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OZET

Apodemus sylvaticus (LINNAEUS, 1758)’UN SITOKROM b

ve B-AKTIN GENLERININ TESPITi

DILEK, Tugba
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Irfan ALBAYRAK
Eyliil 2010, 43 sayfa

Bu aragtirma Agustos 2009 ve Eyliil 2010 tarihleri arasinda Kirikkale ilinden alinan
bir orman faresi, Apodemus sylvaticus Orneginin sitokrom b ve B-aktin genlerinin
belirlenmesine dayanmaktadir. Kulak kepcesinden alinan doku orneginin DNA
izolasyonu yapilmis ve mitokondriyal sitokrom b ile B-aktin genleri Tiirkiye’de ilk
defa Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile ¢ogaltilarak, sirasiyla 139 ve 154 baz cifti
uzunlugunda dizin elde edilmistir. Sitokrom b genine ait bazlardan Adenin % 25,89,
Timin % 31,65, Guanin % 13,66 ve Sitozin % 28,05 olarak; B-aktin genine ait
bazlardan Adenin % 22,07, Timin % 21,42, Guanin % 25,32 ve Sitozin % 31,16
olarak tespit edilmistir. Sonuglar GenBankasi verileriyle karsilastirilmis ve sitokrom
b geni dizini Apodemus’un tiirleriyle % 96 oraninda benzerlik gosterdigi; B-aktin gen

dizini ise Rattus norvegicus ile % 96 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Orman Faresi, Apodemus sylvaticus, Sitokrom b geni, -aktin

geni, Turkiye.



ABSTRACT

DETERMINING THE CYTOCHROME b and 3-ACTIN GENES OF

Apodemus sylvaticus (LINNEAUS, 1758)

DILEK, Tugba
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Irfan ALBAYRAK
2010, 43 pages

This study is based on determination of cytochrome b and B-actin genes of forest
mouse, Apodemus sylvaticus from Kirikkale Province between August 2009 and
September 2010. The DNA isolation of tissue sample which was obtained from
auricle was carried out and mitochondrial cytochrome b and B-actin genes was
amplified via Polymerase Chain Reaction fort he first time in Turkey and 139 and
154 base pair were obtained respectively. Adenine 25,89 %, thymine 31,65 %,
guanine 13,66 % and cytosine 28,05 % belongin to cytochrome b gene was
determined and adenine 22,07 %, thymine 21,42 %, guanine 25,32 %, cytosine 31,16
% P-actin gene. Results were compared with that of Gene Bank and cytochrome b
gene was resembles Apodemus species with 96 % ratio. But B-actin gene was also
resemble Rattus norvegicus with 96 % ratio. Diagnostic characters and some habitat

features were recorded.

Key words: Wood mouse, Apodemus sylvaticus, cytochrome b gene, B-actin gene,

Turkey.
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1.GIRIS

Rodentia (Kemiriciler), Mammalia (Memeliler) sinifinin 2.277 tiirle temsil
edilen en zengin takimidir. Rodentia’nin Sciuromorpha, Castorimorpha, Myomorpha,
Anomaluromorpha ve Hystricomorpha olmak iizere bes alttakimi vardir. Bu
alttakimlardan Myomorpha, 326 cins ve 1569 tiir kapsamaktadir. Myomorpha’nin
Muroidea siiperfamilyasi, 6 familya; Platacanthomyidae, Spalacidae, Calomyscidae,
Nesomyidae, Cricetidae, Muridae ile temsil edilmekte olup toplam 310 cins ve 1518
tiire sahiptir. Muridae familyas1 150 cins ve 730 tiirle 6 familyanin en ¢ok tiir iceren
grubudur. Muridae familyast 6 altfamilyaya sahip olup Murinae altfamilyasinin
cinslerinden biri olan Apodemus cinsi 21 tiir igermektedir. Bu tiirler; 4. agrarius, A.
alpicola, A. argenteus, A. chevrieri, A. draco, A. epimelas, A. flavicollis, A.
fulvipectus, A. gurkha, A. hyrcanicus, A. latronum, A. mystacinus, A. pallipes, A.
peninsulae, A. ponticus, A. rusiges, A. semotus, A. speciosus, A. sylvaticus, A.
uralensis, A. witherbyi’dir (Wilson ve Reeder 2005).

Ellerman ve Morrison-Scott (1951) Sylvaemus Ognev, 1924; Nemomys
Thomas, 1924; Alsomys Dukelski, 1928 ve Pertomys Martino, 1934 cinslerini
Apodemus Kaup 1829 cinsine sinonim yapmistir. Zimmermann (1962) Apodemus’un
3 altcinsinden bahsetmis Apodemus altcinsi i¢inde A. agrarius’u; Sylvaemus’un
icinde ise A. mystacinus, A. flavicollis, A. sylvaticus, A. uralensis’ i ve Alsomys
icinde de A. specious, A. latronum, A. peninsuale, A. gurkha, A. draco ve A.
geisha’yr degerlendirmistir. Corbet (1978) Nemomys cinsinin Sylvaemus cinsiyle
ayn1 olduguna isaret ederek Sylvaemus, Alsomys ve Pertomys cinslerini Apodemus’ a
sinonim yapmistir. Neithammer (1978) Apodemus mystacinus’un Sylvaemus
altcinsinden alarak Karstomys altcinsine dahil etmistir.

Musser vd. (1996) Apodemus cinsinin Sylvaemus, Nemomys, Alsomys,
Petromys ve Karstomys altcinsileriyle temsil edildiklerini rapor etmis ve Apodemus
tiirlerini {i¢ gruba ayirmistir. Apodemus grubuna Apodemus agrarius, A. chevrieri, A.
speciosus, A. peninsuale, A. latronum, A. draco, A. semotus, A. gurkha’yi,
Sylvaemus grubuna A. sylvaticus, A. flavicollis, A. uralensis, A.mystacinus, A.
fulvipectus, A. hermonensis, A. alpicola, A. arianus, A. hyranicus, A. ponticus, A.

rusiges, A. wardi’yi ve Argenteus grubuna A. argenteus u dahil etmistir. Ribozomal



DNA’daki kesim bolgelerinin ¢alismalart Apodemus’un bazi tiirleri; A. sylvaticus ve
A. flavicollis arasinda yakin baglanti oldugunu ve diger bazi tiirlerle; 4. semotus, A.
agrarius, A. argenteus, A. speciosus, A. peninsulae ile uzaktan akraba olduguna
isaret etmektedir (Suzuki vd., 1990).

Muridae familyasinin Tiirkiye’de bes cinsine ait 11 tiiri bulunmaktadir
(Kurtonur vd., 1996). Bu cinslerden biri olan Apodemus 4 tiir; Apodemus agrarius
(Palas, 1771), A. flavicollis (Melchior, 1834), A. mystacinus (Danford ve Alston,
1877), A. sylvaticus (Linnaeus, 1758) ile temsil edilmektedir (Ellerman ve Marrison-
Scott 1951, Corbet 1978 ve Kurtonur vd., 1996). Ayrica Bati Anadolu’da yapilan
morfolojik ve elektroforetik calismalar sonucunda A4. wralensis (Pallas, 1811), A.
hermonensis (Filippucci vd., 1989) ve A. ponticus (Wilson vd., 1993) tiirlerinin de
Tiirkiye’den kayitlar1 verilmistir (Filippucci vd., 1996).

Apodemus Kaup, 1829 cinsi Palearktik bdlgenin 1liman alanlarinda genis bir
yayilis alanina sahiptir (Filippucci vd., 2002).

Filippucci vd. (1996) Bati Anadolu Sylvaemus altcinsine ait Apodemus
mystacinus, A. sylvaticus, A. flavicollis, A. hermonensis ve A. uralensis tlrlerini
morfolojik ve elektroforetik yonden incelemis A. sylvaticus’un sinirlt yayilig
alanindan bahsetmis ve 4. hermonensis’in Tiirkiye’den ilk defa kaydini vermistir.

Reutter vd. (1999) Avrupa’nin c¢esitli bolgelerinden A. sylvaticus, A.
Sflavicollis ve A. alpicola tiirlerinden toplam 108 kafatas1 6rnegini tiirlerin birbirinden
ayrilmasini saglayacak morfolojik karakterleri belirlemek amaciyla incelemisler ve
arastirmacilar tiiriin orijinal tespitini molar ¢ikinti morfolojisine, viicut orantisina,
kiirk renklenmesine ve allozim analizlerine dayandirmiglardir.

Frynta vd. (2001) Tiirkiye ve Iran’daki 4. uralensis, A. arianus, A. flavicollis
ve A. cf. hyrcanicus’un diskriminat analizine dayanarak A. hermonensis’i A.
arianus’a, A. uralensis’i de A. microps’a sinonim yapmistir.

Michaux vd. (2002) Avrupa’nin 40 farkli lokalitesinden aldiklar1 Apodemus
slyvaticus, A. mistacinus, A. flavicollis ve A. uralensis 6rneklerinin sitokrom b geni
analizini ger¢eklestirmislerdir.

Krystufek ve Francky (2005) Tirkiye ve Yunanistan’daki 4. iconicus, A.
sylvaticus, A. flavicollis ve A. epimelas’in morfolojik kimliginin tespitiyle birlikte

kismi sitokrom b genini analiz etmigler, Rodos ve Bozcada Orneklerinin



Anadolu’daki 4. iconicus ile amino asit dizisi agisindan %100 ve niikleotit agisindan
%98 benzerlik oldugunu bulmuslardir.

Apodemus cinsi Bati Avrupa orman faresinin taksonomisi; 1980’lerin
sonlarinda oldukca fazla yapilan allozim elektroforetik analizlerin uygulanmasiyla
yeniden degerlendirilmeye baslanmistir (Filippucci vd. 1989, Mezhzherin ve
Zagorodnyuk, 1989). Bununla birlikte, Apodemus cinsinin evrimsel siireci
paleontolojik (Michaux & Pasquier 1974; Michaux vd. 1997) ve molekiiler
filogenetik (Serizawa vd., 2000; Michaux vd., 2002) c¢alismalarla ayrintili sekilde
arastirilmigtir.

Yorulmaz ve Albayrak (2009) Tirkiye’deki Apodemus cinsine ait A.
sylvaticus, A. hermonensis, A. mystacinus tirlerinin morfometrik analizleri ve
karyotiplerine dayanarak Filippucci vd. (1996) ve Frynta vd. (2001) ve Macholan vd.
(2001)’nun Bati Karadeniz’de Zonguldak ili i¢inde smirli bir yayilis alanina sahip
oldugunu ileri siirdiikleri 4. sylvaticus’u Orta Anadolu’da Kirikkale ilinden de
kaydetmislerdir.

Taksonomik problemlerin ¢6ziimiinde geleneksel yaklasimlarla birlikte
kullanilan molekiiler kaynakli metotlar tiirlerin durumlar1 ve evrimsel siirecleri
acisindan bilgi saglamaktadir. Bu arastirmanin amaci sitokrom b geni ile A.
sylvaticus’un taksonomik durumunu incelemek ve tiir problemi olan A. hermonensis

ile karsilagtirmaktir.



1.1. Kuramsal Temeller

Aragtirmaya konu olan orman faresinin ait oldugu sistematik asagida
verilmistir.
Regnum (Alem): Animalia (Hayvanlar)
Phylum (Sube): Chordata (Kordalilar)
Classis (Simif): Mammalia (Memeliler)
Ordo (Takim): Rodentia (Kemiriciler)
Familia (Aile): Muridae (Fareler ve Siganlar)
Genus (Cins): Apodemus

Species (Tiir): Apodemus sylvaticus

1.1.1. Ordo: Rodentia (Kemiriciler)

Memeliler iginde en fazla tiirle temsil edilen Rodentia (Kemiriciler) tiim
memeli tiirlerinin yarisina sahiptir. Kemiricilerde {ist ve alt kesici disleri kemirmeye
uygun Ozellikte olup dislerin dis yiizeyi sert mine tabakasiyla ortiilii oldugundan i¢
ylizey daha serttir. Kesici disler koksiiz olup siirekli olarak biiyiir. Kopek disleri ve
premolarlart olmadigindan c¢enede diestema adi verilen uzunca bosluklar bulunur.
Kemiriciler otcul ve etgil olarak beslenir. Bazi tiirlerde besini depo etmeye yarayan
yanak keseleri bulunur. Agiz, yutak ve yemek borusundan sonra basit bir mide ve
bagirsaklar ile sindirim kanali son bulur. Kemiricilerde kor bagirsak uzundur.
Nispeten uzun kuyruklar1 olup bazen tiiylerle kapldir. isleve bagh olarak gdzler
farkli biiytlikliikkte olup ¢ogunlukla koku alma duyusu geligsmistir. Aynt zamanda
dokunma killar1 dokunma duyusu i¢in gelismistir (Kuru, 1994).

Kloak yoktur, lirogenital ve anal agikliklar1 ayridir. Gebelik siiresi 16-170 giin
arasinda degisen bu hayvanlarda meme sayis1 2-18 arasinda degisir. Cogunlugu yilda
birden fazla dogum yapar ve bir batinda 1-18 yavru verirler. Kiigiik kemiricilerin

omiir uzunlugu genellikle iki y1l kadardir (Kuru, 1994).



1.1.2. Familia: Muridae (Fareler ve Sicanlar)

Memelilerin en kalabalik familyasini olustururlar. Diger kemiricilerden daha
uzun kuyruklara sahiptirler. Kuyruklar1 kil yerine pul ile kaplidir. Kulagin kepce
kismu biiyiik, agiz-burun kismu sivrice ve gozleri nispeten biiytiktiir. Postta killar diiz
ve genelde arkaya yatiktir (Demirsoy, 2003).

Killar kisa, kalin, yumusak ve serttir. Kuyruk uzunlugu genellikle viicuttan
daha uzun, ¢iplak ve iizeri pullarla &rtiiliidiir. On iiyeler 4 parmakli olup tirmanici
olanlarda, basparmakta tutunma kabarciklart bulunur. Arka tiyeler 5 parmaklidir.
Kulaklar1 genellikle uzundur. Bitkisel ve hayvansal besinlerle beslenirler. Ureme
potansiyelleri ¢ok yiliksek olup, c¢evre kosullarina en 1iyi sekilde uyabilen
memelilerdir (Kuru, 1994).

1.1.3. Genus: Apodemus Kaup, 1829

Bu tiiriin ayirict 6zelligi olarak bas-beden; 6-15, kuyruk; 7-14 cm. agirliklari,
15-20 gramdir. Gozler biiyiik ve hafifce ileriye ¢ikik; kulaklar1 basin iizerini asar,
kuyruk uzun, arka ayaklar nispeten ince ve uzundur. Apodemus cinsi lyeleri iyi
tirmanirlar ve uzun mesafelere sigrayabilirler. Genellikle geceleri faaldirler. Azi
digleri kokli olup ¢igneme yiizeyi iizerinde mine ortiilii ¢ikintilar vardir. Disileri 6-8
adet memeye sahiptir. Besinleri genellikle tohum olup bocek, salyangoz ve bazi

omurgalilar besin diyeti i¢inde yer almaktadir (Demirsoy, 2003).

1.1.4. Species: Apodemus sylvaticus Linnaeus, 1758

Orman faresi, Apodemus sylvaticus, Bat1 Palearktik bdlgede yaygin olarak
bulunan ve biyolojisi iyi bilinen kemirici tiirlerinden biridir. Tiim Avrupa’da 30’dan
fazla alttiirii rapor edilmistir (Flowerdew vd., 1985).

Orman faresi bas-beden: 8-10, kuyruklar1 7-11 cm; agirliklart 14-30 gramdir.
Kulaklar1 biiyiik ve ¢iplak; gozleri iri; burunlar sivridir. Kuyruklart hemen hemen

viicut uzunlugundadir. Kromozom sayilart 2n: 48’dir. Sirt kisimlart grimsi



kahverengi; sirtin orta kismi genellikle koyulasmis; karin kismi beyazimsi giimiis
grisidir. Gerdanda daha dar ve uzunca sarimsi kahverengi bir benek bulunur. Sayet
bu benek varsa viicudun alt kismina dogru uzayabilir; fakat hi¢cbir zaman kapali bir
boyun bandi olusturmaz. Kuyruk {istte, sirtin ortast gibi koyu renkli ve altta agik
tondadir. Yilda 3-4 olmak iizere, her batinda 3-9 yavru verir. Zemini nispeten ¢iplak
ormanlarda, tarlalarda, bahcelerde ve steplerde, bazen de kisin tesadiifen binalarda
bulunurlar. Besin olarak yagli ve nisastali tohumlar1 tercih ederler. Bazen omurgasiz
hayvanlar1 da yerler ve kis uykusuna yatmazlar (Demirsoy, 2003).

Kafatas1 karakterleri: A. mystacinus ve A. flavicollis’ten daha kii¢iik kafatasi
Olciilerine sahiptir. Genel olarak A. flavicoolis’e benzer fakat kafatas1 hafifce daha
sismis ve diizgiin, hi¢ koseli degildir. Keskin foramin olduk¢a konik ©n
ekstremitelerle dardir. Timpanik bullae dikkat c¢ekici sekilde kiigikk ve A.
flavicollis’in kemiksi isitsel yapisi daha kiigiik ve daha az sigmistir.

Disler: Disler kafatasi biiyiikliigiine bagintili olarak kiigiiktiir, 4. mystacinus
ve A. flavicollis’den st yanaklar1 daha kiigiiktiir. Azilarin bogumlu yapis1 4.

Sflavicollis’e benzerdir (Harrison, 1991).

1.1.5. Molekiiler Teknikler

Molekiiler biyolojideki son teknolojik gelismeler, 6zellikle in vitro sartlarda
niikleik asit g¢ogaltilmasi ve tespitine imkan saglayan yontemler, genetik ve
biyoteknoloji alaninda 6nemli gelismeler saglamistir. Sadece genetik alaninda degil
tiptan mikrobiyolojiye, tarimda tohum safliginin belirlenmesinden sistematik ve
evollisyon calismalarina kadar genis bir alanda kullanim alani bulan niikleik asit
cogaltma ve tespit yontemleri genel anlamda iki farkli prensip iizerine oturtulmustur.
Bunlar; niikleik asit prob-hibridizasyon yontemleri ve niikleik asit amplifikasyon

yontemleridir.



1.1.5.1. Niikleik Asit Prob—Hibridizasyon Yontemi

Niikleik asit prob-hibridizasyon yontemi molekiiler yontemlerin en eski ve
basit olanidir. Ornekteki hedef niikleik asit dizisi, komplementeri olan isaretli bir
prob ile hibritlenmekte ve bdylece 6rnege ait hiicre DNA’larindaki spesifik genlerin
isaretli problarla ortaya konmasi amaglanmaktadir.

Niikleik asit amplifikasyon teknolojisi, niikleik asit teknolojisinin en
kompleks ve duyarli olanidir. Hedef DNA’y1 ¢ogaltmak i¢in enzim kullanilir ve
teorik olarak pratikte her zaman miimkiin olmamakla birlikte bir kopya DNA’y1
tanimlayabilir. Niikleik asit amplifikasyon testlerinin c¢ogunda, ortaya ¢ikan
amplikonu tespit i¢in niikleik asit problar1 ve agaroz jelde amplikonlarin boyanarak
gosterilmesi yoluna gidilmektedir.

Niikleik asit amplifikasyon tekniklerinin, prob hibridizasyon testlerine gore,
en onemli avantaji daha analitik olmalaridir. Her tirlii materyalin 6rnek olarak
degerlendirilebildigi, hedef genlerin veya nikleik asitlerin in vitro sartlarda
cogaltilabilmesi ve tanimlanmasma imkan saglayan bu yontemler, normal gen
yapisinin analizinin yan1 sira genlerdeki inversiyon, delesyon veya nokta
mutasyonlarin gosterilebilmesine de yardimci olmaktadir.

Molekiiler tan1 yoOntemlerinin temelini niikleik asit kimyasi ve yapisal
ozelliklerinin tespitine yonelik c¢aligmalar olusturmustur. DNA ilk olarak 1870
yilinda Friderich Miescher tarafindan tanimlanmistir. Phoebus Theodore Levene
(1909) gen yapisinda RNA/DNA iliskisini géstermis ve bu daha sonraki ¢caligmalara
151k tutmustur. Kary B. Mullis (1986)’in  Thermus aquaticus’dan izole edilen
termostabil Taq DNA polimerazi, polimeraz zincir reaksiyonu ile basart ile
uygulamasi, spesifik DNA dizilerinin in vitro sartlarda ¢ogaltilmasini miimkiin hale

getirilmistir (Durmaz, 2001).

1.1.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, hiicreden arindirilmis bir yontem olarak, DNA klonlamasini

kolaylagtirarak rekombinant DNA aragtirmalarinin giiclii bir teknigi olmustur. PCR



analizi; molekiiler biyoloji, insan genetigi, evrim ve adli vakalar gibi pek cok
disiplinde uygulama olanag1 bulmustur.

PCR, DNA molekiilleri toplulugunda, 6zgiil hedef DNA dizilerinin dogrudan
cogaltilmasimna dayanir. PCR ile belirli bir bolgeyi ¢ogaltabilmek i¢in, hedef
DNA’nin niikleotid dizisi hakkinda bazi bilgiler gerekir ve bu bilgiler, tek zincirli
hale getirilmis DNA’ ya baglanacak olan iki oligoniikleotid primerin sentezlenmesi
icin kullanilir. Bu primerler c¢ogaltilacak tek zincirli DNA molekiiliindeki
tamamlayic1 dizilerle hibridize olur ve 1siya dayanikli bir DNA polimeraz (Taq

polymerase), calisilan DNA’daki hedef bolgenin sentezini saglar (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Polimeraz zincir reaksiyonu basamaklari (Anonim, 2010a)



In vivo sartlarda DNA replikasyonu esnasinda enzimler ilk olarak DNA’nin
cift zincirli hale ge¢isini saglar. Daha sonra RNA polimeraz sentezlenir ve
replikasyon baglangic bolgesinde, tek zincirli hale doniistiirilmiis DNA
zincirlerinden birisine komplementer RNA’nin olusumu saglanir. Bu DNA/RNA
heterodubleksi DNA polimerazin baglanmasi i¢in bir baslatict bolge rolii oynar.
Boylece DNA’nin komplementeri sentezlenir. PCR c¢aligmalarinda reaksiyonun
gerceklesmesi icin kiiclik miktarda hedef DNA (1-100 ng kadar) igeren Ornek,
calisma soliisyonu igerisine ilave edilir. Daha sonra ornekteki hedef c¢ift sarmal
DNA’ nin, tek sarmal DNA’ya doniistliriilmesi saglanir (denatiirasyon). Tek sarmal
DNA iplik¢iklerinin  karsiti, 20-30 baz ¢ifti (b¢) uzunlugundaki sentetik
oligoniikleotit diziler, RNA/DNA heterodubleksini olusturmak iizere primer gibi
kullanilir. Spesifik bir bolgenin amplifikasyonu ic¢in hedefi sinirlamak amaciyla
ikinci primer kullanilir. Primerlerden birisi tek sarmal DNA zincirinde baslatict
bolgeyi olustururken, ikincisi de diger zincir lizerinde sonlandiric1 bolgeye baglanir
(annealing). Taqg DNA polimeraz enziminin yardimiyla, primerlerin baglandigi
bolgeden itibaren her tek sarmal DNA zincirinin komplementeri olusturulur
(exstension). Boylece iki adet ¢ift sarmal DNA olusur. Olusan ¢ift sarmal DNA’lar,
yeni amplifikasyon i¢in kalip gorevini istlenirler. Bu islem 30 siklus
tekrarlandiginda birkag saat igerisinde, hedefin milyarlarca kopyasi elde edilebilir.

PCR temel olarak tekrarlayan {i¢ asamal1 bir yontemdir. Bunlar;

1. Denatiirasyon: Cift iplikli DNA’ nin birkag saniye 94-96°C 1s1 ile tek iplikli DNA’
ya ayrilmasidir.

2. Baglanma (Annealing): Ornek, birka¢ dakika 30-60°C’ de tutularak, primerin
(spesifik sentetik oligoniikleotitler) tek sarmal DNA’daki hedef bdlgelere
hibridizasyonu saglanir. Bu, hidrojen baglarinin yardimi ile olur. Baglanma 1sis1
sadece DNA/DNA eslesmesine imkan saglayacak kadar yliksek olmalidir.

3. Uzama (Extension): Polimeraz enzimi yardimi ile tek sarmal DNA kaliplarina
baglanan primerlerin 5' — 3' yonde uzatilmasidir.

PCR yonteminin kullanim alanlar1 asagida 6zetlenmistir.

1) Kalitsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin tanisi,
2) Prenatal (dogum Oncesi) tanida,
3) Klinik 6rneklerde patojen (hastalik yapabilecek) organizmalarin saptanmasi,

4) Adli tipta,
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5) Onkogenesisin(kanser yapan hiicrelerin olusum evresi) arastirilmasinda,

6) “Probe”’(sonda) olusturulmasinda; klonlamada; gen tanimlamasi aragtirmalarinda,
7) DNA dizi analizinde; biiyiik miktarda DNA 6rneklerinin olusturulmasinda,

8) Bilinmeyen dizilerin tayininde,

9) Gegmis DNA'nin incelenmesi ve evrimin aydinlatilmasinda,

10) "Restriction Fragment Length Polymorphism" (RFLP) analizinde,

11) In vitro fertilization (canli hiicre disinda gergeklesen sperm yumurta birlesmesi)
yapilan tek hiicrede, implantasyon (d6l tutma) Oncesi genetik testlerin yapilmasinda
ve implantasyonun gergeklestirilmesi ile bebegin normal dogumunun saglanmasi
sirasinda,

12) DNA-Protein interaksiyonunun (etkilesiminin) arastirilmasinda (footprinting)
kullanilabilir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), in vitro sartlarda DNA sentezinin
onemli bir teknigidir. DNA’nin 6zel bolgelerinin biiyiikk miktarlari, sekans ve
uzunluk belirlenmesinde, toplam kismin kiiglik bir miktarindan sentez edilebilir.
PCR, spesifik ilgi ¢ekici DNA ¢ogaltilmasi i¢in ¢abuk, hassas ve ucuz bir yontemdir.
Bu teknik molekiiler biyolojiyi kokiinden degistirmekte ve tip ve doga bilimlerinin

her bir alaninda kullanilmaktadir.

1.1.5.3. Standart PCR Reaksiyonunun Elementleri

Standart PCR reaksiyonu parcalar1 sunlardir; Isiya dayali (termostabil) DNA
polimeraz, kalip DNA, primerler, ANTP substrati, MgCl, tamponu ve tuzdur.
1)Polimeraz; Genellikle 1siya dayanikli DNA polimeraz olarak Taq polimeraz
kullanilir. Sonug olarak bu enzimin maksimum aktivitesi i¢in ¢ogu standart PCR
irlinleri optimize edilir. Bununla birlikte Taq polimeraz bazi uygulamalar igin
idealden daha diisiik baz1 6zellikler gostermektedir. Bunlardan ilki, bu enzim 3'—5'
endoniikleaz  aktivitesi  eksikliginden dolayr olduk¢a yiiksek hatali
degerlendirilmektedir (Saiki vd., 1998). Ikinci olarak bu enzim sekans icin DNA nin
hazirlanmasina engel olabildiginden uzun iirlin kopyalanmasi yetersiz

bulunmaktadir.
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2) Kalip DNA; PCR’mn 6nemli 6zelliklerinden biri de goreceli olarak saf olmayan
DNA’ni olduke¢a kii¢iik miktarlariyla ¢aligilabilmesidir.

3) ANTP Substrat; PCR’da her bir ANTP konsantrasyonu 200 uM’yi asmamalidir.
Substratin bu miktart DNA’nin 12,5 pg sentezine yeterlidir.

4) Magnezyum Konsantrasyonu; Magnezyum iyonu biitin DNA polimerazlar igin
kofaktor olarak gerekmektedir. Bundan baska magnezyum iyon konsantrasyonu
sunlar etkileyebilmektedir;

a) Primer baglanmasi

b) Hedef ve iiriinler i¢in ayrilma asamasinin sicakligi

¢) Uriinlerin 6zgiilliigii

d) Enzim uygunlugu ve istenmeyen primer-dimer hatasiin olusumu.

Cogu kalip DNA’da verimli ve tam bir amplifikasyon i¢in magnezyum iyon
konsantrasyonunun optimizasyonu gereklidir. Her termofilik polimeraz i¢cin Mg™
optimal konsantrasyonu Tablo 1’de verilmistir. Bunlar reaksiyonda Mg iyon
konsantrasyonu optimizasyonu i¢in baslangi¢ noktasi olarak goérev yapmaktadir.

5) Tampon ve tuz; PCR igin standart tampon 10-50 mM Tris-HCl’dir. Cogu
termofilik polimerazlar i¢in optimum pH 8-9 arasindadir.

Cogu reaksiyonda kullanilan tuz potasyum ya da sodyumdur. Dogru primer
baglanmasini kolaylastirmak icin genellikle K™ (Na") eklenmektedir. Taq polimeraz
icin, konsantrasyon genellikle 50 mM kullanilmakta, 50 mM’den daha yiiksek tek
degerlikli iyon konsantrasyonu polimeraz aktivitesini durdurmaktadir (Innis vd.,

1988).

1.1.5.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Avantaj ve Dezavantajlar

PCR’mn en 6nemli avantaji 25 baz ciftinden 10.000 baz ¢iftine kadar olan
spesifik DNA dizilerini amplifiye edebilme o6zelligine sahip olmasidir. Primer
spesifik hedef dizileri kullanmaktadir. Buna ilaveten PCR oldukga hizlidir; bir DNA
parcasi sadece li¢ saat icerisinde milyon defa kopyalanabilir. PCR’1n dezavantajlari,
yanlis negatif ve pozitif sonu¢ verme ihtimaline sahip olmasidir.

Tiim tedbirlere ragmen amplifikasyonda karsilasiimas1 muhtemel problemler

ve ¢Oziimleri:
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1. Oldukga uzun, beklenmeyen tirlinlerin varliginda;

a. Baglanma siiresi diisiiriiliir, 1s1s1 artirilir,

b. Uzama siire ve 1s1s1 diisiiriiliir,

c. MgCl; sabit tutularak KC1 konsantrasyonu 2 kata kadar artirilir,

d. MgCl, konsantrasyonu 3-4,5 mM’a kadar ¢ikartilir, ANTP konsantrasyonu sabit
tutulur,

e. Daha az primer kullanilir,

f. Daha az kalip DNA kullanilir,

g. Taq DNA polimeraz miktar1 azaltilir.

Bunlarin higbirisi ige yaramazsa sistem gézden gegirilir, primerler degistirilir,
yukaridaki tedbirlerden bir veya birkag1 birlikte denenir.
2. Cok kisa, beklenmedik {iriinlerin varliginda;
a. Baglanma 1si1s1 yiikseltilir,
b. Baglanma siiresi artirilir,
c. Uzama siiresi uzatilir,
d. Uzama 1s1s1 74-78°C’ ye ¢ikartilir,
e. KCI konsantrasyonu 0,7-0,8 oraninda diistiriiliir,
f. MgCl, konsantrasyonu 3-4,5 mM’a kadar ¢ikartilir, ancak dNTP sabit tutulur,
g. Daha az primer kullanilir,
h. Daha az kalip DNA kullanilir

1. Taq DNA polimeraz miktar1 azaltilir.

Yukaridakilerden higbirisi caligmaz ise sistem ve primerler gozden gegirilir.
3. Reaksiyon 6nceden ¢alistigi halde daha sonra calismamaya baglarsa;
a. Reaksiyon tiiptindeki maddelerin dogru miktarda ve eksiksiz olup olmadigi kontrol
edilir,
b. dANTP soliisyonu degistirilir,
c. Primerleri yeni alinmis ise kontrolleri yapilmalidir,
d. Primerlerin miktar1 artirilir,
e. Hedef molekiiliin miktar1 artirilir,

f. Baglanma 1s1s1 6-10°C diisiiriilerek tekrar ¢aligilir.
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4. PCR iiriinleri zay1f ise;

a. Baglanma 1s1s1 kademeli olarak diistirtiliir,

b. Primerlerin miktar1 artirilir,

c. Kalibin miktar1 artirilir,

d. Taq DNA polimeraz mikrati artirilir,

e. Hedef iiriin 1000 baz ciftinden biiyiikse KCI konsantrasyonu ytikseltilir, biiytlikse
diistirtlir.

5. Uzun triinler zayif goriiniiyorsa;

a. KCl, 0,7-0,8 oraninda azaltilir,

b. MgCl,,3-4,5 mM’a getirilir,

c. Denatiirasyon siiresi uzatilir,

d. Baglanma siiresi uzatilir,

e. Baglanma 1s1s1 azaltilir,

f. Uzama siire ve 1s1s1 ylikseltilir,

g. Zayif lokusun primerleri artirilir.

1.1.6. Niikleik Asitlerin Elektroforezi

Niikleik asitlerin incelenmesinde en etkin tekniklerden olan elektroforez;
farkli uzunluklardaki DNA ve RNA zincirlerine ait pargalari birbirinden
ayirmaktadir. Genel olarak, elektroforez bir karisimdaki molekiilleri, bir elektrik
alanin etkisiyle hareket etmelerini saglayarak ayristirmaktadir. Numune, gozenekli
bir maddenin (bir filtre kagid1 pargas: ya da yar1 kat1 jel) lizerine konup, elektrik
geciren bir ¢ozeltinin igine yerlestirilir. Eger iki molekiil yaklasik ayni kiitleye ve
bicime sahipse, net yiikii en fazla olan, zit polaritedeki elektroda dogru daha hizh
hareket eder. Niikleik asit fragmentlerinin tanimlanmasi, saflastirilmas1 ve
ayristirilmasi igin kullanilan en etkili yontem agaroz jel elektroforezidir. Agaroz D
ve L galaktozun a- (1—3) ve B- (1—4) glikozidik bag ile baglanmasiyla olusan
linear polimerdir. Bu polimer elektroforez isleminde Orneklerin yiiklendigi ortam
olarak gorev yapip, elektrikli alanin etkisiyle molekiillerin ayrilmasina olanak verir.
Agaroz jel elektroforezi DNA analiz ve seperasyonunun genel ve kolay yolu olarak;

jelde DNA’nin goriilebilmesi, miktarinin belirlenmesi ve 6zel bantlarin izole
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edilmesi amacini1 olusturmaktadir. DNA molekiillerinin agaroz jelde go¢ hizini
DNA’nin molekiiler biytikligii, kullanilan agaroz konsantrasyonu, DNA’nin
konformasyonu, elektroforez tamponu ve jelde Etidium Bromide’in yapisi,
uygulanan voltaj ve agarozun tipi etkilemektedir. Kullanilan Etidium Bromide boyas1
DNA’nin UV 1sik altinda goriinilir olmasin1 saglamaktadir. Genellikle agaroz jel %
0,7-% 2 arasinda yapilmakta ve 0,2-10 kilobaz arasinda DNA fragmentini sepere
edebilmektedir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Agaroz Jel Elektroforezi (Anonim, 2010b)

M.O. 3. yiizyilda Aristo ile baslayan sistematik temel olarak biiyiik 6lciide
morfolojik karakter temeline dayanmaktadir. Bu geleneksel yaklasimlar bazi
degisimlerle gilinlimiizde de halen kullanilmaktadir. Ancak tir smirlarinin
tanimlanmasinda sadece morfolojik verilerin yeterli olmadigi degisik durumlar

mevcuttur. Bu durumdaki sorunlar1 ve sistematik problemleri ¢6zmek amaciyla
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cesitli calismalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalar sitogenetik ¢alismalar, kimyasal igerik
calismalar1 ve farkli biyokimyasal belirteclerin kullanildigi izozim ¢alismalaridir.
Sistematik problemlerin ¢oziimiindeki en son gelismeler ise farkli DNA temelli
belirte¢ sistemleriyle genotipin dogrudan ya da dolayli olarak belirlenmesi iizerinde
olmustur. Bu DNA temelli farkli analizler, pek ¢ok sorunun ¢éziimiinde umut verici
goriilmektedir. PCR bu analizlerin temelini olusturmaktadir.

PCR belirteg sistemi avantajlar1 nedeniyle prokaryotik ve Okoryotik tiirler
gibi pek cok farkli yapinin genotipinin belirlenmesi, genom yapisinin arastirilmasi,
cesitli taksonomik c¢aligmalar, evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, bireysel,
kiiltiir ve 1rk belirlenmesinde, ebeveyn belirleme, genetik varyasyonun belirlenmesi,
adli tip, klinikal teshis, prenatal tani, salgmlar ve ekoloji alanlarinda yogun bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu tiir ¢alismalar direk sistematik problemleri ¢dozmeye
yonelik olabilecegi gibi bu sonuclar bazen farkli alanlarda da kullanilabilmektedir.
Ornegin calismalar hayvan tiirlerinin genetik akrabaliklarinin belirlenmesi,
populasyonlar aras1 ve populasyon i¢i genetik cesitliligin belirlenmesi ve buna
benzer diger durumlar1 kapsamaktadir.

Hayvan sistematigi amagli yapilan c¢aligmalarda elde edilen verilerin
filogenetik analizi farkli metotlarin kullanildigi, degisik bilgisayar programlariyla
degerlendirilmektedir. Son yillardaki ¢alismalarda oldugu gibi sistematik veya farkli
amagclarla yapilan ¢aligmalarda birden fazla molekiiler teknik kullanilmas1 hayvanin
tiim dizi analizinin miimkiin olmadig1 durumlarda daha anlamlidir. Ayrica ¢alisma,
tirlerin belirlenmesi amacli oldugunda bu karakterlerle morfolojik karakterlerin
karsilagtirilmali analizlerine gidilmesi daha degerli sonuglar vermektedir.

Degisik familyalara ait ve farkli 6zelliklere sahip bir¢cok hayvan tiiriiniin
genetik akrabaliginin ve tiirlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir¢ok bagarili PCR
calismasi vardir.

Genetik farkliliklar1 ortaya koymak i¢in yapilan ¢alismalar farkli cografik
alanlarda yasayan tiirlerin genetik 6zelliklerini aydinlatmaktadir. Yakin akraba tiirler
icinde diploid kromozom numaralar1 farkli olabilmektedir. Bu nedenle karyotipik

caligsmalar farkl tiirleri ortaya koymaktadir.
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1.1.7. Sitokrom b ve p-Aktin Genleri

Sitokrom b geni hiicre acisindan ¢ok 6nemli bir yap1 tasidir. Sitokrom b,
transmembran ana alt birimidir, yaklasik olarak 400 amino asitten olusur. Okaryotlar
ve aerobik Prokaryotlarda mitokondri olarak Sitokrom b solunum zinciri
kompleksinin bir parcasidir. Bu kompleksler elektron taginmasi ile ATP
jenerasyonuna  katilirlar  ve  bdylece  hiicre i¢inde hayati bir rol
oynamaktadirlar.Yaygin olarak populasyon genetigi ve filogenetik c¢aligmalar igin
kullanilan mtDNA bdélgesidir (Anonim, 2010c). Canlilarda bu gene ait DNA dizini
incelenerek degisim ve farklilagsmalar ortaya konulmaktadir (Irwin vd., 1991). DNA-
temelli yaklagimlar giderek biyolojik cesitlilik survey c¢alismalarinda daha yaygin
cok olarak kullanilmaktadirlar, Sitokrom b geni ile yapilan ¢aligmalar ise her giin

daha ¢ok 6nem kazanmaktadir (Mayer vd., 2007).

Aktinler tiim Okaryotlarda bulunan son derece korunmus proteinlerin
olusturdugu bir gruptur. Amino asit dizisi temelinde 6 farkli memeli aktin belirlendi:
iskelet kasi, kalp kasi, 2 diiz kas aktini ve sitoplazmik - aktin ve y-aktin. Korunmusg
proteinlerin olusturmasi nedeni ile populasyon genetigi ve filogenetik ¢aligmalar i¢in
kullanilmaktadir (Nudel vd., 1983; Anonim, 2010d). pB-aktin yaygm olarak
sitoplazmik sitoskeletal bir protein olarak incelenmistir, hiicre ici hareketlerde

onemli rol oynar. Ayn1 zamanda niiklear bir proteindir (Hu vd., 2004).
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2. MATERYAL ve YONTEM

Bu arastirma Kirikkale ilinden 12 Agustos 2009 tarihlerinde yakalanan
Apodemus sylvaticus Srneginin sitokrom b ve B-aktin genlerinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile c¢ogaltilmasi, agaroz jel elektroforez ile goriintiillenmesi ve DNA
Dizin Analizine dayanmaktadir. Arastirma Kirikkale Universitesi Biyoloji Boliimii
Omurgali Hayvanlar Laboratuar1 ve Ankara Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiisiit Kuduz Teshis Laboratuarinda yiiriitilmiistiir.

Omek yakalamak i¢in hem 6lii hem de canli kapanlara fistikla ¢ignenmis
ekmek i¢i yem olarak konmustur. Yakalanan 6rnek laboratuara getirilerek dort dis

standart Olciisti ve agirligi kaydedilerek standart miize 6rnegi tipinde doldurulmustur

(Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Kirikkale ili Kirikkale Universitesi yerleskesinden yakalanan Apodemus

sylvaticus (3, No:1731)’a ait bir miize drnegi

Di1s karakter Slgiileri cetvelle, i¢ karakter olgiileri 0.05 mm’ye kadar hassas
bir kumpasla asagida aciklandigi sekilde alinmustir (Sekil 2.2).

Tiimboy: Sirt Ustii milimetrik bir cetvel {lizerine yatirilan 6rnegin burun
ucundan kuyrugun etli olan kisminin sonuna kadar olan mesafe.

Kuyruk uzunlugu: ilk kuyruk omurunun baslangicindan kuyrugun etli

kisminin sonuna kadar olan mesafe.

18



Ardayak uzunlugu: Topugun en arka noktasindan en uzun parmagin tirnak
ucuna kadar olan mesafe.

Kulak uzunlugu: Dis kulak kanali oOniindeki en alt noktadan kulak
kepgesinin tepe noktasi arasindaki mesafe.

Condylobasal uzunluk (1): Occipital condyllerin en ard noktalarini
birlestiren hat ile kesiciler arasindaki premaxilla kemiklerinin en 6n noktalarimi
birlestiren hat arasindaki en kisa mesafe.

Basal uzunluk (2): Foramen magnumun alt 6n noktasi ile premaksilla
kemiginin kesici dislerin ard noktalarindaki en ileri noktasi arasindaki mesafe.

Basilar uzunluk (3): Foramen magnumun ventralindeki en 6n nokta ile iist
kesici alveollerinin en ard noktalarini birlestiren dogru arasindaki en kisa mesafe.

Condylobasilar uzunluk (4): Occipital condyllerin en ard noktalarini
birlestiren hat ile st kesici alveollerinin en ard noktalarini birlestiren dogru
arasindaki en kisa mesafe.

Occipitonasal uzunluk (5): Occipital kemigin en ard noktasi ile nasallerin en
ug noktalarini birlestiren en kisa mesafe.

Diastema uzunlugu (6): Sol iist kesici disin molar alveoliiniin en ard noktasi
ile birinci sol tist molar alveoliiniin en 6n noktasi arasindaki mesafe.

Foramen incisiva uzunlugu (7): Foramen incisiva’nin 6n noktalarini
birlestiren dogru ile ard noktalarini birlestiren dogru arasindaki mesafe.

Nasal uzunluk (8): Nasal kemiklerin en 6n noktasi ile nasofrontal dikisin
ortasindan gecen diizlem arasindaki mesafe.

Ust molar alveol uzunlugu (9): Sol M? alveoliiniin en ard noktasi ile M'
alveoliiniin en 6n noktasi arasindaki mesafe.

Ust molar uzunlugu (10): Sol M>{in en ard noktas1 ile M"’in en 6n noktasi
arasindaki mesafe.

Bullae uzunlugu (11): Bullaenin en uzak iki noktasi1 arasindaki mesafe.

Interorbital genislik (12): Frontal kemiklerin orbitler arasinda en g¢ok
daraldig1 yerlerdeki basin median hattina dik olan hattin genisligi.

Occipital genislik (13): Occipital kemigin lateral yiizeylerde meydana
getirdigi iki ¢ikint1 arasindaki mesafe.

Nasal genislik (14): Nasal kemiklerin en genis yerinin uzunlugu.
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Damak uzunlugu (15): Ust kesici alveollerinin en ard noktalar1 ile M3
hizasinda damagin olusturdugu kavisin en On noktasini birlestiren dogrunun
uzunlugu.

Rostrum genisligi (16): Rostrumun en genis yerinin uzunlugu.

Palatinal uzunluk (17): Ust kesici alveollerinin en ard noktalar1 ile M?
hizasinda damagin olusturdugu kavisin en 6n noktasi arasindaki mesafe.

Zygomatic genislik (18): Basin median hattina dik olacak sekilde zygomatik
kavislerin en dis noktalar1 arasindaki mesafe.

Bullaeli beyin kapsiilii yiiksekligi (19): Bullaenin en alt noktasindan gegen
diizlem ile beyin kapsiiliiniin en {ist noktas1 arasindaki mesafe.

Beyin kapsiilii genisligi (20): Parietal kemiklerin laterale dogru yaptigi
cikintilar arasindaki mesafe.

Alt molar alveol uzunlugu (21): Sol M; alveoliiniin en ard noktasi ile M,
alveoliiniin en 6n noktas1 arasindaki mesafe.

Altcene uzunlugu (22): Sol alt kesici dislerin i¢ alveol kenar1 ile condyloid

¢cikintinin en ard noktasi arasindaki mesafe.
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4

Sekil 2.2. I¢ karakter dl¢iilerinin alimisinin gosterildigi Apodemus sylvaticus’a ait bas

iskeleti
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Sekil 2.2. (Devami) I¢ karakter Olciilerinin almisinin  gosterildigi Apodemus

sylvaticus’a ait bas iskeleti

Kirikkale Universitesi Biyoloji Béliimii Zooloji Koleksiyonunda bulunan
Apodemus sylvaticus 0Ornegi c¢alismada kullanilmistir. Bu oOrnege ait kulak

dokusundan 3 mm biopsi alma aparati kullanilarak doku ornekleri alinmistir (Sekil
2.3).
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Sekil 2.3. Kulak kepgesinden doku 6rneginin alinisi

2.1. Kimyasal Maddeler ve Reagentler

- Steril Distile Su (DNase, RNase, Pyrogen yoniinden temiz ultrapure grade)

- Tris Borat EDTA (TBE) buffer, 10X (109 g Tris Base MW=121,1; 55 g Borik asit
MW=61,83; 9,3 ¢ EDTA MW=292,25; Steril Distile Su ile 1 litreye tamamlanir)

- DNA yiikleme tamponu, 5 X (%02 bromophenol blue, %02 xylene cyanole, %12,5
ficol) veya kullanima hazir ticari iiriin.

-DNA merdiveni

- Agarose (molekiiler biyolojik grade, % 2)

- Ethidium bromide (1/10.000 kullanilir)

- Polaroid 667 film

- Primerler

- PCR Kit :Super Script III One-Step RT-PCR with Platinum Taq, Invitogen, ABD

- DNA izolasyon Kit : DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen, Almanya
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2.2. Ekipmanlar

- Otomatik pipetler (10, 100, 200, 1000 ul)

- Otomatik pipet uglar1 (10, 100, 200, 1000 pl) (DNase, RNase, Pyrogen yoniinden
-temiz, filtreli)

- 0,2 ml, 0,5 ml ve 1,5 ml eppendorf tiip (DNase, RNase, Pyrogen yoniinden temiz)
- 15 ml ve 50 ml santrifiij tiipleri

-Tek Kullanimlik Pipetler (1, 5, 10 ml)

- Derin Dondurucu (-20 °C ve -80 °C)

- Buzdolab1

- Thermal cycler

- Mikrosantrifiij

- Elektroforez Sistemi

- UV transilluminator

- Polaroid fotograf makinesi

- Vorteks

- Biyolojik Giivenlik Kabini

- Mikrodalga Firin

- Hassas Terazi

- Eldiven, Maske, Laboratuar Giysisi

2.3. Niikleik Asit (DNA) izolasyonu

Niikleik Asit (DNA) izolasyonu amaci ile ticari kit (DNeasy Blood & Tissue
Kit, Qiagen, Almanya) kullanilmistir. 3 mm uglu biopsi alma alparat1 ile 6rneklenen
karaciger ve kas dokular1 -20 °C’de bekletilmistir. Caligma giinii -20 °C’de bekletilen
karaciger ve kas dokusu olarak orneklenen biopsi materyali ¢alisilacak ortam olan
laminar flow kabin igerisine alinmustir. Iki adet 2 ml vida kapakli tiip
numaralandirilmistir. Her bir 6rnek 2.0 ml vida kapakli homojenizasyon tiipiline ayri
ayr1 konularak {izerine 180 ul ATL buffer ilave edilmistir. Uzerlerine 20 ul
proteinase K ilave edilerek tiipler 15 saniye vorteks edilmistir. Hemen sonra 56°C

calkalamali kuru blok 1siticida dokular tamamu ile ¢oziilene kadar inkubasyon islemi
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uygulanmustir. Inkubasyon siiresi sonunda 15 saniye vorteks edilen tiiplerin igerisine
200 pl buffer AL ilave edilerek tiipler tekrar 15 saniye vorteks edilmistir. Tiip
icerisinde bulunan karistm (400 pl) 2 ml DNeasy Mini spin kolonu igerisine
konularak 6000 x g (8000 rpm) ayarinda 1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda tiip tabaninda bulunan siiziintli dokiilerek DNeasy Mini spin kolonu yeni bir
2 ml tiipe konulmustur. Kolon igerisine 500 pl buffer AW1 ilave edilerek 6000 x g
(8000 rpm) ayarinda 1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda tiip tabaninda
bulunan siiziintli dokiilerek DNeasy Mini spin kolonu yeni bir 2 ml tiipe
konulmustur. Kolon igerisine 500 pl buffer AW2 ilave edilerek 20,000 x g (14,000
rpm) ayarinda 3 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda 2 ml tiip atilarak
DNeasy Mini spin kolonu yeni bir 1,5 ml tiipe konulmustur. Kolon igerisine 200 pl
AE buffer ilave edilerek oda 1sisinda 1 dakika inkubasyonu takiben 6000 x g (8000
rpm) ayarinda 1 dakika santrifiij edilmistir. Santriflij sonunda tiip tabaninda bulunan
siizintii Niikleik Asit (DNA) icermektedir. DNA konsantrasyonu NanoDrop 2000
(NanoDrop, ABD) spektrofotometre ile Olgililerek konsantrasyon 100 picogram / pl
oranina ayarlanmistir. Elde edilen DNA testte kullanilincaya kadar -80 °C’de

saklanilmistir.

2.4. PCR Primerleri

Bu arastirmada sitokrom b geni DNA dizin amagli Yvanne vd. (2000)
tarafindan kullanilan ve asagida tablo halinde gosterilen primer setlerinin sentezleri
yaptirilmistir (Cizelge 2.1). Primerler saklama sulandirmasi olarak 100 picomol / pl
oraninda ve c¢aligma sulandirmasi olarak 20 picomol / pl oraninda dilue edilerek -20

°C’de saklanilmistir.
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Cizelge 2.1. Analizlerde kullanilan primerler ve DNA dizileri

Primer DNA Dizini

L14115 (5'- AAT GAC ATG AAA CAT CGT TG -3")

H15288 (5'- ACA AGA CCA GAG TAA TGT TTA TAC TAT C -3")
114648 (5'- TGA ATY TGA GGR GGC TTC TCA GTA -3"
H14742 (5'-GGG TTG TTD GAT CCW GTT TC-3")

B-aktin F liniversal

B- aktin R tiniversal

2.5. PCR Amplifikasyonu

PCR, genetik materyallerin saptanmasinda kullanilan molekiiler tabanli,
niikleik asit cogaltma esasl bir yontemdir.

Sitokrom b ve B-aktin genlerine yonelik PCR amplifikasyonu igin ticari kit
(Super Script III One Step RT-PCR Kit With Platinum Taq DNA Polymerase,
Invitrogen, ABD) kullanilmistir.  Reaksiyon toplam 25 pul  hacimde
gergeklestirilmistir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. PCR’da kullanilan reagent ve kullanim miktarlar

Element Kullanilan Miktar (uL)

2X Buffer 12,5
Primer L14115, H15288 veya B-aktin F 1
Primer L14648,H14742 veya -aktin R 1

dH,O 53
Taq DNA Polimeraz 0,2
DNA 5

Toplam Reaksiyon Hacmi 25

Kullanilan primer, distile su, polimeraz enzimi, hedef DNA ve tampon
cozeltiden eppendorf tiipe karigim hazirlanip ve PCR Thermalcycler (PTC100 MJ
Research, ABD) cihazina konulmustur. PCR basamaklarinda, Martin vd., (2000)
tarafindan belirtilen sicaklik, zaman ve dongii sayilar1 Thermalcycler ayarlanarak

kaydedilmis ve calistirllmistir ( Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. PCR basamaklarinin sicaklik, zaman ve dongii degerleri (Martin vd.,
2000)
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Basamak Sicaklik Zaman Dongii sayis1

On Denatiirasyon 94 °C 2 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 1 dakika

Baglanma 52°C 1 dakika 40
Uzama 72 °C 2 dakika

Son Uzama 72 °C 15 dakika 1

B-aktin geni sekansi i¢in izole edilen DNA’dan PCR islemi
gerceklestirilmistir. Toplamda 25 pL reaksiyon hacmi igeren element miktarlari

tabloda belirtilmistir(Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. B-aktin geni icin PCR’da kullanilan element ve miktarlari

Element Kullanilan Miktar (uL)
2X Buffer 12,5

B Aktin Primer I 1

B Aktin Primer II 1

dH,O 8,3

Taq DNA Polimeraz 0,2

DNA 2

Toplam Reaksiyon Hacmi 25

2.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Thermocyclerden alinan tiipler, arzulanan biiyiikliikteki amplifikasyonun
tespiti i¢in % 2 Agaroz i¢inde elektroforeze tabi tutulmustur. Bu amagla 0,5 g agaroz
tartilarak, erlenmayere konulmustur ve 25 ml TBE buffer i¢inde karistirilarak alev
iizerinde veya mikrodalga firinda kaynatilmistir. Hazirlanan agaroz igerisine son
sulandirmas1 1/10 000 olacak sekilde ethidium bromide ilave edilmistir. Agaroz
sicakligr yaklasik 40 °C’ye diislinceye kadar oda 1sisinda bekletildikten sonra
horizontal minigel elektroforez tanki haznesine dokiilerek yilizey iizerinde homojen
dagilimi saglanmistir. 8 veya 12 gozli tarak sablonlar agaroz igerisine konularak
orneklerin konulacagi gozler acilmistir. Agaroz katilastiktan sonra ornekler acilan
gozler icerisine yiikleme tamponu (loading buffer) ile karistirilarak konulmustur. Her
elektroforez islemi i¢in 100 b¢ DNA merdiveni bir géze konulmustur. 4 V/cm giigte

elektrik akimi uygulanmustir.
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2.7. Sonuc¢larin Degerlendirilmesi

Sonuglar UV transillumunatér {izerinde degerlendirilerek fotograflama
yapilmistir. PCR amplifikasyonu sonucunda beklenen pozitiflik i¢cin, L14115 ve
L14648 primer ¢ifti i¢in yaklagik 100 bg, H15288 ve H14742 primer ¢ifti icin
yaklasik 1000 b¢ ve B-aktin F ve B-aktin R primer ¢ifti i¢in 100 bg bdlgelerinde
spesifik bantlarin sekillenmesi beklenir. Sonuglar polaroid fotograf cekilerek kayit

altina alinmustir.

2.8. Saklama Kosullari

Kimyasal maddeler ve reagentler iiretici firmalarin tavsiye ettigi kullanma
talimatlarina gére muhafaza edilir. Hazirlanan mixler muhafaza edilmemelidir. PCR

urinleri -20 °C’de derin dondurucularda muhafaza edilmelidir.

2.9. DNA Dizin Analizi

PCR ile pozitif tespit edilen oOrneklerin DNA Dizin Analizi (DNA
Sequencing) yapilmustir.

PCR iiriinleri agaroz jel iizerinde ticari kit (QIAquick® Gel Extraction Kit,
Qiagen GmbH, Hilden, Germany) kullanilarak saflagtirilmistir (bu islemde tiretici
firmanin kullanim tavsiye ettigi kullanim prosediirii uygulanmistir).

Saflagtirilan PCR iirlinlerin DNA dizin analizlerinin tespiti i¢in ticari kit
(BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, Foster City,
ABD) kullanilmistir (bu islemde iiretici firmanin kullanim tavsiye ettigi kullanim
prosediirii uygulanmistir). Kullanima hazir kit reagentinden 8 pl, her bir primerden 1
ul (3.2 picomol), PCR firiiniinden 5 pl ve distile su 6 pl olmak {izere toplam 20 pl
hacminde reaksiyon gergeklestirilmistir. Reaksiyon PCR Thermalcycler (PTC100 MJ
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Research, ABD) cihazinda iiretici firmanin tavsiye ettigi dongii ve derecelerde

gerceklesmistir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. DNA Dizin Analizi PCR basamaklarmin sicaklik, zaman ve dongii

degerleri
Basamak Sicaklik Zaman Dongti sayisi
1. asama 94 °C 1 dakika
2. asama 50 °C 1 dakika 25
3. asama 60 °C 4 dakika

Gergeklesen reaksiyonlar ticari bir kit (DyeEx 2.0 Nucleospin, Qiagen
GmbH, Hilden, Germany) ile niikleotidlerinden uzaklastirilarak saflastirilmistir.
Saflastirilan ornekler ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, USA) otomatik DNA Analiz cihazi kullanilarak DNA dizinleri elde

edilmistir.

2.10. Filogenetik Analizler

Elde edilen dizinler (Sequences) BioEdit yazilimi
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/page2.html)  kullanilarak  incelenmis  ve
ClustalX1.83 yazilimi ile alignment islemleri gerceklestirilmistir (Thompson JD,
Gibson TJ, Plewniak F, Jeanmougin F and Higgins DG. The CLUSTAL X windows
interface: flexible strategies for multiple sequence alignments aided by quality
analysis tools. Nuc Acids Res 1997; 25: 4876-4882). Elde edilen dizinleri
karsilastirmak igin http://www.ncbi.nlm.nih.gov ve
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?
PROGRAM=blastn& BLAST PROGRAMS=megaBlast&PAGE TYPE=BlastSearc
h&SHOW_DEFAULTS=on&LINK LOC=blasthome internet baglantilari

kullanilmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Tiir: Apodemus sylvaticus (Linnaeus, 1758) Orman faresi

1758. Mus sylvaticus Linnaeus, Syst. Nat. L., 10" ed., p. 62.
Tip yeri: Upsala, Isveg
1915. Apodemus sylvaticus Miller, Ann. Mag. Nat. Hist., 8" sr. V1. P. 460.

3.2. Aymric ozellikler

Foramen incisiva uzun olup birinci iist molarin (M") alveolunun 6n kenar
hizasin1 asar. Orneklerin ¢ogunda cene altinda 6n bacaklarin omuza baglandig
hizadan baslayan 2-4 mm eninde ve gittik¢e daralan 6-14 mm boyunda kirli sar1 bir
leke vardir. Damagin arka kismi nispeten yuvarlakga bir ug yapar. M' iizerinde kiigiik
bir t12 zirvesi M? lizerindeki az belirgin t3 zirvesiyle baglantilidir. M' 4 koke sahiptir

(Yorulmaz ve Albayrak, 2009).

3.3. Olgiiler

Kirikkale ilinden alinan Apodemus sylvaticus rneginden alinan bazi i¢ ve dig

ozellik oOlciileri ile agirliklar: kaydedilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Apodemus sylvaticus’a ait i¢ ve dis 6zellik dlgiileri (cm, gr)

Ozellikler 0Ss Deger
Tiimboy 1 195
Kuyruk uzunlugu 1 105
Ardayak uzunlugu 1 23
Kulak uzunlugu 1 14
Agirlik 1 25
Diastema uzunlugu 1 6.50
Foramen incisiva uzunlugu 1 4.52
Nasal uzunluk 1 8.70
Ust molar alveol uzunlugu 1 3.84
Interorbital genislik 1 4.40
Nasal genislik 1 2.56
Palatinal uzunluk 1 10.64
Alt molar alveol uzunlugu 1 3.70
Altgene uzunlugu 1 13.76

3. 4. Incelenen Ornek ve Kayit Yerleri

Kirikkale, Sulakyurt, 1 (ergin &, 15 Eylil 2008), Kirikkale: Kirikkale
Universitesi Kampiisii (27 Nisan 2001) 1731 J.

3.5. PCR Cahsmalar: Sonu¢larinin Yorumlanmasi

PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen dirlinler %2 agaroz jelde
yuritilmistir. Sonuglar UV  transillumunatér  iizerinde  degerlendirilerek
fotograflama yapilmistir. PCR amplifikasyonu sonucunda beklenen pozitiflik igin,
L14115 ve L14648 primer ¢ifti i¢in yaklasik 100 bg, H15288 ve H14742 primer ¢ifti
icin yaklasik 1000 bg ve B-aktin F ve B-aktin R primer ¢ifti icin 100 b¢ bolgelerinde
spesifik bantlarin sekillenmis oldugu goriilmiistiir. Sonuglar polaroid fotograf
cekilerek kayit altina alimmastir (Sekil 3.1). Elde edilen iiriinler DNA Dizin Analizi

testinde kullanilmistir.
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1000 bg ——

500 bg —

DNA NK I II
merdiveni

Sekil 3.1. Agaroz jelde Primer L ve Primer H setleriyle yiiriitiilmiis reaksiyon
goriintiisii (DNA merdiveni: Molekiiler marker, NK: Negatif kontrol, I:
Primer L ile elde edilmis reaksiyon goriintiisii, II: Primer H ile elde

edilmis reaksiyon goriintiisii).

3.6. Genetik Analizler

Apodemus sylvaticus’un mitokondrial DNA’s1 izole edilerek sitokrom b ve B
aktin genlerinin dizi analizi yapildi. ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer ile bazlar
belirlenmistir (Sekil 3.2).
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ABI-CE1 rodent L V3 MATRIX YENI Thu, Feb 11, 2010 08:22

Model 310 rodent L Sig'lﬂ.lGﬂﬁ:lQ'l TAT7 CB8 Page 1 of 1
% Version 3.4.1 DT310POPS(BOVAN mob Thu, Feb 11, 2010 09:22
Version 3.2 Lamna 1 Points 1243 to 4640 Pk 1 Loc: 1243 Spacing: 8.83(8.83)

GAAGCCATTA CCGTTT CTTC CNTTCGACTT CATTCTTCCA TTTATTATCG CTGCCTTAGT AGTCGTCCAC CTC
10 30 48 5@ ] 7

TTATTTC TCCACGAAAC TGGGATCNAA CAACCCAAAS GNNNNNNNNNNNNNNN CNCC NNTNNNC N CC CN
180 11 120 130 140

Model 310 rodent H Signal G:293 A:369 T:153 C:37 Page 1 of 1
Version 3.4.1 DT310POP6{BDv3)}v1.mob Thu, Feb 11, 2010 09:55
ABI-CE1 rodent H V3 MATRIX YENI Thu, Feb 11, 2010 09:09
Version 3.2 Lane 2 Points 1088 to 4640 Pk 1 Loc: 1088 Spacing: 10.34{10.34}

GNAAAGAGGG NGCTCTAGG NAGCGATATAA TGGAAGATGAAGTGGAAGGMGAAGAACGTG TTMTGTGGC TTTATCTACT GAG)

(v i

AAGCCNCCTCAGATTCA AAANNNNNNMINNNCC NNNNNNNCN NNNC NNCANNCNNNMNCMNCNCN CC CNCNNNN NCNC
1 110 120 130 140 150 16(

o~ nA A o\ s Dosctdan o anallas o sm ANt oo sairal

Sekil 3.2. ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer ile Dizin Analizi Sonucu
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BioEdit bilgisayar yazilimi ile elde edilen baz dizileri karsilagtirtlmigtir (Sekil
3.3,3.4,3.5).

- BioEdit Sequence Alignment Editor
File Edt Sequence Algnment biew Accessory Applcation RMA World WideWeb Options Window Help
=0

7 C:\Documents and Settings\pc\Desktop\tugba.gh

=] [Cowertion  =][7 = B 3total sequences

Mode [Edt 7] | Selectionr 141 Sequence Mask: None T
ode: |Edi Dverwite x| o o Humbering Mask: None ier at!

£1DIE - o I T A e R b AP
0 S e ‘

............ RN o e e L e o e o s o
20 20 1 )

TCRATH

/4 Baglat FE G ” | nce

Dogya  Digen  Givlnim  Gegmis  Verdmleri  raglar  Yardm
@B - ‘at | 2 it fblast.ncti.nim.nih,gov Blast cgi 77 - M- P
22 Nucleotide BLAST: Search nucleotide d... | &3 NCBI Blast:Mucleotide Sequence (154 1., || | & NCBI Blast:Nucleotide Sequence (... B | + -
~
¥ Descriptions
Legend for links to other resources: EJ UniGene E GEQ E Gene E Structure III Map Wiewer ﬁ PubChem BinAssay
Sequences producing significant alignments:
Accession Description e Total Query | E e
score score coverage value ident
AR303227.1  Apodemus hermenensis mitochondrial cyth gene for cytochrome b, [ 228 228 99% 7e-57 96%
A1311157.1 Apodemnus hermonensis mitochondrial partial cytb gene for cytochro 228 228 9% Te-57 96%
£J311156.1  apodemus hermonensis mitochondrial partial cyth gene for cytochra 228 228 99% Te-57 96%
AB303226.1 | Apoderus hermonensis mitochondrial cvth aene for cvtochrome bor 222 222 99% 3e-56 95% v
< I >
Bitti

i Baslat [ &

Sekil 3.4. Bazi tiirlerle yapilan karsilagtirmalarla ilgili sitokrom b genine ait

BioEdit yazilim sonuglari
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%) NCBI Blast:Nucleotide Sequence (154 letters) - Mozilla Firefox
Dosya Digen Girinim  Gegis  Verimleri  Aralar  Yardm
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Sekil 3.5. Bazi tiirlerle yapilan karsilagtirmalarla ilgili B-aktin genine ait

BioEdit yazilim sonuglar1

3.7. DNA Dizin Analizi (Sequencing)

Apodemus sylvaticus’ a ait kulak dokusundan sitokrom b genine ait 139 bg
uzunlugunda dizin elde edildi. Elde edilen dizine ait baz siralamas1 “TGA ATC TGA
GGA GGC TTC TCA GTA GAT AAA GCC ACA TTA ACA CGT TTC TTC GCC
TTC CAC TTC ATT CTT CCA TTT ATT ATC GCT GCC TTA GTA GTC GTC
CAC CTC TTA TTT CTC CAC GAA CTG GAT CAA ACA ACC CAA A”
seklindedir.

Toplam 139 b¢ uzunlugundaki sekans analizinde Adenin bazlart % 25.89,
Timin % 31.65, Guanin % 13.66 ve Sitozin % 28.05’tir.

Apodemus sylvaticus’a ait kulak dokusundan [-aktin genine ait 154 bg
uzunlugunda dizin elde edildi. Elde edilen dizine ait baz siralamasi1 “CGA TGA
AGA TCA AGA TCA TTG CAC CTC CTG AGC GCA AGT ACT CAG TGT
GGA TCG GTG GCT CCA TCC TGG CCT CGC TGT CCA CCT TCC AGC AGA
TGT GGA TCA CCA AGC AGG AGT ACG ACG AGG CCG GTC CCT CCA
TTG TCC ACC GCA AAT GCT T” seklindedir.
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Toplam 154 b¢ uzunlugundaki sekans analizinde Adenin bazlart % 22.07,
Timin % 21.42, Guanin % 25.32 ve Sitozin % 31.16’tir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Morfolojik olarak incelenerek Apodemus sylvaticus oldugu tespit edilen
caligmada kullanilan 6rnege ait sitokrom b geni dizini % 84-96 oranlarinda degisik
tirler ile benzerlik gostermektedir. GenBank’tan elde edilen sonuglara gore
Apodemus hermonensis ile % 96 oraninda benzerlik gosterirken, Hemigalus
derbyanus ve Oryzomys nitidus ile % 88, Neotoma tirleri, Euryoryzomys nitidus,
Gerbillus nigeriae ile % 87, Mus lepidoides ile % 85, Microtus thomasi ile % 84
oraninda benzerlik gostermektedir. Bunlardan Hemigalus derbyanus tirii harig
tamami Muridae familyasina ait olup ¢alismada konu olan A. sylvaticus ile ayni
familyaya dahildirler. Hemigalus derbyanus tiiri memeli sinifina ait olup Etgiller
takimina dahildir. Bu agidan farkli takimlara ait bu tiiriin A. sylvaticus ile molekiiler
yonden benzerlik tasidigi goriilmektedir. Oryzomys nitidus Cricetidae takimina ait
olup A. sylvaticus ile farkli takimlardan oldugundan tiir kiyaslamasina
gidilememektedir. Taksonomik ag¢idan calismayir anlamli kilan ayni takim ve ayni
cinse dahil olan A. hermonensis ile olan yliksek orandaki benzerligidir. Morfolojik
acidan benzerligi ¢ok fazla olan A. sylvaticus ile A. hermonensis tiirlerinin, yapilan
bu c¢alismada molekiiler yonden de yiiksek oranda benzerlik tasidigi goriilmektedir.
Tam bir tir kiyaslamasi yapilabilmesi i¢in sitokrom b ve [-aktin genlerinin
calisildigi gen bolgelerinin daha fazla uzunlukta olmasi gerekmektedir. Ayrica
yapilan bu g¢aligmada elde edilen sonuglar sitokrom b geni agisindan Martin ve
Gerlach (2000) tarafindan elde edilen bulgulara uyumlu goriilmektedir.

B-aktin geni dizini ile ise yine % 96 oraninda Rattus norvegicus ile benzerlik
gostermektedir. Dolayis1 ile sitokrom b ve B-aktin genleri Apodemus tiirlerinin
ayrimi i¢in kullanilmak istenirse sitokrom b geni uygun bir alternatif olarak
goriilmektedir. B-aktin geninin farkl cinse ait tiir ile benzerlik gostermesi daha sonra
yapilacak ¢aligmalarda A. slyvaticus tiiriiniin evrimsel yonden incelenmesi agisindan
sitokrom b geninin ¢aligilmasi uygun oldugu goriilmektedir. Bu gen bolgesinin tam
calisiimast A. sylvaticus’un Apodemus’un diger tiirleriyle olan yakinlik uzaklik

durumunu ve taksonomik agidan degerlendirilmesini olanak saglayacaktir.
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Calismada elde edilen 139 baz ciftinden olusan DNA dizini Martin ve
Gerlach (2000) tarafindan elde edilen 1140 b¢ DNA dizininden olduk¢a kisadir. Bu
durum Martin ve Gerlach (2000) tarafindan kullanilan ve sitokrom b genini tespit
etmek icin kullandiklar1 1. primer ciftinin DNA dizini elde etme acisindan bu
calismada kullanilmasidir. Dolayis1 ile tiir karsilagtirmasi yapmak agisindan
yetersizdir. Sonraki c¢aligmalarda Martin ve Gerlach (2000) tarafindan kullanilan 2.
primer ¢iftinin kullanilmasi1 tam bir degerlendirme vermesi agisindan olumlu

olacaktir.
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