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Ozet. Bu arastirmada 2016-2017 yillari arasinda Bilecik ili kiigiik memeli faunasinin ekolojik, karyolojik
ve morfolojik olarak belirlenmesi amaclanmistir. Hayvanlarin teshisinde yuva yapisi, kirk rengi ve
kromozomal 6zellikler incelenerek tlire 6zgu karakteristikler kaydedilmistir. Kromozom sayi ve yapilari
ideogramlar halinde sunulmustur. Arastirma sonucunda tespit edilen Mus musculus domesticus, Rattus
rattus, Microtus lydius, Crocidura suaveolens Bilecik ili igin ilk veriler olup toplam 9 tir kaydi verilmistir.
Tur tespiti yapilan hayvanlara ait kan orneklerinden ¢cDNA olusturulmak tzere RNA izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen cDNA'lar daha sonraki molekiler arastirmalarda kullaniimak tizere stoklanmistir.
Bilecik ilinde yapilan arazi calismalarina gore kiigiik memeliler icin en elverisli habitatlar ekili araziler ve

orman kiyisi alanlaridir.

Species Identification of Small Mammal Fauna in Bilecik Province and Molecular

Researches for the Protection of Gene Resources

Abstract. In this study, it was aimed to determine the ecological, karyological and morphological
properties of the fauna of small mammals from Bilecik province in between 2016-2017 years. Animals
were identified by analyzing their nest structure, chromosomal feature and pelage color accordingly
species-specific characteristics were recorded. The chromosome number and structure are presented
as ideograms. In total 9 species were recorded, in which Mus musculus domesticus, Rattus rattus,
Microtus lydius, Crocidura suaveolens species were the first data in Bilecik province. For the construction
of cDNA'’s, RNA isolation was performed from the blood samples of these identified animals. These
cDNA's were stocked for subsequent molecular studies. According to the field work the most sufficient

habitats for small mammals were determined as forest coast and cultivated lands in Bilecik province.
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Yagci, Bilecik ili Kiicik Memeli Faunasinin Tiir Tespiti ve Gen Kaynaklarinin Korunmasina Yénelik Molekiiler Arastirmalar

GiRiS

Diinyada nesli tikenmisler de dahil olmak tzere, bugline kadar varligi belirlenen 5416 memeli tiri icerisinde
161 tur Turkiye memeli faunasini olusturmaktadir (Musser ve Carleton, 2005; Yigit ve ark., 2006; Gozutok, 2017).
Tirkiye'nin Ege ve ic Anadolu Bélge'sinin kesistigi Marmara Bolgesi'nde yer alan Bilecik ili, farkh iklim kusaklarinin
oOzelliklerini tasir. Sakarya nehri, ili bati ve dogu olmak Uzere iki alana ayirir ve cevresinde mikro klima iklim
bolgeleri gorilir. Nehirlerin bazi tirler arasindaki biyolojik bariyer gérevi bu bolgede de etkilidir (Matur ve Sozen,
2005; Yagci, 2018). Bilecik ili bitki tirt zenginligi ile dikkat cekerek pek cok arastirmaya konu olmustur fakat
memeli faunasi ile ilgili arastirmalar azinlikta olup genellikle yakin civari ile ilgilidir (Colak ve ark., 2004 ve 2006;
Albayrak ve Arslan, 2006; Arslan ve Zima, 2015).

Memelilere ait tlrlerin belirlenmesi ve filogenetik iliskilerin tespit edilmesinde ekolojik ve morfolojik ¢alismalari
destekleyen karyolojik ve molekiiler calismalarin yapilmasi arastirmacilarin ortak gérisidir. Ozellikle kromozomal
olarak polimorfizm gdsteren kiiciik memeli ve rodent turlerinde karyolojik arastirmalar dnem tasimaktadir (Arslan
ve Bolikbas, 2010; Coskun ve ark., 2012). Ekolojik degerlerin devamliligi icin biyolojik gesitliligin belirlenmesi kadar
korunmasi ve surdurilebilirliginin saglanmasi gerekmektedir. Tlrkiye genelinde biyolojik cesitliligi azaltan ya da
yok olma tehlikesiyle karsi karsiya getiren baslica unsurlar, insan faaliyetleri ve ¢evresel kosullardir (T.C. Orman ve
Su isleri Bakanligi, 2012). Buna bagli olarak sahip oldugumuz ekonomik, kiiltiirel ve bilimsel acidan énemli olan
genetik cesitlilik azalmaktadir. Son yillarda artan cevresel sorunlar nedeniyle hayvan gen kaynaklarinin
belirlenmesi ve korunmasi hem tirler hem de tim ekosistem icin dnemli hale gelmistir. Genetik bilginin DNA
dizileri halinde korunmasi hayvan gen kaynaklarinin korunmasinda kullanilan yontemlerden biridir. Gliniimuzde
molekiler arastirmalarin hiz kazanmasiyla birlikte gen karakterizasyonu, yeni genlerin kesfi ve sirekli olarak
korunmasi amaci ile olusturulan cDNA (komplementer DNA) kitlphaneleri bitki genomunun yani sira hayvan
genomunun aydinlatiimasina da kolaylik saglamaktadir (Alta-Weel ve ark., 2011; Guo ve ark., 2015; Yuan ve ark.,
2015).

Bu arastirma da Bilecik ilinin kiiciik memeli faunasina ait tiirlerin morfolojik ve karyolojik 6zellikleri kaydedilerek
biyolojik ¢esitliligin belirlenmesi ve korunmasina yonelik yapilacak calismalara katki saglanmasi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT

Bilecik ili yizolcimumiin %47'sini ormanlik alanlar, % 32'sine yakin bir bdlimind tepe gérinimindeki daglar,
%7'lik bir kismini ise ovalar olusturmaktadir (Sekil 1a ve b). Arazi galismalari 2016-2017 yillari arasinda Bilecik
merkez ve ilgelerinde 6nceden belirlenen alanlara canl yakalama kapanlari yerlestirilerek yapilmistir (Cizelge 1).
Kapanlar ile canli olarak yakalanan hayvanlardan alinan kan numuneleri kromozom analizleri i¢in heparinli
tiplerde 4°C'de muhafaza edilmistir. Karyolojik analizler lenfosit kiltiri yontemi ile yapilarak orneklerin
kromozom sayi ve yaplilari belirlenmistir (Topaktas ve Renctizogullari, 2010). Hayvanlari tespit etmek igin ayrica
fotograf, yuva ve iz bulgularindan faydalaniimistir. Her bir 6rnege ait 200 uyl kandan High-capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Invitrogen, Cat No:4398814) kullanilarak izole edilen RNA'dan elde edilen cDNA'lar stoklanmistir.

BULGULAR VE TARTISMA
Karyolojik, Morfolojik ve Ekolojik Ozellikler

Apodemus flavicollis (Melchior, 1834): Apodemus cinsinin Apodemus sylvaticus, A. agrarius, A. uralensis, A.
flavicollis, A. mystacinus ve A. witherbyi olmak Uzere 6 tirG tanimlanmistir (KryStufek ve Vohralik, 2009). Bat
Tirkiye'de yapilan arastirmalara gore A. flavicollis icin en ayirdedici karakterlerden biri boyun bélgesinde bulunan
ve genellikle kama seklinde olan sari lekedir (Joji¢ ve ark., 2014). Bilecik ilinde genis bir yayilis alanina sahip olan
Apodemus cinsine ait bireylerin tamaminda sari boyun lekesi goézlenmis olup A. flavicollis olarak kaydedilmistir
(Sekil 2).

Karyolojik olarak incelendiginde diploid kromozom sayisi 2n= 48, otozomal kromozomlarin kol sayisi NFa=46,
temel kromozom kol sayisi NF=48'dir. Otozomal kromozomlarini 23 ¢ift akrosentrik kromozom, X kromozomunu
biyuk akrosentrik, Y kromozomunu ise kiiclik akrosentrik kromozom olusturmaktadir (Sekil 3). Bu sonuglar A.
flavicollis tiirG icin verilen karyolojik degerler ile uygundur (Colak ve ark., 2004).
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Osmaneli/Bilecik

Sekil 1. a. Orneklerin alindigi Bilecik il haritasi, b. Cografik alan gériintiisi.
Figure 1. a. Sampling localities of Bilecik province map b. Images of geographic area.

Cizelge 1. Bilecik ili'nde tespit edilen tirlerin 6rnekleme lokaliteleri.
Table 1. The sampling localities of identified species in the Bilecik province.

Lokalite

Tiir/Alttiir

Cukurdren Golpazari/Bilecik, Baskdy Merkez/Bilecik
Asagikdy Merkez/Bilecik, Nasuhlar Yenipazar/Bilecik
Balcikhisar, Selimiye, Osmaneli/Bilecik, Kuyubasi,
Merkez/Bilecik

Akcakavak Golpazari/Bilecik, Dereboyu S6gut/Bilecik
GUliumbe Merkez/Bilecik

Derekdy Pazaryeri/Bilecik

Saraycik Bozuyuk/Bilecik, Derekdy Pazaryeri/Bilecik
Oren, Kurtkdy, Merkez/Bilecik, Kinik Pazaryeri/Bilecik,
Gaykdy/inhisar

Akcakavak Golpazari/Bilecik, Kire, Kizilsaray
Sogut/Bilecik, Gllimbe Merkez/Bilecik

Apodemus flavicollis
Mus musculus domesticus

Rattus rattus

Nannospalax xanthodon
Talpa sp.

Crocidura suaveolens
Microtus lydius

Erinaceus concolor

Sciurus anomalus

Sekil 2. A. flavicollis 6rneklerinin karakteristik boyun lekesi.
Figure 2. Characteristic throat spot of A. flavicollis samples.
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Sekil 3. A. flavicollis karyotipine ait idiogram, (acik renkli kolonlar kromozomlarin uzun kolunu (q), koyu renkli kolonlar kisa
kolunu (p), mavi renk sentromer bolgesini géstermektedir) ve metafaz plag.

Figure 3. Ideogram of A. flavicollis karyotype (light colored columns show the long arm of chromosomes (q), dark colored columns
show the short arm of chromosomes (p), blue color show centromere zone) and metaphase plate.

Mus musculus domesticus (Schwarz & Schwarz, 1943): Ev faresi olarak bilinen bu cins Apodemus cinsine ait
bireylerden morfolojik olarak daha kiiciik g6z ve kulaklara sahip olmasi ile ayrilir. Kuyruk halkal ve pullu bir yapi
gostermektedir. Mus musculus tarinin Turkiye'de Mus musculus musculus, Mus musculus domesticus Mus
musculus praetextus, Mus musculus brevirostris, Mus musculus wagneri ve Mus musculus spicilegus altturlerinin
yayilis gosterdigi kaydedilmistir (Gozcelioglu ve ark., 2005).

Bati ve Akdeniz formu olan M. m. domesticus’un koyu olan dorsal kirk rengi, agik olan ventral kiirk rengi ile
yanlarda birbirine karisir ve kesin bir sinir ¢izgisi olusturmaz (KryStufek ve Vohralik, 2009). Bilecik ilinden elde
edilen drnekler alt tur igin belirtilen bu 6zelliklere uygundur (Sekil 4).

Sekil 4. M. m. domesticus drneklerinin kirk rengi.
Figure 4. Pelage color of M. m. domesticus specimens.

Kromozomlarinda goriilen Robertsoniyan flizyonlari (Rb) bu alt tiiri digerlerinden ayiran en belirgin sitolojik

Ozelliktir (Berry ve Scriven, 2005). Bu arastirmada karyolojik olarak incelenen bireylerde Rb flizyonlar tespit
edilmistir. Tdm kromozomlar akrosentrik, 2n=40, NFa=38, NF=40'dir (Sekil 5).
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Sekil 5. M. m. domesticus karyotipine ait idiogram, (acik renkli kolonlar kromozomlarin uzun kolunu (q), koyu renkli kolonlar
kisa kolunu (p), mavi renk sentromer boélgesini gostermektedir) ve metafaz plagi, Rb flizyonu.

Figure 5. Ideogram of M. m. domesticus karyotype (light colored columns show the long arm of chromosomes (q), dark colored
columns show the short arm of chromosomes (p), blue color show centromere zone) and metaphase plate, Rb fusion.

Rattus rattus (Linnaeus, 1758): Turkiye'de Rattus cinsine ait Ratus rattus Linnaeus, 1758 ve Rattus norvegicus
Berkenhout, 1769 olmak Uzere iki tir tanimlanmistir. Siyah sican olarak bilinen R. rattus morfolojik olarak kuyruk
uzunlugunun viicuda gére daha uzun olmasiyla R. norvegicus'tan ayrilir (Ozen ve Yilmaz, 2012). Karyolojik
calismalarda R. rattus icin 2n=38, R. norvegicus icin 2n=42 diploid kromozom sayilar kaydedilmistir (Asan
Baydemir, 2011). Bilecik ilinde yakalanan érneklerin karyotipini 2n=38 olan; 9 ¢ift metasentrik/submetasentrik, 2
cift subtelosentrik, 7 cift akrosentrik kromozom olusturmaktadir. X kromozomu orta biyuklikte akrosentrik ve Y
kromozomu kuigiik akrosentriktir (Sekil 6).

Nannospalax xanthodon (Nordmann, 1840): Korfareler yasamlarinin blylik ¢ogunlugunu toprak altinda
actigi tinellerde gegiren rodentlerdir (Sekil 7). Birbirine ¢cok yakin lokalitelerde bile kromozomal olarak oldukga
degisken (2n= 36-60, NF= 66-92) Nannospalax xanthodon Anadolu’da en yaygin yayilis alanina sahiptir (S6zen ve
ark., 2013; Yagci, 2018). Bilecik ilinde bu tiirlin 2n=52 ve 2n=60 olmak Uzere iki sitotipi yayils gostermektedir
(Matur ve Sozen, 2005; Arslan ve ark., 2016). Bu arastirmada incelenen korfareler arastirmacilarin daha 6nce verdigi
kayit lokalitelerinden farkli bolgelerden alinmis ve benzer sonuglar elde edilmistir (2n=52, NF=70, 2n=60 NF=78)
(Sekil 8).
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Sekil 6. R. rattus karyotipine ait idiogram, (agik renkli kolonlar kromozomlarin uzun kolunu (q), koyu renkli kolonlar kisa kolunu
(p), sari renkli kolonlar cift kollu kromozomlari, mavi renk sentromer bélgesini, géstermektedir) ve metafaz plagi.

Figure 6. Ideogram of R. rattus karyotype (light colored columns show the long arm of chromosomes (q), dark colored columns
show the short arm of chromosomes (p), blue color show centromere zone) and metaphase plate.

Kromozom Boyu

Sekil 7. Korfarelere ait beslenme tiineli.
Figure 7. The feeding tunnel of the blind mole rat.
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Sekil 8. a. N. xanthodon (2n=52) karyotipine ait idiogram, b. N. xanthodon (2n= 60) karyotipine ait idiogram (agik renkli
kolonlar kromozomlarin uzun kolunu (q), koyu renkli kolonlar kisa kolunu (p), sari renkli kolonlar ¢ift kollu
kromozomlari, mavi renk sentromer boélgesini gostermektedir).

Figure 8. a. Ideogram of N. xanthodon (2n=>52) karyotype b. Ideogram of N. xanthodon (2n=60) karyotype (light colored columns
show the long arm of chromosomes (q), dark colored columns show the short arm of chromosomes (p), blue color show
centromere zone).

Talpa sp: Turkiye'de 4 turld tanimlanan (Talpa caucasica, T. levantis, T. caucasica ve T. davidiana) Talpidae
familyasi icin simdiye kadar Bilecik iline en yakin olarak Bolu'dan Talpa levantis kaydi verilmistir (KryStufek ve ark.,
2018). Diploid kromozom sayisi 2n=34 olarak kaydedilen bu tir Tlrkiye'de en genis yayilis alanina sahiptir (Selguk
ve Kefelioglu, 2017). Bu arastirmada sadece Bilecik ili, Gllimbe koylinde kor fare timseklerinden farkh olarak
kodstebeklere ait oldugu distinilen konik seklinde tlimsek ve besin tiinellerine rastlanmig fakat aktif timsekler
olmadigi icin hayvan gézlenememistir (Sekil 9a,b).

e : NN
Sekil 9. a. Késtebeklere ait beslenme tiinelleri ve b. timsegi.
Figure 9. a. The feeding tunnel of the mole and b. molehill.
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Crocidura suaveolens (Pallas, 1811): Tirkiye'de Crocidura (sivri burunlu beyaz disli fare benzeri bdcekgil
memeliler) cinsinin iki tlrinin bulundugu bilinmektedir; C. suaveolens, 2n=40 ve C. leucodon, 2n=28. (Albaba,
2016; Selcuk ve Kefelioglu, 2018). Arastirmacilar tarafindan bu cinsin morfolojik karakterleri olarak; pigmentsiz
disleri, G¢ tane Ust unicuspid dislerinin varligi, kuyruk Gzerindeki uzun seyrek killari, kiirk renginin acik-koyu
kahverengi arasinda varyasyon gosterdigi kaydedilmistir. C. leucodon’dan farkl olarak dorsal ve ventral kiirk rengi
lateralde birbirine karisarak keskin bir sinir olusturmaz. Bilecik ilinde yayilis gésteren Crocidura drnekleri morfolojik
ozelliklerine gore C. suaveolens olarak kaydedilmistir (Sekil 10).

Sekil 10. C. suaveolens tirlnln lateral klrk rengi morfolojisi.
Figure 10. The lateral pelage color morphology of C. suaveolens species.

Microtus lydius (Blackler, 1916) : Microtus cinsine ait Bati Anadolu'da Bilecik iline sinir Kitahya ve
Eskisehir'den Microtus lydius tir kaydi verilmistir. M. lydius dorsal renk ve baculum sekli ile M. guentheri'den
ayrilmaktadir (Yigit ve ark., 2012). M. guentheri'de kuyrugun ventral kismi kirli-beyaz renkli olup, belirgin sekilde
cift renklilik gosterir. M. lydius 6rneklerinde ise dorsal ve ventral renk yanlarda birbirine karisir. Bununla birlikte
genellikle disk ya da kasik seklinde olan baculum tabani ile M. guentheri’den ayrilir. Bilecik ilinde bulunan Microtus
ornekleri arastirmacilarin M. lydius icin verdigi morfolojik karakterler ile uygunluk gostermektedir (Sekil 11a, b, c).

=

Baculum tabani

Sekil 11. a. M. lydius kuyruk-dorsal rengi, b. kuyruk-ventral rengi, c. baculum morfolojisi.
Figure 11. a. Tail-dorsal color of M. lydius, b. Tail-ventral color, c. The baculum morphology of M. lydius.

Erinaceus concolor (Martin, 1838): Erinaceus cinsine ait bireyler nasomaksillar stiturun uzunluguna gore
roumanicus (>2 mm) ve concolor (<1-2 mm) morfotipi olarak adlandirnimaktadir (KryStufek, 2006). Bilecik iline
yakin Sakarya bdlgesinde bir bireyin kranial 6zelligine gére roumanicus oldugu tespit edilmistir Bu arastirmada
trafik kazasi sonucu 6li bulunan 6rneklere ait kafataslari incelenerek Bilecik ilinde concolor morfotipinin yaygin
oldugu kaydedilmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Trafik kazalarindan toplanan ornekler.
Figure 12. The samples collected from traffic accidents.

Sciurus anomalus (Gmelin, 1778) : Bilecik ilinin sahip oldugu ormanlik alanlar sincaplar icin elverisli yasam
alanlan olusturmustur. Hemen hemen agaclik olan her boélgede siklikla gorilmektedir. Dogada fotograflanan
ornekler Albayrak ve Arslan (2006), tarafindan S. anamolus icin verilen renk tanimi ile uygundur. Bu verilere gore
gozlenen bitiin 6rneklerde burun ucundan baslayarak acik gri olan dorsal kiirk rengi sirt ortalarindan kizilimsi bir
tonla devam eder (Sekil 13).

Sekil 13. Bilecik ilinde yayilis gosteren S. anomolus.
Figure 13. S. anomolus in Bilecik province.
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SONUC

Bilecik ilinde Rodentia ve Eulipotyphla ordolarina ait 9 tiir kaydedilmistir. Bu tiirlerden A. flavicollis, Mus
musculus domesticus, Rattus rattus'un kromozomal &zellikleri Bilecik ili omurgali hayvanlari icin ilk kayitlardir.
Bilecik, farkli iklimsel ve cografik ozelliklere sahip olmasi ile bircok tliriin yasamasina imkan saglayacak habitat
cesitliligine sahiptir. Bu nedenle daha fazla sayida tlr ve alt tirin yasadigi muhtemeldir. Bolgede insan
faaliyetlerinin neden oldugu habitat ve dogal kaynak kayiplari buyuk iller ile karsilastirildiginda yok denecek kadar
azdir. Yaban hayatini etkileyen en 6nemli faktor yollar ve demiryollarinin neden oldudu trafik kazalaridir. Hareket
kabiliyeti sinirli olan kiiglik memeli faunasi bu durumdan fazla etkilenmese de biiylik memeli faunasi icin dnemli
bir tehdit olusturmaktadir.

Molekdler biyolojide ilgili genin spesifik canli tiriinde bulunmasi ve karakterizasyonu en zorlayici asamalardan
olup bu amacg icin gen kittphaneleri kullaniimaktadir. Gen kitiphaneleri, yani belirli canli tirlinden elde edilen
klonlanmis DNA parcaciklar koleksiyonu olusturmada genomik ve cDNA olmak Uzere iki temel yaklasim
bulunmaktadir. Bilindigi izere mRNA izole edildigi dokuda belirli kosullarda aktif olarak ifade edilen genlerden
olusur ve intron icermezler. DNA ise hem ekzon hem de intron icermeleri, ayrica aktif olmayan bir¢cok genden
olugmasi bakimindan mRNA'ya gore daha az bilgi vericidir. Dolayisiyla, ¢cDNA kitiphaneleri genomik
kitiphanelere nazaran daha avantajli bir yaklasimdir. Molekiler arastirmalarda cDNA'lardan olusturulan
kutuphaneler genomda istenilen genlerin kodlandigi bdlgeleri tespit ederek, gen dizilerini belirlemek ve genlerin
islevlerini ortaya ¢ikarmak icin arastirmacilara yardimci olmaktadir. Bu galismada cDNA kuitiiphaneleri olusturmak
ve molekuler calismalarda kullanilmak Gzere 6rneklere ait mRNA' lar izole edilerek cDNA sentezlenmis ve
stoklanmistir (Sekil 14). Elde edilen cDNA'lar goreceli olarak uzun saklanabildiklerinden bu stoklar uygun
organizmalara klonlanarak kiiciik memeli faunasi calismalarinda arastirilacak genlerin hizli bir sekilde ayirt
edilmesine olanak saglayacaktir. Genetik cesitliligin belirlenmesi ve 6zellikle dogal habitatinda koruyamadigimiz
turlerin genetik bilgilerinin bu sekilde saklanarak gelecek nesillere aktarilabilmesi gen kaynaklarinin korunmasina
yonelik ¢alismalara bilgiler sunacaktir.
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Sekil 14. RNA izolasyonu yapilan 6rneklerin agaroz jel goriintlist (M: Marker, 1-2: A. flavicollis, 3-4: C. suaveolens, 5: E. concolor,
6-7: M. m. domesticus, 8: S. anomalus, 9-10: R. rattus, 11-12: M. lydius, 13-15: N. xanthodon).

Figure 14. Agarose gel image of RNA isolation of species ( M: Marker, 1-2: A. flavicollis, 3-4: C. suaveolens, 5: E. concolor, 6-7:
M. m. domesticus, 8: S. anomalus, 9-10: R. rattus, 11-12: M. lydius, 13-15: N. xanthodon).
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