KIRKLARELI 909,98 1,96
10 5149 Istranca Ormani- KIRKLARELI 931,05 2,01
11 5468 Derekoy- KIRKLARELI 515,21 2,04
12 5469 Derekdy- KIRKLARELI 2364,58 2,04
13 5474 Derekoy- KIRKLARELI 1538,37 2,03
14 5480 Derekoy- KIRKLARELI 450,67 2,08
15 5482 Derekoy- KIRKLARELI 905,99 2,00
16 5483 Derekdy- KIRKLARELI 1173,90 2,02
17 3852 Derekoy- KIRKLARELI 1329,44 1,97
18 5613 EDIRNE 2066,68 1,96
19 5241 ZONGULDAK 576,09 1,99
20 5242 ZONGULDAK 773,51 1,93
21 5243 ZONGULDAK 1027,62 1,95
22 5244 ZONGULDAK 1173,79 1,91
23 5319 Unye-ORDU 1282,31 1,93
24 5320 Unye-ORDU 985,17 1,97
25 5321 Unye-ORDU 1129,38 1,89
26 5351 Unye-ORDU 700,25 1,89
27 5305 Gorele-GIRESUN 1660,83 1,96
28 2326 Magka- TRABZON 1672,28 1,96
29 5133 Magka - TRABZON 979,79 2,00
30 5135 Macka- TRABZON 773,05 1,97
31 5139 Macka - TRABZON 924,39 2,05
32 5329 Cayeli- RIZE 1112,60 1,89
33 5346 Cayeli- RIZE 1655,24 1,99
34 5356 Cayeli- RIZE 1189,46 1,98
35 5715 Ikizdere- RIZE 1561,10 1,98
36 5376 Borcka- ARTVIN 2095,70 2,01
37 5428 Borgka- ARTVIN 672,17 1,96
38 5708 Savsat- ARTVIN 3609,34 2,02
39 5709 Savsat- ARTVIN 1255,90 1,94
40 5284 Posof- ARDAHAN 1020,63 1,92
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Cizelge 3.4 Calismada dis grup olarak kullanilan Dryomys nitedula, Dryomys laniger ve
Mus macedonicus’dan elde edilen DNA orneklerinin spektrofotometre ile
Ol¢ciim sonuglart

Sira No | Kayit No | Tir Adi Lokalite ng/ pl * | 260/ 280 **
1 5400 D. nitedula | Camlihemsin- RIZE 563,38 | 2,02
2 5404 D. nitedula | Camlihemsin- RIZE 493,57 | 2,04
3 5631 D. laniger | Elmali- ANTALYA 630,61 | 1,99
4 5460 Mus EDIRNE 729,42 | 1,99
5 5462 Mus EDIRNE 728,73 | 2,00
6 5466 Mus EDIRNE 978,18 | 2,01

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

3.5 RAPD Primerleri

Calismada kullanilan RAPD primerleri, rastgele secilmis 10 bazlik primerlerdir.
Arastirmada kullanilan 20 primer; OPA, OPB ve OPD serisi primerleridir (Thermo
Electron). Primerler G+C igerigi %60-70 olacak sekilde secildi. Caligmadaki 40
Ornegin tamamu asagidaki cizelgede baz dizileri verilen primerler ile tarandi (Cizelge

3.5).
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Cizelge 3.5 Calismada kullanilan primerler ve baz dizileri

Primer Sekans

OPA-01 5’-CAGGCCCTTC-3
OPA-02 5’- TGC CGA GCT G- 3’
OPA-03 5’-AGT CAGCCAC-3
OPA-04 5’- AAT CGG GCT G- 3’
OPA-05 5’- AGG GGT CTITG- 3’
OPA-06 5’-GTT CCC TGA C- 3’
OPA-07 5’- GAA ACG GGT G- 3
OPA-08 5’-GTG ACG TAG G- 3
OPB-01 5’- GTT TCG CTC C- 3
OPB-02 5’- TGA TCC CTG G- 3’
OPB-03 5’-CAT CCC CCT G- 3
OPB-04 5’- GGA CTG GAG T- 3’
OPB-05 5’-TGC GCCCTT C-3’
OPB-06 5’-TGC TCT GCC C- 3’
OPD-01 5’- ACC GCG AAG G- 3
OPD-02 5’-GGA CCC AACC-3
OPD-03 5’- GTC GCC GTC A- 3’
OPD-04 5’- TCT GGT GAG G- 3’
OPD-05 5’- TGA GCG GAC A- 3’
OPD-06 5’- ACC TGA ACG G- 3
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3.6 RAPD-PCR Amplifikasyonu ve Optimizasyonu

Bu calisgmada PCR amplifikasyonunda daha 6nceden Kaya and Neale (1995) (Cizelge
3.6) tarafindan uygulanan PCR dongii programinin, bazi degisikliklerle laboratuvar
kosullarina uyarlanan sekli kullanildi. Calismada kullanilan PCR dongii programi

Cizelge 3.7’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.6 Kaya and Neale (1995) tarafindan uygulanan PCR dongii programi

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

Cizelge 3.7 Bu calismada kullanilan PCR dongii programi

Basamak Sicakhik Siire Dongii Sayisi
On Denaturasyon 95°C 1 dakika 1
Denaturasyon 94°C 1 dakika
Baglanma 36°C 2 dakika
Uzama 72°C 2 dakika 45
Son Uzama 72°C 15 dakika 1

PCR optimizasyonu icin herhangi bir yontem denenmemis olup laboratuvarda daha
onceden optimize edilmis olan yontem kullanildi. Bu calisma i¢in daha dnce optimize
edilen yontemdeki reaksiyon karisimi asagida belirtilen miktarlarda aynen uygulanda.
Calismada kullanilan reaksiyon karigimi; 1pl DNA 6rnegi; 2.5ul tampon (Fermentas,
Ukrayna); 0.3pl (100 {iinite) Tag DNA Polimeraz (Fermentas, Ukrayna); 4l
deoksiniikleotit trifosfat karisimi (herbir niikleotitten 200uM); 1.5ul 2mM MgCly; 1l
(1pmol) primer (Operon Technologies, USA) den olugmaktadir.
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3.7 Agaroz Jel Elektroforezi

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

3.8 Jellerin Yorumlanmasi

Amplifikasyon iiriinleri gorsel olarak degerlendirildi. Tiim bantlar degerlendirmeye
alimmigtir. RAPD bantlarmin biiyiikligiinii belirlemek amaciyla 100-3000 baz cifti
arasindaki bantlari iceren DNA standart: (Generuler " 100 base pair DNA Ladder, MBI

Fermentas) kullanildi.

Caligilan orneklerde bantlar var olma ve olmama durumuna gore degerlendirildi. Var

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

3.9 Veri Analizleri

Veri dosyalart POPGENE (Yeh et al. 1997)’de analiz edilecek sekilde hazirlandi.

Her populasyon icin gozlenen allel sayis1 (N,), etkili allel sayis1 (N.), Nei’nin genetik
cesitliligi (1972) (H) ve Shannon information indeksi (I) hesaplandi. Ek olarak
populasyondaki bir bireyin beklenen heterozigotlugu (Hs) ve tim populasyonda bir

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

Alt populasyonlar arasindaki genetik farklilasmanin nisbi biiyiikliigii (Gst) Nei
(1987)’ye gore hesaplandi. Np,= 0,5(1- Gsr )/( Gsr) formiilii kullanilarak her lokus i¢in
nesil basina goglerin ortalama sayisin1 ve lokuslar arasindaki ortalama degeri

hesaplamak i¢in Ggr tahminleri kullanildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada kullanilan 40 6rnekten besi hi¢cbir PCR’da sonu¢ vermedi. Sonu¢ vermeyen
orneklerin laboratuvar kayit numaralart 5613, 5244, 5321, 5329, 5284 olup, bu
orneklerin agaroz jellerdeki yiikleme sirasinmin, sirasiyla 18, 22, 25, 32 ve 40 oldugu

saptandi.

PCR isleminde kullanilan. 20 RAPD primerinin 12 tanesinden tutarli sonuglar alinda.
Denenen fakat Glis 6rneklerinde tutarli sonu¢ vermeyen RAPD primerlerinin OPA-05,
OPA-06, OPA-07, OPB-05, OPD-01, OPD-03, OPD-05, OPD-06 oldugu goriildii. Bu
12 RAPD markerinden sonug veren tiim ornekler i¢in elde edilen polimorfik bant sayist
169, sadece Glis ornekleri icin elde edilen polimorfik bant sayisi ise 74 olarak
kaydedildi. Tiim ornekler ve Glis 6rnekleri icin tutarli sonug¢ veren her bir primerden
elde edilen polimorfik bant sayis1 Cizelge 4.1°de gosterilmektedir. Tiim 6rnekler igin
polimorfik bant sayis1 en diisiik olarak OPB-01 ve OPD-04 primerlerinde (8 tane), en
yiikksek olarak ise OPB-06 primerinde (23 tane) elde edildi. Sadece Glis Ornekleri
incelendiginde polimorfik bant sayisi en diisiik olarak OPB-01 primerinde (3 tane) en

yiiksek ise OPA-01 ve OPD-02 primerlerinde (11 tane) elde edildi.

Calisilan 12 primer ile elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel goriintiileri Sekil
4.1.a,b-4.12.a,b’de gosterilmektedir. Agaroz jel goriintiilerinde PCR’da sonu¢ vermeyen
ornekler acik olarak goriilmekle birlikte bu Ornekler degerlendirmeye alinmadi. Jel
goriintiilerindeki bantlar var-yok (1/0) analizi ile degerlendirildi. Degerlendirilen
bantlarin POPGENE Microsoft Window-based Freeware for Population Genetics

Analysis, Version 1.31 (Yeh et al.1997) programiyla analizleri yapildi.
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Cizelge 4.1 Tutarli sonug veren her bir primerden elde edilen polimorfik bant sayisi

G. glis ornekleri icin
polimorfik bantlarin

Tiim 6rnekler icin
polimorfik bantlarin

Primer Sekans sayisl sayisl
OPA-01 5’-CAGGCCCTITC-3 11 16
OPA-02 5’-TGC CGA GCT G- 3’ 7 16
OPA-03 5’-AGT CAG CCA C-3’ 8 13
OPA-04 5’-AAT CGG GCT G-3’ 6 14
OPA-08 5’-GTG ACG TAG G-3’ 5 9
OPB-01 5’-GTT TCG CTC C-3’ 3 8
OPB-02 5’-TGA TCC CTG G-3’ 9 19
OPB-03 5’-CAT CCC CCT G-3’ 8 11
OPB-04 5’-GGA CTG GAG T-3’ 9 13
OPB-06 5’-TGC TCT GCC C-3’ 10 23
OPD-02 5’-GGA CCC AAC C-3 11 19
OPD-04 5’-TCT GGT GAG G-3’ 5 8
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Sekil 4.1.a.,b. Calismada kullanilan 6rneklerin OPA-01 (5°- CAG GCC CTT C -3°)
primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon diiriinlerinin agaroz jel
izerindeki goriintiisii

(a) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1-10: Glis glis- Istranca Ormani/ Kirklareli, 11-17: Glis
glis- Derekdy/ Kirklareli, 18: Glis glis- Edirne, 19-22: Glis glis- Zonguldak, 23-24: Glis glis- Unye/ Ordu

(b) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 25-26: Glis glis- Unye/ Ordu, 27: Glis glis- Gorele/
Giresun, 28-31: Glis glis-Macka/ Trabzon, 32-34: Glis glis- Cayeli/ Rize, 35: Glis glis- Tkizdere/Rize, 36-
37: Glis glis- Borcka/ Artvin, 38-39: Glis glis- Savsat/ Artvin, 40: Glis glis- Posof/ Ardahan, 41-42:
Dryomys nitedula- Camlihemsin/ Rize, 43: Dryomys laniger- Elmali/ Antalya, 44-46: Mus macedonicus—
Edirne, K: Negatif kontrol
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Sekil 4.2.a.,b. Calismada kullanilan 6rneklerin OPA-02 (5°- TGC CGA GCT G -3°)
primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon diiriinlerinin agaroz jel
tizerindeki goriintiisii

(a) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1-10: Glis glis- Istranca Ormani/ Klrklareli,_.ll-l7: Glis
glis- Derekoy/ Kirklareli, 18: Glis glis- Edirne, 19-22: Glis glis- Zonguldak, 23-24: Glis glis- Unye/ Ordu

(b) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 25-26: Glis glis- Unye/ Ordu, 27: Glis glis- Gorele/
Giresun, 28-31: Glis glis-Macka/ Trabzon, 32-34: Glis glis- Cayeli/ Rize, 35: Glis glis- Ikizdere/Rize, 36-
37: Glis glis- Bor¢ka/ Artvin, 38-39: Glis glis- Savsat/ Artvin, 40: Glis glis- Posof/ Ardahan, 41-42:
Dryomys nitedula- Camlihemsin/ Rize, 43: Dryomys laniger- Elmali/ Antalya, 44-46: Mus macedonicus—
Edirne, K: Negatif kontrol
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Sekil 4.3.a.,b. Calismada kullanilan 6rneklerin OPA-03 (5’- AGT CAG CCA C -3°)
primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon diiriinlerinin agaroz jel
izerindeki goriintiisii

(a) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1-10: Glis glis- Istranca Ormant/ Kirklareli, 11-17: Glis
glis- Derekdy/ Kirklareli, 18: Glis glis- Edirne, 19-22: Glis glis- Zonguldak, 23-24: Glis glis- Unye/ Ordu

(b) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 25-26: Glis glis- Unye/ Ordu, 27: Glis glis- Gorele/
Giresun, 28-31: Glis glis-Macka/ Trabzon, 32-34: Glis glis- Cayeli/ Rize, 35: Glis glis- Tkizdere/Rize, 36-
37: Glis glis- Borcka/ Artvin, 38-39: Glis glis- Savsat/ Artvin, 40: Glis glis- Posof/ Ardahan, 41-42:
Dryomys nitedula- Camlihemsin/ Rize, 43: Dryomys laniger- Elmali/ Antalya, 44-46: Mus macedonicus—
Edirne, K: Negatif kontrol
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Sekil 4.4.a.,b. Calismada kullanilan 6rneklerin OPA-04 (5’- AAT CGG GCT G -3°)
primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon diiriinlerinin agaroz jel
iizerindeki goriintiisii

(a) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1-10: Glis glis- Istranca Ormani/ Klrklareli,_.11-17: Glis
glis- Derekoy/ Kirklareli, 18: Glis glis- Edirne, 19-22: Glis glis- Zonguldak, 23-24: Glis glis- Unye/ Ordu

(b) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 25-26: Glis glis- Unye/ Ordu, 27: Glis glis- Gorele/
Giresun, 28-31: Glis glis-Macka/ Trabzon, 32-34: Glis glis- Cayeli/ Rize, 35: Glis glis- Tkizdere/Rize, 36-
37: Glis glis- Bor¢ka/ Artvin, 38-39: Glis glis- Savsat/ Artvin, 40: Glis glis- Posof/ Ardahan, 41-42:
Dryomys nitedula- Camlihemsin/ Rize, 43: Dryomys laniger- Elmali/ Antalya, 44-46: Mus macedonicus—
Edirne, K: Negatif kontrol
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Sekil 4.5.a.,b. Calismada kullanilan 6rneklerin OPA-08 (5°- GTG ACG TAG G -3°)
primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon diiriinlerinin agaroz jel
izerindeki goriintiisii

(a) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1-10: Glis glis- Istranca Ormani/ Klrklareli,_.ll-l7: Glis
glis- Derekoy/ Kirklareli, 18: Glis glis- Edirne, 19-22: Glis glis- Zonguldak, 23-24: Glis glis- Unye/ Ordu

(b) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 25-26: Glis glis- Unye/ Ordu, 27: Glis glis- Gorele/
Giresun, 28-31: Glis glis-Macka/ Trabzon, 32-34: Glis glis- Cayeli/ Rize, 35: Glis glis- Ikizdere/Rize, 36-
37: Glis glis- Bor¢ka/ Artvin, 38-39: Glis glis- Savsat/ Artvin, 40: Glis glis- Posof/ Ardahan, 41-42:
Dryomys nitedula- Camlihemsin/ Rize, 43: Dryomys laniger- Elmali/ Antalya, 44-46: Mus macedonicus—
Edirne, K: Negatif kontrol
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Sekil 4.6.a.,b. Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-01 (5’- GTT TCG CTC C -3°)
primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon diiriinlerinin agaroz jel
iizerindeki goriintiisii

(a) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1-10: Glis glis- Istranca Ormani/ Klrklareli,_.11-17: Glis
glis- Derekoy/ Kirklareli, 18: Glis glis- Edirne, 19-22: Glis glis- Zonguldak, 23-24: Glis glis- Unye/ Ordu

(b) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 25-26: Glis glis- Unye/ Ordu, 27: Glis glis- Gorele/
Giresun, 28-31: Glis glis-Macka/ Trabzon, 32-34: Glis glis- Cayeli/ Rize, 35: Glis glis- Ikizdere/Rize, 36-
37: Glis glis- Bor¢ka/ Artvin, 38-39: Glis glis- Savsat/ Artvin, 40: Glis glis- Posof/ Ardahan, 41-42:
Dryomys nitedula- Camlihemsin/ Rize, 43: Dryomys laniger- Elmali/ Antalya, 44-46: Mus macedonicus—
Edirne, K: Negatif kontrol
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Sekil 4.7.a.,b. Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-02 (5°’- TGA TCC CTG G -3°)
primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon diiriinlerinin agaroz jel
iizerindeki goriintiisii

(a) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1-10: Glis glis- Istranca Ormani/ Klrklareli,_.ll-17: Glis
glis- Derekoy/ Kirklareli, 18: Glis glis- Edirne, 19-22: Glis glis- Zonguldak, 23-24: Glis glis- Unye/ Ordu

(b) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 25-26: Glis glis- Unye/ Ordu, 27: Glis glis- Gorele/
Giresun, 28-31: Glis glis-Macka/ Trabzon, 32-34: Glis glis- Cayeli/ Rize, 35: Glis glis- Ikizdere/Rize, 36-
37: Glis glis- Bor¢ka/ Artvin, 38-39: Glis glis- Savsat/ Artvin, 40: Glis glis- Posof/ Ardahan, 41-42:
Dryomys nitedula- Camlihemsin/ Rize, 43: Dryomys laniger- Elmali/ Antalya, 44-46: Mus macedonicus—
Edirne, K: Negatif kontrol
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Sekil 4.8.a.,b. Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-03 (5’- CAT CCC CCT G -3’)
primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel
iizerindeki goriintiisii

(a) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1-10: Glis glis- Istranca Ormani/ Klrklareli,_.ll-17: Glis
glis- Derekoy/ Kirklareli, 18: Glis glis- Edirne, 19-22: Glis glis- Zonguldak, 23-24: Glis glis- Unye/ Ordu

(b) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 25-26: Glis glis- Unye/ Ordu, 27: Glis glis- Gorele/
Giresun, 28-31: Glis glis-Macka/ Trabzon, 32-34: Glis glis- Cayeli/ Rize, 35: Glis glis- Tkizdere/Rize, 36-
37: Glis glis- Borcka/ Artvin, 38-39: Glis glis- Savsat/ Artvin, 40: Glis glis- Posof/ Ardahan, 41-42:
Dryomys nitedula- Camlihemsin/ Rize, 43: Dryomys laniger- Elmali/ Antalya, 44-46: Mus macedonicus—
Edirne, K: Negatif kontrol
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Sekil 4.9.a.,b. Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-04 (5’- GGA CTG GAG T -3°)
primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon diiriinlerinin agaroz jel
iizerindeki goriintiisii

(a) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1-10: Glis glis- Istranca Ormant/ Kirklareli, 11-17: Glis
glis- Derekdy/ Kirklareli, 18: Glis glis- Edirne, 19-22: Glis glis- Zonguldak, 23-24: Glis glis- Unye/ Ordu

(b) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 25-26: Glis glis- Unye/ Ordu, 27: Glis glis- Gorele/
Giresun, 28-31: Glis glis-Macka/ Trabzon, 32-34: Glis glis- Cayeli/ Rize, 35: Glis glis- Ikizdere/Rize, 36-
37: Glis glis- Bor¢ka/ Artvin, 38-39: Glis glis- Savsat/ Artvin, 40: Glis glis- Posof/ Ardahan, 41-42:
Dryomys nitedula- Camlihemsin/ Rize, 43: Dryomys laniger- Elmali/ Antalya, 44-46: Mus macedonicus—
Edirne, K: Negatif kontrol
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Sekil 4.10.a.,b. Calismada kullanilan 6rneklerin OPB-06 (5°- TGC TCT GCC C -3’)
primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel
tizerindeki goriintiisii

(a) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1-10: Glis glis- Istranca Ormani/ Klrklareli,_.ll-17: Glis
glis- Derekoy/ Kirklareli, 18: Glis glis- Edirne, 19-22: Glis glis- Zonguldak, 23-24: Glis glis- Unye/ Ordu

(b) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 25-26: Glis glis- Unye/ Ordu, 27: Glis glis- Gorele/
Giresun, 28-31: Glis glis-Macka/ Trabzon, 32-34: Glis glis- Cayeli/ Rize, 35: Glis glis- Ikizdere/Rize, 36-
37: Glis glis- Bor¢ka/ Artvin, 38-39: Glis glis- Savsat/ Artvin, 40: Glis glis- Posof/ Ardahan, 41-42:
Dryomys nitedula- Camlihemsin/ Rize, 43: Dryomys laniger- Elmali/ Antalya, 44-46: Mus macedonicus—
Edirne, K: Negatif kontrol
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Sekil 4.11.a.,b. Calismada kullanilan 6rneklerin OPD-02 (5’- GGA CCC AAC C -3%)
primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel
tizerindeki goriintiisii

(a) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1-10: Glis glis- Istranca Ormani/ K1rklareli,_.ll—l7: Glis
glis- Derekoy/ Kirklareli, 18: Glis glis- Edirne, 19-22: Glis glis- Zonguldak, 23-24: Glis glis- Unye/ Ordu

(b) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 25-26: Glis glis- Unye/ Ordu, 27: Glis glis- Gorele/
Giresun, 28-31: Glis glis-Macka/ Trabzon, 32-34: Glis glis- Cayeli/ Rize, 35: Glis glis- Tkizdere/Rize, 36-
37: Glis glis- Borcka/ Artvin, 38-39: Glis glis- Savsat/ Artvin, 40: Glis glis- Posof/ Ardahan, 41-42:
Dryomys nitedula- Camlihemsin/ Rize, 43: Dryomys laniger- Elmali/ Antalya, 44-46: Mus macedonicus—
Edirne, K: Negatif kontrol
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Sekil 4.12.a.,b. Calismada kullanilan 6rneklerin OPD-04 (5’- TCT GGT GAG G -3°)
primeri ile elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel
tizerindeki goriintiisii

(a) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 1-10: Glis glis- Istranca Ormant/ Kirklareli, 11-17: Glis
glis- Derekdy/ Kirklareli, 18: Glis glis- Edirne, 19-22: Glis glis- Zonguldak, 23-24: Glis glis- Unye/ Ordu

(b) M: marker (100 b¢ DNA Ladder, Fermentas), 25-26: Glis glis- Unye/ Ordu, 27: Glis glis- Gorele/
Giresun, 28-31: Glis glis-Macka/ Trabzon, 32-34: Glis glis- Cayeli/ Rize, 35: Glis glis- Tkizdere/Rize, 36-
37: Glis glis- Borcka/ Artvin, 38-39: Glis glis- Savsat/ Artvin, 40: Glis glis- Posof/ Ardahan, 41-42:
Dryomys nitedula- Camlihemsin/ Rize, 43: Dryomys laniger- Elmali/ Antalya, 44-46: Mus macedonicus—
Edirne, K: Negatif kontrol
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4.1 istatistik Analizi Sonuclar

Istatistik analizi icin POPGENE Microsoft Window-based Freeware for Population
Genetics Analysis, Version 1.31 (Yeh et al. 1997) programi kullanildi. Bu programlar

ile yapilan analizler sunlardir:

Na : Her omek icin gozlenen allel sayisi

Ne : Etkili allel sayist

Nm : Gen akist

H : Nei’'nin genetik cesitliligi (1987)

I : Shannon information indeksi

H; : Populasyondaki bir bireyin gozlenen heterozigotlugu

Hs : Populasyondaki bir bireyin beklenen heterozigotlugu

Hy : Tim populasyonda bir bireyin beklenen heterozigotlugu

Gsr : Alt populasyonlar arasindaki genetik farklilagmanin nisbi biiyiikliigii

D : Nei’nin genetik mesafe degeri (1972)

G. glis populasyonlarinin POPGENE programa ile yapilan genetik varyasyon (Nei 1987)
analizleri Cizelge 4.2’de, genetik farklilasma (Nei 1987) degerleri Cizelge 4.3’te,
genetik mesafe ve genetik benzerlik (Nei 1972) hesaplamalan Cizelge 4.4’te, tiim
populasyonlar arasindaki genetik mesafe verilerine gore elde edilen dendrogram (Nei

1972) ise Sekil 4.13’te verilmektedir.

Nei (1987)’ye gore G. glis populasyonlari i¢in hesaplanan ortalama genetik gesitlilik
degeri H= 0,1480 (polimorfik lokus yiizdesi, %P= 43,79) (Cizelge 4.2), genetik
farklilagsmay1 gosteren Ggsr degeri 0,6065 ve populasyonlar arasindaki gen akisimi

ifade eden N, degeri 0,3244 olarak hesaplandi (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.2 G. glis populasyonlarinin genetik varyasyon analizleri (Nei 1987)

Lokalite Ornek Sayisi Na Ne H I P %P
KIRKLARELI 16 1,3787 11,1553  0,1003 0,1602 64 37,87
ZONGULDAK 1 1,0000  1,0000  0,0000 0,0000 0 0,00

ORDU 2 1,1181 1,1056  0,0556 0,0783 17 10,06
GIRESUN 1 1,0000  1,0000  0,0000  0,0000 0 0,00
TRABZON 3 1,2547 11,1801  0,1048 0,1531 41 24,26

RIZE 2 1,0855  1,0789  0,0409 0,0574 13 7,69
ARTVIN 3 1,2360  1,1876  0,1035 0,1486 38 22,49
Ortalama 28 1,4379  1.2491  0.1480 0.2237 74 43.79

Cizelge 4.3 G. glis alt populasyonlarinda genetik farklilagsma analizi (Nei 1987)

Ornek Sayisi Ht Hs Gst Nm

28 0,1480 0,0582  0,6065 0,3244

Nei (1972)’ye gore hesaplanan genetik mesafe degerlerine gore birbirine en yakin
populasyonlar Kirklareli ve Zonguldak (D= 0,0553), birbirine en uzak populasyonlar
ise Zonguldak ve Rize (D= 0,2713)’dir. Genetik benzerlik verileri ile genetik mesafe
degerleri birbiriyle uyumlu oldugu goriilmektedir. Zonguldak ve Rize populasyonlari
en az benzerlik gosteren populasyonlar olup(0,7624), Zonguldak ve Kirklareli
populasyonlar1 en ¢cok benzerlik gosteren populasyonlardir (0,9462) (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Tiim G. glis populasyonlarina ait genetik mesafe (alt diyagonal) ve genetik

benzerlik (iist diyagonal) hesaplamalar1 (Nei 1972)
1:Kirklareli, 2: Zonguldak, 3: Ordu, 4: Giresun, 5: Trabzon, 6: Rize, 7: Artvin

1 2 3 4 5 6 7
1 0 0,9462 0,8097 0,8602 09175  0,7876  0,8423
2 0,0553 0 0,7981 0,8575 0,8997  0,7624  0,8185
3 0,2111 0,2255 0 0,9016 0,8190  0,8519  0,8428
4 0,1506 0,1538 0,1036 0 0,8676  0,8359  0,8566
5 0,0861 0,1057 0,1996 0,1420 0 0,8733  0,9135
6 0,2387 0,2713 0,1603 0,1792 0,1355 0 0,8830
7 0,1716 0,2003 0,1710 0,1548 0,0905  0,1244 0
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Genetik mesafe degerleriyle olusturulan dendrogramda, 2 kiime olustu; ilk kiime
Kirklareli ve Zonguldak populasyonlarindan olusmaktadir. Ikinci kiime ise iki alt
kiimeye ayrilip birinci altkiime Ordu ve Giresun populasyonlarini, ikinci alt kiime ise

Trabzon, Rize ve Artvin populasyonlarin1 kapsamaktadir (Sekil 4.13).

r2,766* KIRKLARELI

6,306 L
2,766—— ZONGULDAK
21,119
—5,178 —— ORDU
3,213
—5,178—— GIRESUN
—0,68
— 6.266— 4,524—— TRABZON
’ 1,972 «[
4,524—— RIZE
1,894
6,497 ARTVIN
26,412 Dryomys nitedula
3,379 —
26,412 Dryomys laniger
36,458 Mus macedonicus

Sekil 4.13 Caligilan tiim populasyonlara ait genetik mesafe degerleriyle olusturulan
dendrogram (Nei 1972)

Bu calismada ayrica Trakya (Kirklareli) ve kuzey Anadolu populasyonlart (Zonguldak,
Ordu, Giresun, Trabzon, Artvin, Rize) bu bolgelerde yayilis gosteren alttiirleri
karsilastirmak icin analiz edildi. G. glis’in Anadolu ve Trakya populasyonlarinin
genetik varyasyon (Nei 1987) analizleri Cizelge 4.5’te, genetik mesafe ve genetik
benzerlik (Nei 1972) analizleri Cizelge 4.6’da, tiim populasyonlar arasinda genetik
mesafe verilerine gore elde edilen dendrogram (Nei 1972) ise Sekil 4.14’te

gosterilmektedir.
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G. glis’in Anadolu ve Trakya populasyonlan i¢in Nei (1987)’ye goére hesaplanan

genetik farklilagma degerleri; Trakya populasyonu i¢in H= 0, 1003 ve %P: polimorfik

lokus yiizdesi= 37,87, Anadolu populasyonu i¢in H=0,1479 ve %P: polimorfik lokus

yiizdesi= 40,24 olarak hesaplandi (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 G. glis’in Trakya ve Anadolu populasyonlarinin genetik varyasyon
analizleri (Nei 1987)

Lokalite Ornek Sayisi Na Ne H P %P
TRAKYA 16 1,3787  1,1553  0,1003 64 37,87
ANADOLU 12 1,4024 12566  0,1479 68 40,24
Ortalama 28 1,4379 12491  0,1480 02237 74 43,79

Ayrica Nei (1972)’ye gore Trakya ve Anadolu populasyonlar1 arasindaki genetik

mesafe degeri D= 0,0705 olarak hesaplandi. Trakya, Anadolu ve dis gruplarin

birbirleriyle olan genetik mesafe ve genetik benzerlik degerlerini gosteren bulgular

Cizelge 4.6’da verilmektedir.

Cizelge 4.6 G. glis’in Trakya ve Anadolu populasyonlari ile dis gruplara ait genetik
mesafe (alt diyagonal) ve genetik benzerlik (iist diyagonal) hesaplamalari
(Nei 1972)

1:Trakya, 2: Anadolu , 3:Rize (D. nitedula), 4:Antalya (D. laniger), 5: Edirne (M. macedonicus) (3., 4. ve
5. populasyonlar dis grup olarak kullanildi).

1 2 3 4 5
1 0 09319 0,5623 0,5291 04616
2 0,0705 0 0,6100 0,5958  0,5310
3 0,5757 00,4943 0 0,5896  0,4703
4 0,6366  0,5179  0,5283 0 0,4805
5 0,7730  0,6329  0,7545  0,7330 0
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G. glis’in Trakya ve Anadolu populasyonlar ile tiim dis gruplar arasindaki genetik
mesafe degerleriyle olusturulan dendrogramda ise ayn1 sekilde iki alt kiime olustu. Ilk
kiimede G. glis’in Trakya ve Anadolu populasyonlarindan olusan alt kiime ile Rize (D.
nitedula) ve Antalya (D. laniger) populasyonlarindan olusan alt kiime yer ald1. iki alt
kiimeden olusan bu kiimeye Edirne (M. macedonicus) populasyonu baglandi (Sekil

4.14).

rg, 524 TRAKYA
24,282
3,524 ANADOLU
8,360
26,412 Dryomys nitedula
L 1,393—
26,412 Dryomys laniger
36,167 Mus macedonicus

Sekil 4.14 G. glis’in Anadolu ve Trakya populasyonlar ile dis gruplara ait genetik
mesafe degerleriyle olusturulan dendrogram (Nei 1972)
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5. TARTISMA VE SONUC

G. glis’in, Trakya’da G. glis pindicus ve Anadolu’da G. glis orientalis alttiirleri
yasamaktadir. Dogramaci ve Tez (1991) postlar iizerinde yaptiklari arastirmada iki
alttiiriin belirgin bir sekilde birbirlerinden ayrildigin1 kaydetmislerdir. Dogramaci ve
Tez (1991) 17 karakter Olciisiinden condylobasal/diastema ve occipitonasal
uzunluk/zygomatik genislik oranlarinin Trakya ve Anadolu populasyonlar1 arasinda
ayirict oldugunu belirtmislerdir. Colak vd. (2006) yaptiklar proje calismasinda 33
morfometrik karakterden 14 karakterin Trakya ve Anadolu populasyonlar1 arasinda
ayirict Ozellikte oldugunu saptamiglardir. Bu da Trakya’daki G. g. pindicus’un
Anadolu’daki G. g. orientalis’ten morfometrik karakterlere gore ayrildigini ortaya
koymaktadir. RAPD genetik belirteci kullanilarak yapilan bu ¢alismada ise Trakya ve
Anadolu populasyonlar1 arasinda morfolojik farklara kiyasla daha diisiikk genetik

mesafe degeri (0,0705) elde edildi.

Colak vd. (2006)’nin Tirkiye’deki G. glis ornekleri iizerinde yaptiklar1 allozim
analizlerinde toplam 17 enzim sistemine ait 28 lokus incelenmistir. Bu lokuslardan
sadece iki lokus (Est-3 ve Est-4) polimorfik o6zellik gosterirken, diger 26 lokus
monomorfik Ozellikte bulunmustur. Polimorfik lokuslardaki allel frekanslari
bakimindan Trakya ve Anadolu populasyonlari arasinda Onemli bir fark
gbdzlenmemistir. Bu calismada ise, 12 primer ile yapilan RAPD c¢alismasindan elde
edilen verilerle Trakya ve Anadolu populasyonlar1 arasindaki genetik benzerlik

degeri yiiksek (0,9319) bulundu.

Colak vd. (2006)’nin c¢alismasinda, genetik mesafe degerlerine dayanilarak
olusturulan dendrograma goére Rize ve Kirklareli 6rnekleri aym kiimede yer alirken,
Zonguldak tek basina bir dal olusturmustur. Bu calismada ise, genetik mesafe
degerleriyle olusturulan dendrogramda, baslica 2 kiime olustu; ilk kiimede Kirklareli
ve Zonguldak populasyonlar yer alirken, ikinci kiime, iki alt kiimeye ayrildi; birinci
altkime Ordu ve Giresun populasyonlarindan olustu, ikinci alt kiimede Rize

populasyonu Trabzon ve Artvin populasyonlar ile kiimelendi. Bunun sebebinin iki
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farkli yontemin kullanilmasi, incelenen lokuslarin ve birey sayilarindaki farkliliktan

kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Colak vd. (2006)’nin ¢aligmasinda, gerek morfometrik gerekse allozim analizleri
sonucu olusturulan filogenetik agacglar az da olsa birbirlerine benzemektedirler. Bu
calismada elde edilen agac¢ ise bir dereceye kadar allozim verileri ile elde edilen
agaca benzemektedir. Her ikisinde de, farkli bir alttiirii temsil eden Trakya Srnekleri
Anadolu populasyonlar ile kiimelenmektedir. Bu ¢alismada Kirklareli drneklerinin
Rize yerine Zonguldak ile kiimelenmesi incelenen polimorfik lokuslarin 6zelliginden
ve iki lokalitenin birbirine yakin olmasindan kaynaklanabilir. Bu sonuglar, incelenen
lokuslara gore iki alttiirii birbirinden tam olarak ayirmamaktadir. Bogazlar (1015 bin
yil once ayrilmis), cografik bir bariyer olusturmasma ragmen, bogazlarin her iki
tarafindaki populasyonlarin morfolojik farkliliklagsmas1 dikkate alindiginda genetik
farklilagmanin daha az oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar morfolojik ve morfometrik
sonuclarla celismektedir. Morfolojik ve morfometrik farklilagmalar tiirlerin yasadigi
cevresel sartlardan etkilenmis olabilir. Benzer sekilde (Filippucci and Kotsakis 1995),
Gliridae (Myoxidae) icindeki filogenetik iligkilerin insa edilmesinde morfolojik ve
genetik veriler arasinda gbzlenen tutarsizliklarin, familyanin eski orijinli olmasindan

ve cinslerin ayrimindan kaynaklanabilecegi kaydedilmistir.

Filippucci and Kotsakis (1995)’in Myoxidae familyasi cinslerinin biyokimyasal

sistematigi ve evrimi iizerine yaptiklar1 allozim calismasinda, Myoxus glis (Glis glis)

icin analiz edilen 42 lokustan 25’ini (%59) monomorfik bulmuslardir. En yiiksek

polimorfik lokus sayis1 Kuzey Italya populasyonundan elde edilirken (14 lokus), en

diisiik Tiirkiye (Trakya) populasyonunda (3 lokus) elde edilmistir. Colak vd. (2006)’nin

calismasinda ise Anadolu ve Trakya populasyonlarinda 28 lokustan sadece 2 lokus

polimorfik bulunmustur. Bu tez calismasinda ise G. glis populasyonlarinda polimorfik

lokus sayis1 74°tiir. Bu da genetik varyasyonu belirlemek i¢in RAPD analizinin

allozimlere gore daha avantajli bir teknik oldugunu gostermektedir.
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Filippucci and Kotsakis (1995) Myoxus glis’in 5 Italya ve 1 Trakya populasyonunun
allozim analizi sonucu elde ettikleri genetik varyasyon degerlerini; beklenen
heterozigotluk, He= 0,050, gozlenen heterozigotluk, H,= 0,040, lokus basina ortalama
allel sayisi, A= 1,154, polimorfik lokuslarin oram1 %P1= 0,151 ve %P5= 0,131 olarak
bulmuglardir. Bu tez calismasinda ise, populasyondaki bir bireyin beklenen
heterozigotlugu, Hs=0,0582; tiim populasyonda bir bireyin beklenen heterozigotlugu,
Hr =0,1480; her ornek i¢in gozlenen allel sayisi, N,= 1,4379; etkili allel sayisi,
N=1,2491; polimorfik lokuslarin orani, %P = 0,4370 olarak bulundu. Buna gore, bu
calismada elde edilen genetik varyasyon degerleri allozim verilerinden elde edilenlere

kiyasla daha yiiksek bulundu.

Karasal memelilerde RAPD teknigi kullanilarak yapilan ¢aligmalar sinirlidir ve RAPD
analizi i¢in farkli indeksler (similarity, dissimilarity) kullanilmistir. RAPD analizi i¢in
standart bir prosediiriin olmamasi, diger calismalarla karsilagtirmalar1 zorlastirir.
Almeida et al. (2000) Nectomys squamipes (Rodentia) populasyonlarinin RAPD analizi
calismasinda, inceledikleri 5 populasyon arasinda, D indeksini kullanarak, D degerlerini
0,118-0,128 arasinda bulmuslar ve onemli genetik farklilagsma (Fy =0,17; ®4=0,14)
tespit ederken, gen akisinin (N,=1,25) genetik siiriiklenmenin tiistesinden gelmek igin
yeterli oldugunu belirtmiglerdir. Bu tez calismasinda Ggr (alt populasyonlar arasindaki
genetik farklilagmanin nisbi biiyiikligii =0,6065) degeri yiiksek, gen akist (N,=0,3244)

degeri ise nisbeten diisiik bulundu.

Atopkin et al. (2007), Apodemus agrarius’un (Rodentia) genetik varyasyonu ve
farklilagsmas1 konusunda yaptiklart RAPD-PCR analizinde Avrupa-Siberian ve Uzak
Dogu-Cin grubu olmak iizere iki biiyiik izolati karsilastirmislardir. ki grubun
polimorfik RAPD lokuslarinin frekansinda farkliliklar bulunmustur, fakat bunlar
arasinda fikse olmus farkliliklar tespit edilmemistir ve kullanilan istatistik metodlarinin
hicbirisi iki grubu birbirinden ayirmamistir. Arastiricilar, bu yiizden Apodemus
agrarius’un iki grubunun genetik izolasyonunun tam olmadigini belirtmislerdir. Bu
sonucun tiiriin dogudan batiya son yayilisi ve bunu takibeden ayrilma hipotezini
destekledigini ileri stirmiislerdir. Hem Colak vd. (2006)’nin ¢alismasinda hem de bu

calismada G. glis’in Trakya ve Anadolu populasyonlar1 olusturulan dendrogramlarda
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tam olarak ayrilmamistir. Bu da Apodemus agrarius’ta oldugu gibi G. glis’te de
populasyonlar arasinda genetik izolasyonun tam olmadigini gostermektedir. Ayrica
Trakya ve Anadolu populasyonlarinin genetik benzerlik degerlerinin (1=0,9319)

karsilastirilmasi da bu durumu desteklemektedir.

Sonug olarak, G. glis’in kuzey Anadolu ve Trakya’da yayilis gosteren populasyonlari
izerinde yapilan morfometrik, allozim ve karyolojik calismalara gore, morfolojik
farklilagmalarin belirgin oldugu, buna karsin incelenen molekiiler lokuslara gére

belirgin bir farkliligin olmadigi, evrimsel degisikliklerin az oldugu goriilmektedir.

Bu tiiriin baglica yasama alan1 olarak karisik ormanlar gibi spesifik habitat gereksinimi
vardir. Bu yiizden ormanlarin dogal veya insan etkisiyle parcali hale getirilmesi,
populasyonun altyapilanmasina ve boylece populasyonlar arasinda kesintili yayilisa
sebep olabilir. Farkli biiyiikliikte, farkli cografik mesafelerde, dogal veya insan etkileri
ile tahribat sonucu kesintiye ugramis ormanlarda yasayan Glis glis populasyonlarindaki
genetik varyasyonlart belirlemek bu tiir iizerindeki evrimsel etkilerin anlasilmasinda

yararl olacaktir.

Otoyollar, tarla vb zirai alanlar, barajlar ve demiryollar1 gibi insan yapimi habitatlar
bircok tiiriin hareketini sinirlayabilir, bu yiizden bunlar baz tiirlerin davrams ve yayilis
bicimini etkileyen “bariyer etkisi” yaratabilir. Bugiin habitat tahribati, yasayan bitki ve
hayvanlar i¢in en ciddi tehditlerden biri olarak diisiiniilebilir.

Habitat tahribatinin en énemli negatif sonuglart:

1. Etkili populasyon biiyiikliigiindeki gerileme, soyi¢ci iiremeyi artirarak genetik
cesitliligi azaltir.

2. Demografik populasyon dinamikleri ve tiiriin global tiikenme riskini artirabilen
katastrofik etkiler lokal tiikenme riskini artirir.

3. Bireylerin go¢ yeteneginde azalma ve buna bagli olarak kolonize ve yeniden kolonize

olma yeteneginde kayiplar olabilir.
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Habitat tahribatinin etkisi ¢aligilan tiire baghdir ve davramig, dagilim biyolojisi ve
habitat gereksinimleri gibi faktorlerden etkilenir. Ulkemizde de kuzey Anadolu’da
yapilmakta olan otoyollar ve barajlarin etkisi zamanla diger bir¢cok canli kadar Glis
glis’te de populasyonun genetik yapisinda degisiklige yol acabilir. Bu tez ¢alismasinda
Ggr (alt populasyonlar arasindaki genetik farklilagmanin nisbi biiyiikliigii =0,6065)
degeri yiiksek, gen akist (N,=0,3244) degeri ise nisbeten diisiik bulundu.

Bu yiizden molekiiler tekniklerle kisa siirede belirlenebilen genetik varyasyon
calismalar1 ile bunun takip edilmesi ve genetik cesitliligin siirdiiriilebilmesi ig¢in

onlemler alinmas1 gerekir.

Protein elektroforezi ¢calismalar1 bu tiirde genetik varyasyonun oldukga diisiik oldugunu
gostermistir (Filippucci and Kotsakis 1995, Colak vd. 2006). Bu calismadaki RAPD
verilerine gore, simdilik Glis populasyonlart arasinda gen akisi oldugu goriilse de
kesintiye ugramalarmin  {izerinden gecen zamana bagli olarak, zamanla
altpopulasyonlarin gelisebilecegi sOylenebilir. Populasyon yogunluguna ve genetik

siiriiklenmeye bagli olarak bu populasyonlar farkli sekilde evrimlesebilir.

Bu calisma Tiirkiye populasyonlarinda gerceklestirilmis DNA diizeyindeki ilk
genetik calismadir. Sonu¢ olarak, G. glis’in kuzey Anadolu’da yayilis gosteren
populasyonlart arasinda genetik farklilasmalarin belirgin oldugu buna karsin
populasyonlarin genetik farkliliklar1 ile cografik mesafeler arasinda belirgin bir
iliskinin olmadig1 soylenebilir. Cok daha kesin sonuca ulagabilmek icin Ornek

sayisin1 artirmak ve daha fazla polimorfik lokus incelemek gerekmektedir.

Bundan sonraki ¢alismalarda, DNA diizeyinde diger molekiiler teknikleri uygulayarak
ileri ¢alismalarin yapilmasiyla tiiriin evrimine ve populasyon genetigine katkilar

saglanabilir.
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