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OZET

TURKIYE'NIN BAZI YERLI KOYUN IRKLARINDA GENETIK

POLIMORFIZMIN MIKROSATELIT YONTEMI ILE ANALIZI

BUDAK YILDIRAN, F. Azize
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu

Biyoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Sukran CAKIR ARICA

Mayis 2009, 87 sayfa

Bu calismada, Tlrkiye'nin Bafra, ivesi, Karayaka, Morkaraman, Sakiz
ve Turk Merinosu olarak adlandirilan 6 yerli koyun irkinda irk ici ve irklar
arasindaki genetik polimorfizm mikrosatellit analizi ile belirlendi. Bu irklardan
Morkaraman ve Turk Merinosu JMP29 ve JMP58 mikrosatellit lokusu igin

gumus nitrat ve otoradyografi yontemi kullanilarak analiz edildi. Ayrica tum



irklar MAF209, MAF65, OarCP34, DYMS1 lokuslari icin otomatik DNA dizi
analiz cihazi kullanilarak tarandi. Elde edilen butin veriler “Genetix 4.05” ve
“Populations 1.0” istatistik programlari kullanilarak degerlendirildi. En yuksek
heterozigotluk degerlerinin (0.596-0.961) MAF209 lokusunda, en dusuk
heterozigotluk degerlerinin (0.178-0.256) ise OarCP34 lokusunda oldugu
g6zlendi. Tum rklar iginde en yuksek heterozigotluga sahip irkin Tark
Merinosu oldugu belirlendi. MAF209, MAF65, OarCP34, DYMS1 lokuslari
icin irklar arasinda genetik mesafe 0.0347 ile 0.3021 degerleri arasinda
bulundu. Bu degerlere goére en kisa mesafe Sakiz ve Morkaraman irklari
arasinda gézlendi ve en uzak mesafe ise Tirk Merinosu ve Ivesi irklari
arasinda gozlendi. Tum lokuslar i¢cin 9 6zgun allelin 6’sinin Tark Merinosu
irkinda, 3’Gnun ise Bafra irkinda oldugu gézlendi. Ancak bu allellerin sikliklari

0.2’den kuguk bulundu.

Bu calisma Turkiye'nin yerli koyun irklarinda mikrosatellit belirleyicileri
ile yapilan sayili ¢alismalardan birisi olmasi nedeni ile 6nem tasimaktadir.
Tarkiye’nin koyun irklarinin mikrosatellit belirleyiciler kullanilarak molekuler
genetik karakterizasyonu igin daha fazla bireylerin ve lokuslarin dahil oldugu

c¢alismalardan elde edilen verilere ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler : Mikrosatellit, koyun, PCR, polimorfizm, DNA.



ABSTRACT

ANALYSIS OF GENETIC POLYMORPHISM BY MICROSATELLITE

METHOD IN SOME LOCAL SHEEP BREEDS OF TURKEY

BUDAK YILDIRAN, F. Azize
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Ph. Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Stikran CAKIR ARICA

May 2009, 87 pages

In this study, genetic polymorphism within and between the sheep
breeds of Turkey called Bafra, ivesi, Karayaka, Morkaraman, Sakiz and
Turkish Merino was determined by microsatellite method. Morkaraman and
Turkish Merino were analysed for JMP29 and JMP58 microsatellite loci by
using autoradiography method and all breeds were screened for MAF209,
MAF65, OarCP34, DYMSH1 loci by using DNA sequence analyzer device. All
data obtained were evaluated by using “Genetix 4.05” and “ Populations 1.0”

statistic programs. The highest heterozygosity values (0.596-0.961) were



observed for MAF209 and the lowest heterozygosity values were observed
for OarCP34 locus. It was determined that the Turkish Merino breed had the
highest heterozygosity value. Genetic distance between breeds for MAF209,
MAF65. OaCP34, DYMS1 loci was found between 0.0347-0.3021. The
shortest distance was observed between Sakiz and Morkaraman breeds and
the longest distance was observed between Turkish Merinos and ivesi
according to these values. For all loci, 6 of 9 private alleles were observed in
Turkish Merino breed and 3 of them were observed in Bafra breed. But the

frequency of these alelles was found less than 0.2.

This study is important because it is one of the few studies on analysis
of sheep breeds of Turkey by using microsatellite markers. There is need
data from studies employing higher number of loci and higher number of
individuals from each breed for molecular genetic characterisation of sheep

breeds by using microsatellite markers in Turkey.

Key Words: Microsatellite, sheep, PCR, polymorphism, DNA.
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TIGEM Tarim isletmeleri Genel MiidirltGgi
FAO Food and Agricultural Organization
TBE Tris-Borik asit-EDTA
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1. GIRIS

Cografik konumu ve iklimsel 6zellikleri bakimindan yedi farkli bolgeye
ayrilan Turkiye, biyolojik cesitlilik agisindan zengin bir Glkedir. Turkiye
istatistik Kurumu’nun (TUIK) 2008 verilerine gére son yirmi yilda lkemizdeki
nafus % 25 oraninda artarak 70 milyonun Uzerine ¢ikmistir. Artan nifusun bu
biyolojik c¢esitlilikten surdurulebilir faydalanabilmesi uzun dénemli stratejileri
gerektirir. Tarim ile ugrasan nufus, buyuk kentlere go¢ nedeni ile gun
gectikce azalmaktadir. NUfusun yeterli ve dengeli beslenebilmesi icin bitkisel

ve hayvansal gidalarin saglanmasi gerekmektedir.

Hayvancilik insanhgdin varolugsundan beri tarimin énemli bir Gretim kolu
olmustur. insanlar et, siit, yumurta gibi besin ihtiyaglarini karsilamak igin
kimes hayvanlari, koyun, kegi, sigir gibi diger hayvanlari evcillestirmis ve
uretmiglerdir. Ayni zamanda hayvan bagina alinan verim miktarini arttirmak
icin ¢esitli yollara bagvurmuslardir. Boylece ¢iftlik hayvanlarinin ilk
evcillestiriimesiyle birlikte i1slah galismalari da baslamigtir. Daha onceleri
iIslah galismalarinda kontrolli c¢aprazlama ve seleksiyon gibi yontemler
kullanihrken gunumuzde suni tohumlama, super ovulasyon, in vitro
fertilizasyon ve embriyo transferi gibi diger i1slah yontemleri kullaniimaya
baslanmigtir. Bu yontemlerde morfolojik yapinin gozlenmesi ve verim
Ozelliklerinin takibi esastir. Hayvanlarin bu 6zellikleri dikkate alinarak yapilan
melezleme calismalari ile kisa vadede verim yonunde olumlu sonuglar

alinmigtir.



Tlrkiye’de hayvan yetigtiriciliginde ticari kaygilardan dolayi yabanci
irklarin tercih edilmesi yerli irklarin geri planda kalmasina yol agmigtir. Yerli
irklar farkli bélgelere uyum agisindan yuksek performansa sahip iken yabanci
irklar ancak 6zel kosullarda yetistirilebilmektedir. Dolayisi ile yerli irklarimizin
sayisi gun gegctikge azalmig ve cogu yok olma tehlikesi ile karsi karsiya
kalmistir. Bu irklarla birlikte onlara yuksek adaptasyon ve direng 6zelliklerini
saglayan gen kaynaklari da buyuk tehdit altina girmistir. Devlet tarafindan
desteklenen uzun sureli ve genis katilimh projeler ile yerli irklarin modern
tekniklerin  kullanimi ile 1slahi, gen kaynaklarinin korunmasina katki

saglayacaktir.

Ozgln ciftlik hayvanlarinin gen kaynaklarinin tilkenmekte oldugunun
farkina variimasi Uzerine Gida ve Tarim Orgiti (Food and Agriculture
Organization; FAO), ilk etapta Asya ve Pasifik'te bulunan 900 adet hayvan
irkinin (si1gir, koyun, kegi, kanatl v.b) genetik varyasyonunun korunmasi igin
Nisan 1992’de diizenledigi Diinya Hayvan Gen Kaynaklari idaresi (Global
Management of Animal Genetic Resources) organizasyonu bunyesinde
kurulan bir komisyonun Onerileri 1s1§inda kapsamli bir projeye baslamistir. Bu
proje ile ilgili veriler, merkezi Roma’da bulunan Dunya Hayvan Gen
Bankasinda toplanmaktadir. Her Ulkenin ekonomik gucu odlgisinde mevcut
gen kaynaklarini aragtirarak bu ¢galismaya katilmasi yonunde karar alinmistir.
Dunyada ciftlik hayvanlarinin gen kaynaklarinin korunmasi yonunde atilan ilk
adim olan FAO’nun bu calismasi; irklarin genetik yapilarinin belirlenmesi,

mevcut durumun degerlendiriimesi ile gen kaynaklarinin ve varyasyonlarin



korunmasini amaglamaktadir. Son yillarda Tlrkiye'de de bu tir arastirmalara

onem verilmeye baglanmistir.

Genetik analizlere dayali bu islah ¢alismalarinin yapilmasi ve hayvan
gen kaynaklarinin korunabilmesi igin hizla gelismekte olan teknolojinin
yakindan takip edilmesi ve uygulanmasi gerekmektedir. Bu tur galismalar

irklarin korunmasinda onceliklerin belirlenmesi igin buyuk 6nem tagimaktadir.

Irklarin genetik yapilarinin belirlenebilmesi igin farkli yontemler
bulunmaktadir. Protein polimorfizmi, kan gruplari ve DNA analiz teknikleri bu
amagla kullaniimaktadir. Son zamanlarda mikrosatelit (STRs; short tandem
repeats) ve mtDNA tekniklerinin farkli populasyonlar arasinda genetik iligkinin
belilenmesinde kullanigh bir yéntem oldugu kanitlanmistir™. Bu nedenle
mikrosatelitler, ylUksek polimorfizm gerektiren babalik testi, populasyon

genetigi ve evrimsel genetik analiz galismalarinda siklikla kullaniimaktadir®

6)

Bu ¢alismada mikrosatelit belirleyiciler kullanilarak Turkiye’nin bazi yerli
ve melez koyun irklarinda, irk i¢i ve irklar arasi genetik cgesitlilik ve irklar

arasindaki genetik farklilagsmanin belirlenmesi amaglandi.

1.1. Koyunun Evcillestiriimesi ve Sistematigi

Ciftlik hayvanlarinin ilk evcillestiriime cabalari ile ilgili ¢esitli gorusler
bulunmaktadir. Arastirmalar koyun ve keginin ilk evcillegtirilen hayvanlar
arasinda yer aldigini gostermektedir. Arkeolojik ¢caligsmalar ve yapilan genetik

arastirmalar, koyunun ilk kez yaklasik 10000 yil 6nce muhtemelen Glneybati



Asya ve Orta Asya’'da evcillestirildigini gostermektedir™. Bir arastirmada
Avrupa’dan alinan 243 evcil koyun 6rneginde 16 mtDNA haplotipi ¢alisiimis

ve bu koyunlarin Asya ve Orta Asya’dan koken aldiklar bildirilmistir®®"™.

Yaban koyunlarinin bilinen 6 tird bulunmaktadir. Bunlardan en
onemlileri Argali (Ovis ammon), Ural (Ovis orientalis), Muflon (Ovis
musimon), Bighorn (Ovis canadensis)dur. Bu yaban koyunlari Asya’da

yayilis gostermektedir'?.

Evcil koyunun sistematigi asagida verilmistir”
Phylum : Animalia

Classis : Mammalia

Ordo . Artiodactyla

Familia : Bovidae

Subfamilia: Caprinae

Genus : Ovis

Species : O. aries

1.2. Ciftlik Hayvanlarindan Koyunun Onemi

Koyun et, sut, yapagi, deri ve gubre gibi ¢ok yonlu verim ozelligine
sahip ciftlik hayvanlarindandir. Dusuk kalitedeki mera ve otlaklarin en iyi
sekilde degerlendiriimesine imkan vermesi, dinyada en ¢ok uretilen giftlik
hayvanlari arasinda yer almasini saglamistir®'). Tirkiye istatistik Kurumu
2007 verilerine gore Turkiye'de 25.475.293 bas koyun bulunmaktadir. Bunu

11.036.753 sigir, 6.286.358 kegi ve 84.705 bas ile manda takip etmektedir.



Son on yila ait veriler dikkate alindiginda koyun, keci ve manda sayisinda
azalma gozlenirken sigir sayisinda once azalma daha sonra ¢ok az artis
g6zlenmektedir (Cizelge 1.1). Dinyada ve Ulkemizde hizla artan nUfus
dikkate alindiginda verimli hayvan yetigtiriciligi hayvansal kaynakli temel

besin ihtiyacglarinin karsilanabilmesi agisindan buyuk onem tasimaktadir.

Cizelge 1.1. Turkiye'deki buyukbas ve kugukbag hayvan sayilarinin yillara

gore dagilimi (Tirkiye istatistik Kurumu)

YIL KOYUN (bas) KEGI (bas) SIGIR (bas) MANDA (bas)
1997 30 238 000 8 376 000 11 185 000 194 000
1998 29 435 000 8 057 000 11 031 000 176 000
1999 30 256 000 7 774 000 11 054 000 165 000
2000 28 492 000 7 201 000 10 761 000 146 000
2001 26 972 000 7 022 000 10 548 000 138 000
2002 25173 706 6 780 094 9 803 498 121 077
2003 25 431 539 6 771675 9788 102 113 356
2004 25201 155 6 609 937 10 069 346 103 900
2005 25 304 325 6 517 464 10 526 440 104 965
2006 26 616 912 6 643 294 10 871 364 100 516
2007 25 475 293 6 286 358 11 036 753 84 705
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Sekil 1.1. Turkiye'deki buyukbas ve kigukbag hayvan sayilarinin yillara gore
dagihmi (Turkiye istatistik Kurumu; TUIK)

Farkli cografik bolgelere uyum gostermis ayirici karakteristik ozelliklere

sahip olan yirmi bes kadar koyun irki bulunmaktadir®

. Koyun rklari
genellikle kuyruk tipi, yapag! tipi ve morfolojik Ozellikler gibi fenotipik
karakterler géz 6niine alinarak siniflandiriimaktadir">'®). Tiirkiye'de toplam
koyun populasyonunun % 97’sini yerli irklar olustururken % 3’luk kismini
ozellikle Merinos ve bunun melezlerini kapsayan kiiltir irklari olusturur’®'").
Bu galismada yer alan koyun irklarinin genel 6zellikleri agsagida verilmigtir:
Morkaraman

Kizil ya da Gezel olarak da bilinen bu irk Tuarkiye’nin kuzeydogu
bolgesinde Kars, Erzurum, Erzincan, Elazig, Agri, Mus, Bingdl, Van ve Bitlis

illerinde yetistiriimektedir. Yagh kuyruk yapisina sahiptir. Rengi kahverengi

veya kizil-kahverengidir. Bas, boyun ve bacaklarda renk daha koyudur.



Erkeklerin ¢cogu boynuza sahip iken disilerde boynuz bulunmaz. Sut verimi
50-65 kg/yil, Saf yun (yil) % 65-72. Capi 30-34 pn olan yun fiberinin elastikiyeti

ise % 24-31'dir.

ivesi

Tarkiye'nin guneydogusunda Gaziantep, Urfa ve Mardin illerinde
yetistiriimektedir. Ayrica Hatay ve Adana’da da bulunmaktadir. Yagh kuyruk
yapisina sahiptir. Beyaz renkli olup bas ve bacaklari kahverengidir.
Erkeklerin ¢odu spiral boynuza sahip iken digilerde boynuz bulunmaz. Sit

verimi 90-155 kg/yil, Saf yiin (yil) % 60-65'dir.

Tirk Merinosu

Merinos irki ilk defa 1843 yilinda ispanya’dan getirilmigtir. Tirk
Merinosu ise 1934 yilinda Bursa’da Karacabey Devlet Uretme Ciftligi'nde
Merinos ve Kivircik irklarinin melezi olarak elde edilmistir. Marmara
Bolgesi'nde Bursa ve Balikesir illerinde yetistirilmektedir. ince uzun kuyruk
yapisina sahiptir. Beyaz renge sahiptir. Erkeklerin % 10-15’i boynuza sahip
iken digilerde boynuz bulunmaz. Sut verimi 50-70 kg/yil, Saf yun (yil) % 48-

54'dur.

Sakiz

Sakiz Adasr’'ndan koken alan bu irk Antalya’dan istanbul’a kadar olan
kiy1 seridinde yetistiriimektedir. Uzun yagh kuyruk yapisina sahiptir. Rengi
beyaz olup, agiz, goz, kulak ve bacaklarda siyah lekeler bulunmaktadir.
Erkekler guclu spiral boynuza sahip iken genellikle disilerde boynuz

bulunmaz. St verimi 200-230 kg/yil, Saf yun (yil) % 60-70’dir.



Karayaka

Karadeniz sahil seridinde ve Tokat ili gevresinde yetistiriimektedir. ince
uzun kuyruk yapisina sahiptir. Beyaz renkli olup, g6z, bas ve bacaklar
siyahtir. Erkeklerin ¢ogu ince, glglu ve spiral boynuza sahip iken disilerde

boynuz bulunmaz. Sut verimi 40-45 kg/yil, Saf yun (yil) % 64-66’dir.

Bafra

ilk defa TIGEM Karakdy Tarim isletmesinde, Sakiz ve Karayaka
irklarinin melezi olarak elde edilmigtir. Daha sonra Amasya Gokhoyuk Tarim
isletmesi'nde yetistirimeye devam edilmistir. Viicut beyaz vyapagd ile
ortuludur. Agiz, g6z ve Kkulaklarda siyah lekelere rastlanir. Yapilan
calismalarda Bafra irkinin verim 6zelliklerinin Karayaka’dan daha iyi oldugu

kaydedilmigtir*'®29,

1.3. DUnyada ve Turkiye’de Evcil Hayvan Gen kaynaklarinin Durumu

Dunyada ve Turkiye’de hayvan gen kaynaklarinin bircogu yok olma
tehlikesi ile karsi kargiyadir. Ulkemizde evcillestirmenin basindan beri gesitli
Islah calismalari denenmigtir. Ancak bu ¢alismalar yuksek verim 6zelligine
sahip irklarin seleksiyonu ile tek yonli devam ettirilmistir. Sadece ticari
kaygilarla yapilan islah galigmalari ve yetistiricilerin yuksek verim 6zelligine
sahip kaltur irklarini tercih etmeleri yerli gen kaynaklarinin kaybedilmesinde

onemli etkenlerdir.



Son yillarda dinyada ve Ulkemizde yerli irklarin korunmasi yoninde
calismalar yapilmaktadir. 1992 yilinda Brezilyanin Rio de Janerio kentinde
Birlesmis Milletler Teskilatinin dizenledigi konferansta 150 Ulkenin katilimi ile
Biyolojik gesitlilik sozlesmesi imzalandi. Bu anlasma uyarinca ulkeler resmi
bir kurulusun kordinatorligunde Universiteler, sivil toplum, kamu ile isbirligi
icerisinde ¢iftik hayvan genetik kaynaklari igin durum tespiti, halki
bilinglendirme ve koruma ¢alismalari yapmalarina karar verildi. 1999 yilinda
ise Gida ve Tarim igin Genetik Kaynaklar Komisyonu’nun (Commision on
Genetic Resources for Food and Agriculture; CGRFA) dinya hayvan genetik
kaynaklarinin durumu cgalismalarini koordine etmesine karar verildi. 2004
yihinda Ulkelerin yaptigi ¢calismalarin gézden gegirilip sonuglarin yayinlanmasi
icin bir zaman takvimi olusturuldu. 2007 yilinda ise 169 Ulkenin katkida
bulundugu ciftlik hayvan irklarinin durumu, orjini, yok olma risk durumlari,
koruma programlari gibi konulari iceren sonug bildirisi niteligindeki kitabini
yayinladi. Bu rapora gore dinyada 7616 ciftlik hayvan irki kaydedilmistir ve
bunlarin % 20’si yok olma riski altindadir. Son alti yilda 62 irk yok olmustur.
Bu da her ay bir irkin yok olduguna isaret etmektedir. Belirtilen irklarin %
36’sinin populasyon sayilarina ait bilgiler yoktur. Ulkemizde de irklarin cogu
kayit altina alinmamistir. FAO’nun Evcil Hayvan Cesitlilik Bilgi Sistemi’nde
(Domestic Animal Diversity Information System; DAD-IS) irklarin risk
durumlari nesli tikenmis, kritik, kritikligini surduren, tehlikede, tehlike
durumunu surduren, risk tagsimayan ve bilinmeyen olmak Uzere 7 kisimda
kategorize edilmistir. TUrkiye’'nin 2007 yilinda yayinladigi rapora gore 27 sigir
irkindan 15’i yok olmus, 6’si risk altinda; 25 koyun irkindan 3’0 yok olmus,

12’si risk altinda; 7 kegi irkindan 4°U risk altinda; 10 at irkindan 1’i yok olmus



6'sI risk altinda; 5 kopek irkindan 3’0 risk altinda; 2 esek irkinin ikisinin de
risk altinda oldugu bildirilmistir®" (Cizelge 1.2). Bu raporun sonuclari
gOstermektedir ki Turkiye'nin hayvan gen kaynaklarinin yuzde ellisi yok olma

tehlikesi ile karsi karsiyadir. Bunun igin acilen tedbir alinmasi gerekmektedir.

Cizelge 1.2. Turkiye’nin Biyogesitlilik Sozlesmesi kapsaminda 2007 yilinda

sundugu rapora gore koyun irklarina ait risk durumu

Genis olglide Bilgisi
Irk Risk altinda Nesli tikenmis
bulunan bulunmayan

Koyun Akkaraman X

Morkaraman X

Kangal Akkaraman X

Glney Karaman X

Daglic X

Ivesi X

Karayaka X

Kivircik X

Sakiz X

Gokgeada X

Karagul X

Herik X

Tirk Merinosu X

Anadolu Merinosu X

Tuj X

Hemsin X

Odemis X

Halkal X

Karakagan X

Karakas X

Norduz X

Malya X

Tahirova X

Ramlig X

Cinegapari X
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Dunyada hayvan gen kaynaklarinin korunmasina yonelik calismalar

22) - Ulkemizde de son

yapllmakta ve kapsamli projeler yUrUtUImektedir(
yillarda bu tar caligmalar hiz kazanmistir. Tarim ve Koyisleri Bakanhgrnin
destegi ile “Turkiye Yerli Evcil Hayvan Genetik Kaynaklarindan Bazilarinin in

vitro Korunmasi ve On Molekiler Tanimlanmasi —1” baslikli TURKHAY GEN-

1 bu amagla yapilmakta olan énemli bir projedir.

Bu proje kapsaminda;

e 9 koyun irki— (Dagli¢, Herik, Kivircik, Sakiz, Gokgeada,
Hemsin, Cine ¢apari, Karagul, Norduz),

e 3Kkecgiirki — (Ankara kegisi, Honamli kegisi ve Kilis
kegisi),

o 6sigirirki — (Yerli Kara, Kilis Sigiri, Yerli Gliney Sarisi,
Boz Irk, Dogu Anadolu Kirmizisi, Zavot),

e 1 manda irki —» (Anadolu Mandasli) yerinde koruma altina

alinmistir.

Hizli bir gsekilde yok olan hayvan gen kaynaklarinin korunmasi igin
gunumuzde Ug farkli metot uygulanmaktadir. Bunlardan birincisi canli (in-situ)
korumadir. Bu koruma metodunda hayvanlar bulunduklari dogal bélgelerde
yeterli blyuklikte siriler halinde korunur. ikinci yéntem olan dondurarak
koruma (ex-situ) da canlidan uygun ydéntemlerle alinan yumurta, embriyo
ve/veya sperm dondurularak (-196 derece sivi azotta) saklanmaktadir.
Uclincli ydontemde donduruimus kan ornekleri veya diger hayvansal

dokularina ait DNA’nin uygun kosullarda saklanmasi yontemidir® 2%, Bu
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yontemlerin birbirlerine gore avantaj ve dezavantajlari s6z konusudur. Ancak
tum bu yontemler uzun bir sure¢ gerektirmektedir. Ayrica devletin hem yeterli
mali kaynak ayirmasi hem de koordinasyon saglamasi ¢alismalardan yeterli

verimin alinmasi agisindan énemli diger bir faktordir.

Yerli gen kaynaklarinin korunmasi igin yapilan ¢alismalarda 6ncelikle
irklarin genetik yapilari belirlenmeli, pedigri kayitlari duzenli bir sekilde
tutulmal, sayim calismalari yapilmali, yetistirici birlikleri kurulmal, yerli
irklarda siit ve et verimi igin uygun seleksiyon kriterleri belirlenmelidir{®2242%),
Koruma stratejilerinden verimli sonug alabilmek igin en dnemli agsama irklarin
genetik yapilarinin belirlenmesidir. Ayrica irk igi ve irklar arasi farkhliklarin da

incelenmesi gerekmektedir® 29,

1.4. Irklarin Genetik Yapilarinin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Canlilarin birbirinden ayirt edilmesinde morfolojik 6zellikler dikkate
alinmakta veya DNA, proteine dayali analiz yontemleri kullaniimaktadir.
Bunlardan morfolojik 0zelliklere gore yapilan ayrimlar, hayvanlarin ilk
evcillestiriimeye  baslanmasindan  itibaren  kullaniimaktadir.  Protein
polimorfizmine dayali analizler ile ebeveyn tayini, heterozigotluk indeksinin
hesaplanmasi, polimorfik protein fenotiplerinin ve gen frekanslarinin tespiti
gerceklestirilebilmektedir. ilk kez 1955'te Smithies®”), nisasta jel elektroforez

yontemi ile hayvanlarda biyokimyasal polimorfik  karakterlerin

12



belirlenebilecegini ortaya koymustur. Bundan sonra proteine dayal

polimorfizm analizleri i¢in bu bir baslangi¢ olmustur.

1.4.1. DNA Analizine Dayali Molekiiler Teknikler

Molekuler tekniklerin uygulamalarinda degisik DNA belirleyicileri
kullaniimaktadir. Bu belirleyiciler, ilk olarak kalitsal bozukluklarin genomdaki
yerlerinin belirlenmesine yodnelik g¢alismalarda kullaniimiglardir. Son yillarda
ise belirleyiciler islah ¢alismalari agisindan 6nemli olan, dogrudan Uretim
Ozelliklerini etkileyen ve odlgulebilir 6zelliklerle ilgili olan genler kantitatif 6zellik
lokuslari (QTL) Uzerinde yogun c¢alismalar vardir. Bu lokuslarda, cesitliligi
sureklilik gosteren karakterler yer alir ve fenotipler dlgme, tartma, sayma
seklinde kantitatif olarak belirlenebilir. Genom boyunca yer alan iki ya da
daha fazla gen cifti, kalitimin fenotip Gzerindeki etkisine eklemeli (kimdulatif)
yolla katkida bulunabilir. Bu islevde ¢ok sayida gen yer aldigi igin bu tip
kalitima genellikle poligenik kalitim denir. Genler belirli bir fenotipin ortaya
cikmasina eklemeli bir sekilde etkide bulunurlar. Tim eklemeli alelerin fenotip
Uzerindeki toplam etkisinin diger gen bdlgelerindeki tum eklemeli alellerin
etkilerinin hemen hemen esit oldugu kabul edilmektedir. Fenotip bu alelerin
hepsinin toplamsal etkisi seklinde ortaya cikar. Poligenik 6zelliklerin analizi
icin bir organizma populasyonunda ¢ok sayida ogul dolin c¢alisiimasi
gerekmektedir®®. Bu gen bolgelerinin  molekiiler genetik yontemlerle
tanimlanmasi ve bu bodlgelerin yakinindaki verime etki eden genlerin
yapisinin ortaya c¢ikarilmasi, birgcok Ulkede caligsmalari surdirilen hayvan

genom projelerinin ortak hedefidir.
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DNA analizine dayal teknikler hibridizasyon ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu’na dayanmaktadir. Bu tekniklerden Enzimlerle Kesilen DNA
Parcaciklarinin Polimorfizm (Restriction Fragment Lenght Polimorphism,
RFLP) tekniginin disindakiler, Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile DNA’nin in-

vitro kosullarda replikasyonuna dayanmaktadir.

ilk kez 1980 yilinda Bostein ve arkadaslari tarafindan gelistirilen RFLP
teknigi;

e Genomik DNA'nin degisik bdlgelerinin, bir yada daha fazla
hibridizasyona 6zel endonukleazlarla kesilmesi

o Jel elektroforezi ile olugsan farkli uzunluktaki DNA pargalarinin
ayrilmasi

e Ayrilan parcalarin naylon membrana transfer edilmesi

e Ozel DNA dizilerinin radyoaktif veya X isinlari ile gbzlenmesi

asamalarindan olugsmaktadir.

RFLP bantlari, DNA dizisindeki, c¢esitli yer degistirmeler ile
mutasyonlar sonucu meydana gelen ve Mendel kalitimi gésteren molekuler
belirleyicilerdir. Bu belirleyiciler, DNA parcalarinin PCR reaksiyonu ile
¢ogaltiimadan direkt analizine izin vermektedirler. Bu teknik, tek zincirdeki
DNA pargalarinin sadece homolog olan diziler ile hibrid olusturmasi esasina
dayanmaktadir®® Lokus basina yalnizca 2 alel tanimlanmasina izin verdigi
icin hayvanlarda tim genom taranmasini sinirlamaktadir. Ayrica kontrol
edilemeyen bakteriyel kontaminasyon igeren o&rneklerde sonuglarin

guvenilirligi tartisiimaktadir. Uygulamalarda kontaminasyonu kontrol etmek
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zor oldugu icin sadece taze kan ornekleriyle ¢alismak suretiyle sinirlandirma

yoluna gidilmistir.

1.4.2. PCR Reaksiyonuna Dayal Teknikler

PCR teknigi ilk defa Dr. Alec Jeffreys ve arkadaslari tarafindan 1985
yilinda Leicester Universitesinde insanlar lizerinde uygulanmis ve ayni yilda
Nobel Odili almistir. Daha sonra diger canllarda yodun bir sekilde
uygulanmasina baslanmistir. PCR, ¢alismaya konu olusturan hedef bdlgenin
yapay olarak hazirlanmis olan oligonikleotidler (primer) ile sinirlandirilarak
cogaltiimasidir. DNA’daki cesitliligin taranabilmesi i¢in uygun primerlerin
geligtiriimesi gerektirmektedir. Bu primerler, lokusun PCR ile in vitro
enzimatik c¢ogaltiimasi (amplifikasyonu) igin kullaniimakta ve istenilen
genlerin ya da DNA dizilerinin dollere bagh replikasyonu, hizli bir sekilde
gerceklestiriimektedir®®32. Aynen dogal hiicre béliinmesindeki replikasyon
surecini taklit ederek yaklasik 30 dongu sonra secilmis bir DNA dizisinin

asag! yukari milyar katini kopyalamaktadir.

PCR reaksiyonuna katilan bilesenler sunlardir:

1. Kalip DNA: Genomik DNA, plazmid ve faj DNA’lari, gesitli genler ve
hatta herhangi bir DNA parc¢asi kalip olarak kullanilabilir.

2. Polimerazlar: En yaygin olarak kullanilan polimeraz enzimi Thermus
aquaticus ’dan elde edilen Tag DNA polimeraz 'dir. Amplitaq, Hot Tub,

Protase, Tth Pfu ve Vent gibi bazi enzimler de kullaniimaktadir.
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. Primerler:  Primerler 10-25 nuUkleotid uzunlugunda sentetik
oligonukleaotitlerdir.

. dNTP: Deoksiribo nikleozid fosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP).
Primerden itibaren zincirin uzamasi igin gerekmektedir.

. MgCl,: PCR karisiminda enzim aktivitesinin artirmak amaci ile

kullaniimaktadir.

PCR reaksiyonu 3 asamada gergeklesir:

. Ayrilma (Denaturasyon): Kalip DNA'nin yuksek sicaklikta birbirinden
ayrilmasi (denattirasyonu) (92- 96 °C)

. Baglanma (Annealing): Primerlerin, birbirinden ayriimis DNA
zincirlerinde bulunan uygun bolgelere baglanmasi (35-65 ° C)

. Uzama (Elongation): Hedef bolgede simetrigi olan DNA zincirine, DNA
polimeraz enziminin aktivitesi ile primerden itibaren sentezin

gergeklesmesi (72 ° C). PCR’In sematik sekli Sekil 1.2'de verildi.

Hedefedige 3 ckingii

—— \m; C <z€§ 6. cingii

!.ﬂ-.ﬂ mibar ko mss

Sekil 1 2. Polimeraz Zincir Reaksiyon’unun sematize sekli
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Bu U¢ asama bir ‘dongU’ olarak kabul edilir ve galismalarda ortalama
25-35 dongu uygulanir. Her dongu sonunda, mevcut primer-genomik DNA
kombinasyonu ile ¢ogalan DNA miktari geometrik olarak artar. Bu Ussel
artisin nedeni, bir dongu sonucu sentezlenen Uranun, ardisik dongude diger
primer icin kalip gorevi yapmasidir. Boylece her PCR déngusti DNA molekuli
Uzerinde istenilen bdlgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir. istedigimiz

miktarda kopyalanan DNA'ya ulasildiginda PCR reaksiyonu sona erdirilir.

Cogaltiimis Parca Uzunluk Polimorfizmi (Amplified Fragment Lenght

Polymorphism; AFLP) Teknidi; genomik DNA'nin 2 adet restriksiyon enzimi

ve bir adet 3’ adaptoru ile kesilmesi daha sonra &’ primerleriyle gogaltilan
DNA ile restriksiyon parcalari elde edilmesi esasina dayanmaktadir. Elde
edilen durUnler jelde vydrutilerek gumids boyama veya radyoaktivite ile

r3% 34 PCR ile RFLP tekniginin kombinasyonu olup, kullanilan

g6zlenmektedi
primerler hem dizi 6zgu (spesifik) hem de rastgeledir. Boylece hem RFLP’nin

tekrarlanabilirligi hem de PCR’in basitligi bir araya getirilmistir®®.

Rasgele Codaltiimis Polimorfik DNA (Randomly Amplified Polymorphic

DNA; RAPD) Teknigi; genetik polimorfizmin taranmasinda kullanilan

molekiiler tekniklerden birisidir®®. RAPD yéntemi ilk tanimlandigindan
itibaren Oonemli bir degigiklige ugramamistir. Rastgele dizilerden olugsan
oligonukleotit dizileri, kalip DNA kullanilarak PCR ile gogaltilir. Bu teknikte 9-
10 baz ¢ifti uzunlugundaki primerler kullaniimaktadir. Reaksiyon bagina tek
primer ve 10-25 ng DNA gerekmektedir. Genomik DNA; primer, DNA

polimeraz, dNTP, magnezyum klorur ve uygun bir tampon ¢ozelti varhginda
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‘Isisal dongl’ cihazinda ¢ogaltilir. PCR cihazinda uygun baglanma isisinda
(annealing temparature) reaksiyon sartlari saglanan primerlerin, kendileri ile
homolog DNA dizilerine baglanmasi saglanir. Bu sekilde istenilen bolgenin
milyonlarca kopyasi olusur. Polimorfizmlerin varhigi, primer baglanma
noktalarindaki mutasyon ve dizi degisikliklerinin sonucu olarak bantlarin
varligi ve yokluguna dayali olarak tespit edilir. Bu da RAPD belirleyicilerinin

genelde dominant olduklari anlamina gelmektedir.

SNP (Single Nucleotide Polymorphisms:; Tek niikleotit polimorfizmi);

DNA dizisinde, ayni pozisyondaki farkli nukleotidlerin ortaya ¢ikariimasinda
kullaniimaktadir. insanda her 100-300 baz ciftinde SNP’ler gériilmektedir®”.
iki insanin DNA dizisi karsilastirildiyi zaman, aralarinda 1.6 — 3.2 milyon SNP
bulundugu tahmin edilmektedir. SNP, kodlanan bdlgelerdeki protein
fonksiyonlari ile dogrudan iligkilendirilebilir. Atasal kalitimda sabit oldugundan
dolay! seleksiyon icin uygun isaretleyicileridir. Son yillarda, insanda genetik
hastaliklarin arastirimasinda, insan evrim c¢alismalarinda ve gesitli giftlik
hayvanlari Uzerinde yapilan arastirmalarda tercih edilmektedir. insan genom
haritalamasinda®®, insanin evrimi ile ilgili galismalarda da kullaniimaktadir

(3940) " Ayrica diger hayvanlar ile ilgili genom projelerinde genis élglide

kullaniimaya baslanmigtir®!).

1.4.2.1. Mikrosatelitler

VTNR (Variable Number of Tandem Repeats) ardisik olarak tekrar

eden basit DNA dizi tekrarlari insan genomunda yaygin olarak bulunmakta ve
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bireyler arasinda yuksek farkllik (polimorfizm) gostermektedirler. Bu metot
tekrar eden lokuslara baglanan primerlerin PCR yardimiyla c¢ogaltiimasi
esasina dayanmaktadir. Art arda tekrarlanan zincirdeki dizilerin sayisindaki

degisiklikler ile tekrar eden lokuslar arasindaki farklliklar belirlenmektedir?.

Bu tekrar bolgeleri, tekrar eden birimlerin buyuklugune goére 2 gruba
ayrilmaktadir:
a) Minisatellitler

b) Mikrosatelitler

Bir DNA dizisinin ardisik tekrarlanan kopyalarini igeren minisatellit
lokusu genelde yiiksek polimorfizm gdstermektedir®® ve yaklasik 10-100 baz
ciftlik birimlerin birka¢ ylUz kopyasi tekrar etmektedir. Minisatellitler cesitli
sayida tekrar eden lokuslar olarak bilinen VTNR (Variable Number of

r444548) jik kez insan genomunda

Tandem Repeats) siniflarindan birisidi
tanimlanmiglardir. Daha c¢ok telomer bdlgesinde yogunlasmaktadirlar. Bu
bolge bireyler arasinda yuksek oranda farklliklar gosterdiginden dolayi
genetik farkliliklarin arastirildigr ¢alismalarda buylk 6nem tasimaktadir.
Ancak minisatellit isaretleyicilerinin g¢ogaltiimasi zor oldugu igin tercih
edilmemektedir. Genellikle tekdize 1-5 b¢’lik (dC-dA), (dG-dT), gibi basit
tekrarlardan meydana gelirler(‘”‘s”. Bu kisa ardisik tekrarlar 6karyotik genom

48)

icerisinde yaygin olarak bulunmaktadir! Tekrar birimlerinin ¢ogunda

49 Mikrosatelit  lokusu

yuksek siklikta  polimorfizm  gorulmektedir
incelendiginde belli bir populasyonda yuksek derecede ayrim saglamak
mumkin olmaktadir. Ayrica ¢ok az miktarlarda ve butunligu bozulmus

DNA’da dahi sonu¢ vermektedir. Bir mikrosatelit lokusunun kullanilirhgr;
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yuksek heterozigotluk, degismez tekrar birimleri, ayrigtirilabilir aleller, kolay
cogaltiimasi (amplifikasyon) gibi parametreler ile Olglilimektedir. STR
analizinde yuksek ayiriciligi olan ve tek baz farkini bile gosterebilen denatire
edici poliakrilamid jeller kullaniimaktadir. Mikrosatelitler kodominant olarak
kahtilir®?), Kodlanmayan intron bdlgelerini temsil etmeleri, ¢cok sayida ve
kodominant alellere sahip olmalari nedeni ile irk i¢i ve irklar arasi genetik

r.('1,53)-

cesitliligi  saptamadaki 6nemi fark edilmigti Ciftlik hayvanlarinda

karakterize edici farklarin hizli analizinde yaygin kullaniimaktadir®.

Alel A
“=——CACACACACACACACACACACACACACACA—<=
2 '\—{‘.*\(‘A(‘A(‘A(‘A(‘.a\(‘.»'\(‘.-'\(‘A(‘A(‘A(‘A(‘s\(‘f\{‘s\(‘f\(‘f\—‘_
} = CACAC CACACACACACACACACACACACACACACA—s=
Genotip

1122 33 12 13 23

Sekil 1.3. Mikrosatelit tekrarlarinin jeldeki sematize sekli [(CA)1s, (CA)17 ve

(CA)e]
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1.4.2.1.1. Mikrosatelit igin DNA Bant Profilinin Belirlenmesi

Mikrosatelit tekniginde yukseltgenmek istenilen bolgeye 6zgu primer
kullanilarak PCR islemi gerceklestirilir. Elde edilen Grinlerin gézlenmesi igin
farkli teknikler bulunmaktadir. Urlinler poliakrilamit jelde yuritiildikten sonra
glmus nitrat boyama veya otoradyografi yapilarak DNA bant profilleri elde
edilebilir. Ayrica son yillarda DNA caligsmalarinda otomatik DNA dizi analiz
cihazi kullaniilmaya baglanmigtir. Standart ¢alisma kosullarinin saglanmasi,
daha kisa zamanda sonu¢ alinmasi ve elde edilen sonuglarin
degerlendiriimesi acgisindan buylk avantajlar saglayan bu teknikte sabit
bilgisayarda yUkIU programlar ve bu programlar ile yoénetilen elektroforez
sistemi bulunmaktadir. Elektroforetik Unitelerde bulunan lazer i1sik kaynagi ile
monokromatik bir 1sik olusturulur. DNA’'nin bulundugu jelmatriks bu isik ile
taranir. Elektroforez slresince DNA’ya baglanan floresan boya, isik ile
uyarilan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi igin karakteristik
olan dalga boyunda 1s191 geri yansitir. Yansiyan 1sik demeti dedektor
tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlari ile
degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar
ekranina aktarilir®, Avantajlari agisindan ¢alisma ABI Prism 310 Genetik
Analizator cihazi ile tamamlandi. Bu cihaz poliakrilamid jelmatriks sistemi
yerine kapiler sistem igine doldurulan polimer jelmatriks sistemi igerir. Cihaz
bilgisayar sistemi ve elektroforez kismi olmak Uzere iki ana pargadan
meydana gelmektedir(55). Floresan isaretli primerler kullanilarak otomatik
DNA dizi analiz cihazinda yukseltgenme sonucu elde edilen veriler bilgisayar

ortamina aktarilabilir.
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Mikrosatelitlerin evcil hayvan galismalarinda kullaniimasinin baslica ¢
sebebi vardir:
1. Ciftlik hayvan populasyonlarinda irk i¢i ve irklar arasi genetik

cesitliligin belirlenmesinde kullanilabilir.
2. Ciftlik hayvanlarinda genetik potansiyelin belgelenmesine izin verir.

3. Mikrosatelit verileri ile bireylerin, irk ve tur diizeyinde genetik olarak

benzer gruplara ayriimasi gergekle§tirilebilir(8' %),

1.5. Mikrosatelit Metodu ile Ciftlik Hayvanlarinda Yapilan Calismalardan

Bazilari

Bircok arastirici kendi Ulkelerinde yetistirilen hayvan populasyonlarinda
mikrosatelit belirleyiciler kullanarak calismalar yapmistir. Koyun ve diger evcil

hayvanlarla yapilan genetik ¢alismalardan bazilari sunlardir:

Maudet ve ark. (2002)®®) Fransa’'da bulunan 6 sigir irki ve Holstein
irkint 23 mikrosatelit belirleyicisi kullanarak arastirmiglar ve daha oOnce
calisiimis olan Isvicre rklari ile Kkarsilastirmislar. Kicik olclide bir
populasyonu olusturan Alpin irki, daha genig populasyona sahip Holstein
iIrkindan daha yuksek oranda genetik gesitlilik gosterdigini rapor etmislerdir.
Dendogramda Abondance ve Tarentaise irklari birbirine yakin, Holstein

irklarin hepsinden daha uzakta yer aldigi gozlenmistir.

Grigaliunaite ve ark. (2003)®" 7 koyun irkina ait 195 bireyde babalik

testi ve populasyon ic¢i ile populasyonlar arasindaki gesitliligi arastirmak igin
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15 mikrosatelit belirleyicisi kullanmisglar. Butiin mikrosatelitleri polimorfik

olarak bulmuslar ve lokus bagina ortalama 4.4-10.9 alel gézlemlemisler(57).

Arruga ve ark. (2001)°® Rasa Aragonesa koyun irkinda babalik
testinde kullanilan 4 mikrosateliti ¢galismislar ve mikrosatelit tekniginin ¢ok

kullanisli oldugunu bildirmiglerdir.

Jandurova ve ark. (2003)®%, Beyaz Kisa-Tiiyli ve Kahverengi Kisa-
Tayld kegi irkini sigrdan orjin alan 3 lokus, koyundan orjin alan 3 lokus ve 1
tane kegiden orjin alan toplam 7 lokus galismislar. iki irk da yiiksek diizeyde
heterozigot olarak bulunmus. Fakat bu iki irka ait SR-CRSP-9 verilerinin

literaturdeki verilerden tamamen farkli oldugunu bildirmiglerdir.

Aranz ve ark. (2000)®%, 6 yerli ispanya koyun irkinda toplam 18
mikrosatelit lokusunu genetik ¢esitliligi belirlemek i¢in analiz etmigler. Birgok
lokusda irka 6zgu alelleri gozlemigler. Arastiricilar bu alellerin en sik Merinos
irkinda oldugunu, nadir olarak da Churras rkinda gdzlediklerini

bildirmiglerdir.

Farid ve ark. (2000)®", 10 koyun irkinda 10 mikrosatelit lokusunu
cahsmislar. Irk ici ve irklar arsindaki genetik ¢esitliligi incelemigler. Sonuglar

secilen irklarda yogun genetik gesitlilik kaybinin olmadigini bildirmiglerdir.

Rendo ve ark. (2004)?), iber yarimadasinin kuzeyinde 6 yerli koyun
irkinda 11 mikrosatelit lokusu calismiglar. Alinan veriler dogrultusunda Latxa
irkinin alt populasyonlari igin yeni bir siniflandiriima onermislerdir. Ayrica

arastiricilar mikrosatelit belirleyicileri ile yaptiklari bu g¢alismanin giftlik
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hayvanlarinda DNA varyasyonunun analizinde oldukg¢a yararl oldugunu ileri

surmaglerdir.

Mikrosatelit belirleyicileri farkli tlrlerde de populasyonlarin genetik
yonden analizinde kullaniimaktadir. Maudet ve ark. (2001), 7 sigir irkinda 23
mikrosatelit lokusu taramiglar Holstein sigir irkini digerlerinden ayri bir grup
oldugunu rapor etmislerdir®®. Rout ve ark. (2008)®®, 7 Hindistan kegi irkinda
toplam 17 mikrosatelit lokusu g¢alismiglar. Avrupa ve Asya irklarina gore daha
fazla gen cesitliligine sahip oldugunu bildirmislerdir. Agha ev ark. (2008)®%,
Misir ve italyan kegci irklarinda 7 mikrosatelit lokusu taramiglar. Calistiklari
Misir kegi irklarinin benzer oldugunu evcillesme merkezi olan Ortadogu’dan
goOglerinden sonra ¢ok az aciim gosterdiklerini bildirmiglerdir. Bolgedeki
kegilerin genetik cesitliliginin analizinde daha fazla sayida irk ve ornek ile
farkli molekuler belirleyiciler eklenerek yapilmasi gerektigini ileri surmuglerdir.
Bir baska calismada Zhou ve ark. (2005)(65), Cin’de 5 sigir irkinda 5
mikrosatelit lokusu calismiglar. Uzak cografik bdlgeden alinan Yanbian
irkinin genetik c¢esitliliginin diger irklara goére daha dusuk oldugunu rapor
etmiglerdir. Yerli keci irklarinda mikrosatelit belirleyicileri ile yapilan ilk

calisma oldugunu ve diger irklarin da eklenerek daha kapsamli bir arastirma

ile kegi Irklarinda genetik iligkilerin belirlenebilecegini ileri sirmusglerdir.

Sunulan galigmada mikrosatelit belirleyicileri kullanilarak Turkiye’'nin 6
yerli koyun irkinda irk ici ve irklar arasi genetik gesitlilikleri ve irklarin genetik

acgidan birbirlerine olan uzakliklari arastirildi.
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1.6. Calismanin Amaglari

Ekonomik 6neme sahip olan ciftlik hayvanlarinin gen kaynaklarinin
korunmasi ve surdurdlebilirliginin saglanmasi icin 1slah ¢alismalarinin belli
kriterler cergevesinde gergeklestiriimesi gerekmektedir. Bu c¢alismalarin
verimli bir sekilde yapilabilmesi ¢iftlik hayvanlarinin genetik yapilarinin uygun
analiz yontemleri kullanilarak belirlenmesi ile mumkundur. Daha 6nce giftlik
hayvanlarinin karakterizasyonu igin protein ve enzim polimorfizmine dayall
teknikler  kullanihirken gunumizde direkt DNA analiz yontemleri
kullanilmaktadir. Turkiye’de de DNA'ya dayali analiz tekniklerinin bu amacla
kullanilmasi ¢ok yenidir. Sinirli sayida yapilan bu ¢alismalarin arttirlimasi ve
hizlandirilmasi yerli gen kaynaklarimizin korunabilmesi acgisindan ¢ok

onemlidir.

Calismada ¢iftlik hayvanlari arasinda 6nemli paya sahip olmasi nedeni
ile koyun secilirken DNA analiz yontemi olarak da mikrosatelit belirleyiciler

kullaniimistir. Bu galismanin amaci;

1. Tuarkiye'deki bazi vyerli koyun irklarimizin mikrosatelit yontemi
kullanilarak genetik yapilarinin belirlenmesi ile 1slah ve koruma

caligsmalarina katkida bulunulmasi,

2. Caligilan koyun irklarinin, 1rk i¢i ve irklar arasi polimorfizminin

belirlenmesi,

3. Cahgilan lokuslar agisindan bu irklarin icerdikleri genetik varyasyonun

belirlenmesi,
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4. Cahsmada kullanilan melez irklarin yerli irklarla genetik uzakliklarinin

belirlenmesi,

5. Calisilan koyun irklarinda irkin karakterizasyonunda kullanilabilecek

iIrka 6zgu alellerin bulunup bulunmadiginin tespit edilmesidir.
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3 MATERYAL VE METOT

2.1. Orneklerin Toplanmasi

Orneklerin toplanmasinda morfolojik acidan irkin dzelliklerini en gok
yansitan ve akrabalik iliskisi olmayan hayvanlarin secilmesine &zen
gosterildi. Ancak devlet uretme ciftliklerinde kayitlarin yeterli olmamasindan
dolayl ornekler toplanirken bu ayrim kesin olarak yapilamamistir. Kan
drnekleri veteriner hekim tarafindan vakumlu EDTA’l tiiplere alindi. Ornekler
48 saat icerisinde soguk zincir ile laboratuvar ortamina ulagtirildi. Irklarin

sayllarina ve alindigi bdlgelere gore dagilimlari Cizelge 2.1’ de verildi.

Cizelge 2.1. Irklarin sayilarina ve alindigi bolgelere gore dagilimlari

Irkin Adi Ornek Sayisi | Orneklerin Toplandigi Yer

ivesi 18 Urfa ve gevresindeki surilerden
Morkaraman |13 Van, Altindere Uretme ciftligi

Tark Merinosu | 15 Karacabey Harasi, Bursa

Sakiz 12 Cesme ve civarindaki surtlerden
Karayaka 14 Giresun ve civarindaki sirulerden
Bafra 14 Amasya G6khodylk Tarim isletmesi
Toplam 86
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Calismada kullanilan irklarin Turkiye’de yayilis gdsterdigi alanlar ve

orneklerin alindigi iller Sekil 2.1’de gosterildi.
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Sekil 2.1. Calismada kullanilan irklarin Turkiye'de yayihis gosterdigi alanlar

ve bu irklara ait 6rneklerin alindigi iller

2.2. Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Koyun irklarina ait kan oOrnekleri uygun sartlarda laboratuvara
getirildikten sonra DNA izolasyonu yapildi. izolasyon Fermentas Genomic
DNA Purification KiT ® ve fenol-kloroform yéntemi kullanilarak iki farkli

sekilde gergeklestirildi. Elde edilen drnekler daha sonra -20 °C’de saklandi.
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3.1.1 DNA’nin Kandan KIT ile izolasyonu

Irklara ait kan ornekleri alinarak Fermentas Genomic DNA Purification
KIT ® ile DNA izolasyon islemi gergeklestirildi. 200 ul antikoagulanli kan
ornegdi Uzerine Lysis Buffer (KHCO3, NH4Cl, 0.5 M EDTA,; pH: 8.0) konularak
65 °C'de 5 dakika inkiibe edildi. inkiibe edilen kanlarin (izerine kloroform
eklenerek yavasca karistirildi, 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Usteki
sivi faz dokullerek Uzerine 400 ul fenol eklendi ve ornekler tekrar 10000
rom’de 2 dakika santrifiij edildi. Ustteki temiz faz temiz bir ependorf tipe
aktarildi ve Uzerine ¢oktirme solusyonu eklendi. Tupler iki dakika oda
sicakliginda karigtirilarak bekletildi. Daha sonra 10000 rpm’de 2 dakika
santrifij edilerek olusan supernatan kisim dokualdu. Altta kalan pellet kismi
NaCl solusyonu ile iyice ¢ozuldikten sonra mevcut hacmin yaklasik iki misli
oraninda saf alkol (%99) eklendi ve 10 dakika -20 °C'de bekletildi.
Dondurucudan c¢ikartilan tipler, 10000 rpom’de 3-4 dakika santriflj edildi.
Daha sonra dipte pellet seklinde bulunan DNA % 70’lik alkolle yikandi. Tupler
kurutulduktan sonra Uzerlerine, DNA yogunluguna gore 100 - 200 pl steril su
eklendi ve +4 °C’de en az 10 saat iyice ¢ozlilmesi igin bekletildi. Elde edilen

DNA drnekleri daha sonra -20 °C’de saklandi.

3.1.2 DNA’nin Kandan Fenol-Kloroform Yéntemi ile izolasyonu

Denemeler sirasinda elde edilen DNA’lar ile her irkta ayni verim
alinamadigi igin 6rnekler ayrica fenol-kloroform yontemi ile tekrar izole edildi.

Bu yéntemde 2ml kan 15 ml'lik falcon tiplerine alindi. Uzerine 100 ul EDTA
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(0.5 mM) eklendi ve 2X Lysis Buffer (10X Lysis buffer:KHCO3; mM, KH4Cl 46
mM, EDTA 0.5mM) ile 15 ml'ye tamamlandi. TUpler 30 dakika buz tzerinde
bekletildikten sonra 10 dakika oda sicakliginda devamli ¢alkalandi. Bu sure
sonunda 3000 rpm’de 10 dakika santrifij edildi ve supernatan kismi dékulda.
Pellet Uzerine 1 ml tuz/EDTA konularak vortekste ¢oézildia. Pellet iyice
¢bzuldikten sonra uzerine % 10’luk SDS, Proteinaz K (10mg/ml) eklendi.
Tiipler 55 °C’de 2-3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon isleminden sonra tiiplere
1 ml fenol konularak énce 20 saniye hizli, 10 dakika vurarak c¢alkalandiktan
sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi. SUpernatan kismi temiz falcon
tiplere alindi ve Uzerine 1 ml fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklendi.
Tekrar 3000 rpm’de 10 dakika santrifij edildi. Santriflj edilen tlplerdeki Ustte
bulunan sUpernatan kismi ependorf tliplere alindi ve Uzerine hacminin iki kati
kadar soguk saf alkol (%99) eklendi. Yavasca ileri geri calkalanarak DNA'nin
yogunlagsmasi saglandi. 10000 rpm’e 7 dakika santrifij edilerek DNA’'nin
¢okmesi saglandi. Saf alkol dokulup oérnekler %70’lik alkol ile yikandi. Tupler
kurutma kagidi Uzerinde bir gece bekletilerek alkolin tam olarak ugmasi
saglandi. Ve DNA (zerine 100 uyl dH2O eklendi. 4 °C’de en az 10 saat iyice
cOzllmesi icin bekletildi. Elde edilen DNA o6rnekleri daha sonra -20 °C’de

saklandi.

2.3. Genomik DNA Miktarinin Hesaplanmasi

Spektrofotometre ile 260 nm’de Orneklerin optik yogunluklari (OD)
kuvars kivet kullanilarak spektrofotometrede belirlendi. 260 nm’de okunan

degerler, Oornekteki nlkleik asit konsantrasyonunun hesaplanmasinda
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kullanildi. 1 OD (optic density) yogunlukta yaklasik 50 pg / ml DNA oldugu
kabul edilerek o6rneklere ait DNA konsantrasyonlari ng/ul cinsinden
hesaplandi. Ayrica 260 nm ve 280 nm deki OD’ler de Olcllerek nikleik asit
safliginin tayini gerceklestirildi ve érneklerin % 70’inin OD2gp / OD2gp Oraninin

1.8 — 2.0 arasinda oldugu belirlendi.

2.4. Calismada Kullanilan Mikrosatelit Primerleri ve Optimizasyon

Calismalar

Bu calismanin baslangicinda JMP29, JMP58, MAF65, FCB20,
FCB128, FCB193, FCB304 mikrosatelit primerleri secildi®” . Bu primerler
icin optimizasyon c¢alismalari yapildi ve sonug alinan primerlerde Bp dATP
kullanilarak PCR’lar1 yapildi. Yukseltgenen ornekler % 6’lik poliakrilamit jelde
yurutuldd. Daha sonra jel Uzerine rontgen film konularak celik kasetlere
yerlestirildi. Bekleme suresi tamamlandiktan sonra banyo edildi. Bazi
primerler igin optimizasyonun saglanamamasi ve otoradyografi tekniginde
kargilagilan sorunlardan dolayl sadece JMP29 ve JMP58 primerleri ile Turk
Merinosu ve Morkaraman irklarina ait orneklerden elde edilen veriler
istatistiksel olarak deg@erlendirildi. Daha sonra c¢alismada kullaniimak Uzere
flouresan boya igceren OarCP34, MAF65, DYMS1, ILSTS011, MCM140,
MAF209 primerleri secildi®®” ve bu primerlerle PCR'I yapilan oOrneklerin
analizi ABI Otomatik DNA Analiz cihazi ile gergeklestirildi. Bu primerlerden
MAF209, MAF65, OarCP34 ve DYMS1 icin elde elden veriler istatistiksel
olarak degerlendirildi. Optimizasyon denemeleri yapilan primerlerin adi, orjini,

dizisi, kromozom numarasi ve rengi Cizelge 2.2 ve Cizelge 2.3'de gosterildi.
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Cizelge 2.2. Calismada otoradyografi icin optimizasyon denemeleri yapilan

primerlerin adi, orjini, dizisi ve bulundugu kromozom

Primerin adi Primerin dizisi (5’-3") Orijini Kromozom numarasi

JMP29
GTATACACGTGGACACCGCTTTGTAC Koyun 24
GAAGTGGCAAGATTCAGAGGGGAAG

JMP58 GAAGTCATTGAGGGGTCGCTAACC Koyun 26
CTTCATGTTCACAGGACTTTCTCTG

MAF65
AAA GGC CAG AGT ATG CAA TTA GGA G Koyun 15
CCA CTC CTC CTG AGA ATATAA CAT G

FCB20 AAA TGT GTT TAA GAT TCC ATA CAG TG Koyun 2
GGA AAA CCC CCATATATACCTATAC

FCB128
CAG CTG AGC AAC TAA GAC ATA CAT GCG Koyun 2
ATT AAA GCA TCT TCT CTT TAT TTC CTC

FCB193 TTC ATC TCA GAC TGG GAT TCA GAA AGG C Koyun 11
GCT TGG AAA TAA CCC TCC TGC ATC CC

FCB304 AAA GGC CAG AGT ATG CAA TTA GGA G Koyun 19
CCA CTC CTC CTG AGA ATATAA CAT G

Cizelge 2.3. Calismada otomatik DNA dizi analizi icin optimizasyon
denemeleri yapilan primerlerin adi, dizisi, orjini, bulundugu
kromozom ve rengi

Primerin adi Primerin dizisi (5’-3’) Orjini Kromozom Renk
numarasi

OarCP34 GCTGAACAATGTGATATGTTCAGG sigir 11 HEX
GGGACAATACTGTCTTAGATGCTGC

MAF65 AAA GGC CAG AGT ATG CAA TTA GGA G FAM
CCA CTC CTC CTG AGA ATA TAA CAT G Koyun 26

DYMS1 5 HEX
AACAACATCAAACAGTAAGAG sigir 20
CATAGTAACAGATCTTCCTACA

ILSTSO011 5 FAM
GCTTGCTACATGGAAAGTGC Sigir 14
CTAAAATGCAGAGCCCTACC

MCM140 FAM
GTTCGTACTTCTGGGTACTGGTCTC Koyun 6
GTCCATGCATTTGCAGAGTCAG

MAF209 NED
GATCACAAAAAGTTGGATACAACCGTGG Koyun 17
TCATGCACTTAAGTATGTAGGATGCTG

Kullanilan primerlerin segiminde primerin daha oOnce c¢aligiimis ve

polimorfik olarak belirlenmis olmasina dikkat edildi
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2.4.1. JMP29, JMP58, MAF65, FCB20, FCB128, FCB193, FCB304

Mikrosatelit Primerlerinin Optimizasyonu

Bu primerler igin optimizasyon calismalari yapildi. Bu denemelerde
primerler icin uygun baglanma dereceleri ve PCR kosullari belirlendi.
Deneme sonuglarini test etmek igin agaroz jel (%1.5) kullanildi. Thermo
Hybaid PCR cihazi ile yapilan denemelerden bazilarina ait agaroz jel

fotograflari Sekil 2.2’ de verildi.

TH Fenol El\'lﬂ . (KETT)

Aoxls. (Femol) Frggryy

FCB20 ~FEB2O==FCB20 -
Salar Karayaka Hesi

Sekil 2.2. Agaroz jelde kontrol edilen bazi optimizasyon galigsmalarinin fotograflari
a) JMP 29 primerinin Morkaraman (Mork) ve Tirk merinosu (TM)
irklarindan farkh iki yontem ile elde edilen DNA Orneklerinin rastgele
segilerek yukseltgenmesi sonucu olusan DNA bantlari b) JMP 58
primerinin Morkaraman (Mork) ve Turk merinosu (TM) irklarindan farkli
iki yontem ile elde edilen DNA oOrneklerinin rasgele secilerek
yiikseltgenmesi sonucu olusan DNA bantlari ¢) Sakiz, Karayaka, Ivesi
ve Bafra irklarina ait rastgele secgilen &rneklerin primerler ile
ylUkseltgenmesi sonucu olusan DNA bantlari ve pBR322 belirteci ile
kontrolu
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PCR Kosullart:

Calisilan primerlerden JMP29, JMP58, MAF65 ve OarFCB128 igin
optimizasyon saglandi ve tim bireylerde **P dATP radyoaktif madde ile
PCR’lar1 yapildi. PCR karigimi son hacim 15 pl olacak sekilde gerceklestirildi.
Bu karisimda 1XPCR buffer; 2.5 mM MgCl,; 0.08 Tag DNA polimeraz; 200
mM dTTP, dCTP, dGTP, 20 mM dATP; 0.05 ul 1000 mCi **P dATP; JMP58
ve OarFCB128 icin 6 pmol, MAF65 icin 4 pmol, JMP29 icin ise 0.3 pmol
eklendi. Bu karisim 50-100 ng DNA ornegi iceren tuplere dagitildi. Eger
beklenen bdlge yiikseltgendi ise o primer ile tim orneklerin **P dATP

kullanilarak PCR’1 gergeklestirildi.

Poliakrilamit Jelin Otoradyografi ile goriintilenmesi:

PCR igleminden sonra ornekler % 6’lik poliakrilamit jele yuklendi. Bu jelin
elde edilmesinde % 6 ’hk akrilamit-Ure karigimi stok solusyon olarak

kullanildi. Bu stok solusyonun hazirlanmasi:

Akrilamit 57 g
Bisakrilamit 34
Ure 480 g

10X TBE 100 ml

Bu kimyasallar isitilarak eritildi ve distile su ile 1 It'ye tamamlandi.

Hazirlanan stok daha sonra renkli sisede +4 °C’de muhafaza edildi.

Poliakrilamit jel dokulecegi zaman bu stoktan 30 ml alindi ve hizli bir sekilde
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%10’luk APS’den 250 pl ve TEMED’den 60 pl eklenerek temiz cam preparati
icerisine enjektor ile hava kabarcigl kalmayacak sekilde dokuldu ve tarak
takildi. Jelin sadece bir cama yapigmasini saglamak amaci ile jel
dokulmeden once camlardan birisine sigmacode suruldu. Jel donmasi igin

bekletildi.

PCR Urunlerine, kuyucuklara yuklemeden 6nce 6X yukleme boyasi
(3ul) eklendi. 3 dakika 95 ‘C'de denatiire edilen 6rnekler jele dikkatlice
yiklendi. Ornekler yiikleme islemi yapilirken buz icerisinde muhafaza edildi.
Elektrolit ¢ozeltisi olarak TBE (Tris-Borat-EDTA) kullanildi. Cozelti 10 misli
konsantre olarak hazirlandi (54 g Tris, 27.5 g Borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA),
stok ¢ozelti 10 misli distile su ile sulandirilarak kullanildi. Ornekler 1980 V, 60

mA, 45 watt ile 2 saat 20 dakika yurutuldu.

Yurutulen poliakrilamit jel dikkatli bir sekilde 3 M Whatman kagidina
aktarildi ve jelin Gzeri streg film ile kapatildi. Vakumlu jel kurutucusunda 70
‘C’de 45 dakika kurutuldu. Jel daha sonra celik kasete yerlestirildi ve izerine
radyoaktif duyarl film vyerlestirilerek kaset kapatildi. Film 5-10 gin
bekletildikten sonra film banyo yapildi (bekletme suresi radyoaktif maddenin
yarilanma omru g6z onune alinarak saptandi). Otoradyografi sonucu bazi
primerler i¢in belirleyiciler yukseltgenmezken (Sekil 2.3), bazi primerler icin

ise orneklerin yukseltgenmedigi gozlendi (Sekil 2.4).
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Sekil 2.3. Morkaraman irkina ait érneklerde JMP29 lokusu igin otoradyografik
goérinimu (8., 15., 21. ve 27. hatta yuklenen markirlar

g6zlenemedi)

Sekil 2.4. MAF65 lokusu icin Sakiz irkina ait érneklerin yurataldagu jelde

yukseltgenen markirlar (T, C, G, A)
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Poliakrilamit Jelin Gimis-Nitrat Boyama ile gorintilenmesi:

Yukseltgenmeyen belirteglerin yerine baz araligi bilinen orneklerle
PCR Uranleri midi poliakrilamid jel elektroforezinde yuarttildi ve gimus nitrat
ile boyama yapildi. Bu boyama igleminin agamalari su sekildedir:

1. Jel 6nce 10 dakika %10’luk asetik asit solisyonunda bekletildi.

2. Daha sonra 5 dakika %10’luk etanol solisyonunda bekletildi.

3. Buradan alinan jel 25 dakika 1X AgNOs icerisinde tutuldu.

4. 1 dakika distile su ile yikanan jel, 100 ml dH0O igerisinde 3 g NaOH
¢ozllerek 140 pl formaldehit eklenerek hazirlanan solisyon
icerisinde bantlar gérininceye kadar bekletildi.

5. Daha sonra fiksasyon amaci ile 300 ml icerisine 15 ml asetik asit
konularak hazirlanan solisyonda 10 dakika tutuldu ve distile su ile

5 dakika yikandi.

Ancak DNA bantlarinin bazi lokuslar i¢in tam olarak ayriimadigi
g6zlendi. Daha sonra buyuk poliakrilamid jelde ayni érneklerin yuritme iglemi
gergeklestirildi. Ancak blyuk jelin boyama isleminde de istenilen verim elde
edilemedi. Bazi primerler igcin optimizasyonun saglanamamasi ve
otoradyografi tekniginde karsilasilan sorunlardan dolay sadece JMP29 ve
JMP58 primerleri ile Turk Merinosu ve Morkaraman irklarina ait drneklerden

elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.
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Sekil 2.5. Bazi o6rneklerin gumus nitrat boyama ile poliakrilamit jelde

goranimu

2.4.2. OarCP34, MAF65, DYMS1, ILSTS011, MCM140, MAF209

Mikrosatelit Primerlerinin Optimizasyonu

Calismada otoradyografi ve gumus-nitrat boyama teknikleri ile
Morkaraman ve Turk Merinosu Irklarinda sadece iki primer i¢in sonug
alinabilmesi Uzerine teknigin degistiriimesine karar verildi. Daha hizli ve
glvenli sonug¢ alinabilmesi i¢cin Otomatik DNA Analiz cihazi tercih edildi.
Bunun icin flouresan boya iceren OarCP34, MAF65, DYMS1, ILSTS011,
MCM140, MAF209 primerleri secildi. PCR’1 yapilan 6rneklerin analizi ABI
Otomatik DNA Analiz cihazinda gergeklestirildi. Bu primerlerden MAF209,
MAF65, OarCP34 ve DYMS1 icin elde elden veriler istatistiksel olarak

degerlendirildi.
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PCR Kosullari:

iki ya da daha fazla DNA bélgesinin ayni reaksiyonda g¢ogaltiimasini
saglayan uygulama c¢oklu polimeraz zincir reaksiyonu (Multipleks PCR)
olarak adlandiriimaktadir. Bu calismada DYMS1 ve OarCP34 primerleri bir
reaksiyonda gerceklestirildi. Bu grubun PCR karisiminin miktarlari ve déngu
kosullari Cizelge 2.4’'de verildi. MAF65, MCM140, ILSTSO11, MAF209
primerleri de ayni reaksiyon igerisinde yukseltgenmistir. Bu gruba ait PCR

icin gerekli kimyasal ve dongu kosullar1 Cizelge 2.5'de verildi.

Cizelge 2.4. DYMS1 ve OarCP34 lokuslari icin PCR’da kullanilan

kimyasallar ve miktarlari

PCR bilesenleri Miktar (ul)
dH,O 6.7
PCR Buffer 1.5
MgCl, 1.2
DNTP 0.6
Primer 1+1
BSA 0.3
DNA 2.5
Taq 0.2

DYMS1 ve OarCP34 lokuslari icin PCR dongu kosullari

4°Cc__3
94 ‘'C 20"
57 ‘C 20" 35 dongi
72 'C__ 40"
72°C 10’
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Cizelge 2.5. MAF65, MCM140, ILSTSO11 ve MAF209 lokuslari igin PCR'da

kullanilan kimyasallar ve miktarlari

PCR bilesenleri Miktar (ul)
dH,0 7.1

PCR Buffer 1.5
DNTP 0.6
Primer 0.6+0.6+0.6+0.6
DNA 2

Taq 0.2

MAF65, MCM140, ILSTSO11 ve MAF209 lokuslari igin PCR doéngu kosullari

wu'c 3
94 ‘C 20
60 'C 20" 35 déngi
72 'C_ 40”
72°C 10

Yukseltgenen PCR Urlnleri agaroz jelde kontrol edildikten sonra ABI
Prism 310 Genetik Analizator Cihazina yuklendi. Lokuslar farkli renkte
isaretlenmis ve uzunluklarinin belirlenmesinde TAMRA (Tagman® TAMRA ™
Probe ) isimli standart isaretleyici yardimi ile uzunluklar belirlendi. Cihazin bir
kismini olusturan GeneScan programi ile her lokus igin alel uzunluklari
kaydedildi. Bu cihazda GeneScan programi ile bilgisayar ekranina aktarilan
bir bireye ait pik degerleri Sekil 2.6'da verildi. Elde edilen veriler istatistiksel

acidan degerlendirildi.
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Sekil 2.6. ABI Prism 310 Genetik Analizatér cihazinda GeneScan programi
ile optimizasyonu saglanan tim lokuslar igin bir bireye ait pik

degerleri

2.5. Verilerin Istatistiksel Analizi

Calismada elde edilen veriler Genetix 4.05 software’® ve Populations
1.0 istatistik paket programi kullanilarak istatistiksel agidan analiz edildi.
Hardy-Weinberg dengesine uyum, heterozigotluk duzeyleri, Wright'in F-
istatistik degerleri gibi parametrelerin hesaplanmasi igin kullanilan Genetix

4.05 programi http://www.univ-montp2.fr/~genetix/genetix.htm adresinden

elde edilebilmektedir™. Ayrica bu program ile permutasyon testi
uygulanarak Wright'in F-istatistik degerlerinin istatistiksel ag¢idan 6nem
seviyelerine de bakilabilmektedir. Populations 1.0 istatistik programi ile
populasyonlar arasindaki Da genetik uzakligi ve bireyler arasinda paylagilan

alel oranlarina dayali komsu birlestirme agaclari (Neighbor-Joining Tree;
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NJT) cizilebilmektedir. Program http://www.cnrs-qgif/pge/bioinfo/populations

adresinden elde edilebilmektedir’?. Programda GENEPOP dosya duizeni
kullaniimaktadir. Bunun i¢in Genetix 4.05 programi kullanilarak GENEPOP
veri dosyasi elde edildi ve Populations 1.0 programi ile komsu birlestirme

agaci (NJT) olusturuldu.

2.5.1. Genetik Varyasyonun Olgiilmesi

Populasyonlardaki varyasyon degisik parametreler ile dlcilebilir’.

2.5.1.1. Alelik Varyasyon

Populasyondaki alelik farkhliklar genetik c¢esitliligin gdstergesidir.
Genetik c¢esitliligin - belirlenmesinde  kullanilan  yontemlerden biri  alel
frekanslarinin hesaplanmasidir.
2n,+ >0,

XI — 2r:¢i

X, Avalellinin gen frekansi

n: populasyondaki toplam birey sayisi

ni ve ni: Ajalellindeki homozigot ve heterozigot birey sayisi™

Genetik ¢esitliligin tahmin edilebilmesi i¢in lokustaki alelerin sayisindan
(na) yararlanilabilir. Ancak bu degerler 6rnek sayisina bagl olarak degisebilir.

Ortalama alel sayisini hesaplamak igin asagidaki forml kullaniimaktadir™

N
r

Ny =
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na: Her bir lokus igin ortalama alel sayisi
r: calismada kullanilan toplam lokus sayisi

Nai:i. ninci lokustaki toplam alel sayisi

2.5.1.2. Heterozigotluk

Yaygin olarak kullanilan genetik c¢esitlilik olguti  populasyon
heterozigotluk degeridir. Eger populasyon rasgele ciftlesiyorsa ve i'ninci alelin
populasyondaki sikhgl X; ise beklenen heterozigotluk asagidaki gibi

hesaplanabilir.

h=1-34X%?2

Bir lokustaki beklenen heterozigotlugun sapmasiz tahmini asagidaki

formal ile hesaplanabilir™:

2n (1 - X%)
(2n-1)

h=

h: bir lokus icin heterozigotluk
n: populasyondaki toplam birey sayisi

X.: Avalelinin frekansi

Birden fazla lokus olmasi durumunda beklenen ve gdzlenen

heterozigotluk degerlerinin ortalamasi alinir. Calismada Genetix 4.05
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programi ile her bir lokus igin heterozigotluk degerleri bulunduktan sonra tum

lokuslarin ortalamalari hesaplandi.

2.5.2. F- istatistikleri

Wright tarafindan gelistirilen F istatistikleri populasyonlarin genetik
farklilagsmasinin degerlendirimesinde kullanilan en eski ve en yaygin
parametrelerdendir. Fiksasyon (homozigotlasma) indisleri (Fir, Fst ve Fis)
populasyonlardaki akrabali yetistirme sonucu Hardy-Weinberg dengesinden
sapmalari ifade eder. Bu indisler genetik varyasyonu toplam populasyonlar
(T), alt populasyonlar (S) ve bireyler (I) bazinda degerlendirmek igin
kullaniimaktadir.

Fir: Tim populasyonlarin birlikte dusunulmesi ile Hardy-Weinberg

dengesinden sapmanin dlgutu

Fst: Populasyon veya alt populasyon arasindaki Hardy-Weinberg

dengesinden sapmanin dlgutu

Fis: Lokal populasyonlar ve alt populasyon iginde Hardy-Weinberg

dengesinden sapmanin dlgutu

Bu U¢ indisin arasindaki iligki asagidaki formduller ile ifade

edilebilmektedir™.

1-Fr =(1-Fs)(1-Fs)
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Nei, (1987) Fir, Fsr ve Fis indislerinin beklenen ve gdzlenen

heterozigotluk degerlerine gore belirlenebilecegini gdstermistir™.

Fir, toplam populasyonlarda Hardy-Weinberg dengesinden sapmanin
Olgutidur. TUm populasyonlar igin akrabali yetistirme katsayisi olarak ifade
edilebilir. Alt populasyonlar igerisindeki akrabalik ve farklarin etkileri dikkate

alinarak hesaplanir. Fir’'in tahmini i¢in asagidaki formul kullaniimaktadir:

Fst, altpopulasyonlar arasinda genetik farklilagsmanin olgutadar. 0-1
arasinda bir deger alir. Belirlenen degerin 1'e yakin olmasi alt
populasyonlarin ortak atadan oldukga uzak oldugunu gosterir. Fsr'in tahmini

icin agagidaki formul kullaniimaktadir:

H, -H
For =—T—%

Fis, altpopulasyonlar igindeki bireylerin homolog aleler agisindan
ilskisini tanimlar. Alt populasyonlar icindeki Hardy-Weinberg dengesinden

sapmanin Ol¢utudur. Bu deger -1/+1 arasinda degisir. Bulunan deger
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negatifse heterozigot fazlaligini, sifira yakinsa Hardy-Weinberg dengesinin

oldugunu, pozitif ise homozigot fazlaligini ifade eder.

Ho: Alt populasyonlarda gbzlenen heterozigotluk ortalama degeri
Hs: Alt populasyonlarda beklenen heterozigotluk ortalama degeri

Hr: Toplam populasyonlarda gézlenen heterozigotiuk ortalama degeri’®

Wright'in (1965) F istatistiklerinde yeterli sayida 6rnek olmamasi
durumunda hesaplamaya alinmamasi hesaplama ve yorumlama konusunda
tartismalara yol acmistir. Weir ve Cocherham (1984) bu indislere bazi
dizeltmeler yaparak Fir, Fst ve Fis indislerinin yerine F, 8, ve f indislerini
kullanmiglardir. Bu parametrelerin hesaplanmasinda o6rnek buyuklugu,
populasyon sayisi dikkate alinmamaktadir. Bu yuzden kuguk veri setlerinin
degerlendiriimesinde buyUk avantaj saglamaktadir. Bu ¢alismada kullanilan
Genetix 4.05 programinda Weir & Cockerham’in  parametreleri

kullaniimaktadir.

2.5.3. Faktoriyel Birlesim Analizi

Bu analiz ile bireyler arasindaki iligkiler ¢oklu boyutta gorsel olarak
ifade edilir. TUm bireylerin her bir lokustaki alel sayilarina gore ¢oklu boyutta

bir dendogram cizilir. Genellikle 3 eksenli ¢izilen sekil bireyler arasindaki
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farkhli§i gorsel olarak incelenmesine olanak saglar(56). Calismada elde edilen

veriler icin Genetix 4.05 programinda faktdriyel birlestirici analiz yapildi.

2.5.4. Genetik Mesafe ve Komsu Birlestirme Agaclari

Calismada genetik mesafe hesaplanirken Nei'nin DA uzakligi dikkate
alinmigtir. Mikrosatelit verileri ile genetik mesafenin hesaplanmasinda en
uygun metodun DA genetik uzaklik oldugu bildirilmigtir™®.

Bu metotta Da asagidaki sekilde hesaplanmaktadir:

1 r n’\J
D, =1—;Z,-Zi VXiYi

Xj: X orneginde ¢aligilan j. lokusun i. alelinin frekansi
yii: Y 6rneginde caligilan j. lokusun i. alelinin frekansi
m;: J. Lokustaki alel sayisi

r: ¢calisilan toplam lokus sayisi

Komgu birlestirme agagclari; irklar arasindaki genetik mesafelerin
gorsel olarak ifade edilmesini saglar. Komgu Birlestirme Agaci metodu yine
bu amacla kullanilan UPGMA metoduna gore daha g¢ok tercih edilmektedir.
Cunkt UPGMA'’da populasyonlarin evrim zamani ayni kabul edilerek bir agag
olusturulmaktadir. Komsu birlestrme Aga¢ metodunda populasyonlar
arasindaki fark dikkate alinmaktadir”’”. Bu c¢alismada Populations 1.0

istatistik programi ile komsu birlestirme agaci olusturuldu.
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4 ARASTIRMA BULGULARI

Caligmanin ilk kisminda JMP29 ve JMP58 primerleri ile Turk Merinosu
ve Morkaraman irklarina ait orneklerden elde edilen veriler degerlendirildi.
Calismanin ikinci kisminda Bafra, Sakiz, Karayaka, ivesi, Tirk Merinosu ve
Morkaraman irklarina ait ornekler MAF209, MAF65, OarCP34 ve DYMS1
lokuslari i¢in tarandi ve elde elden veriler istatistiksel agidan degerlendirildi.
Verilerin analizinde “Genetix 4.05” istatistik paket programi kullanildi. Komsu

birlestirme agaci ise “Populations 1.0” programi ile gizildi.

3.1. Gozlenen Alel Frekanslari

Morkaraman’da JMP29 icin 8 alel, JMP58 icin 7 alel gozlenirken Turk
Merinosu’nda JMP29 icin 9 alel, JMP58 igin 8 alel gézlendi. iki irkta her lokus
icin gozlenen alel sayilar Cizelge 3.1, bu iki irka ait gozlenen alel frekanslari

ise Cizelge 3.2'de verildi.

Cizelge 3.1. Morkaraman ve Turk Merinosu Irklarinda JMP29, JMP58

lokuslari icin gozlenen alel sayilari ve toplam degerleri

Irk Adi JMP29 JMP58 Irk igin toplam alel sayisi
Morkaraman 8 7 15
Turk Merinosu 9 8 17
Lokus igin toplam alel

sayisl 9 8
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Cizelge 3.2. Morkaraman ve Turk Merinosu Irklarinda JMP29, JMP58

primerleri icin gdzlenen aleller ve frekanslari

Lokus Alel Morkaraman T. Merinosu

JMP29 1 0.1000 0.0968
2 0.0857 0.0968
3 0.1857 0.1774
4 0.2286 0.2097
5 0.1143 0.0484
6 0.0286 0.0968
7 0.1571 0.1774
8 0.1000 0.0806
9 0.0000 0.0161

JMP58 1 0.3462 0.0952
2 0.1923 0.4286
3 0.0385 0.0952
4 0.0385 0.0714
5 0.0192 0.0238
6 0.3269 0.2143
7 0.0385 0.0476
8 0.0000 0.0238

JMP29 lokusu agisindan her iki populasyonda da en sik gozlenen 6.
alel’'dir Bu alelin sikligi Morkaraman’da 0.229 gdzlenirken, Turk Merinosu’nda

0.210 olarak gozlendi. Her iki populasyonda da ikinci olarak en sik gorulen 3.
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alel'dir. Tairk Merinosu’nda ayrica 7. alelin frekansi 3. alelin sikhdina esit
oldugu goézlendi. Genel olarak butin alellerin frekanslari 0.200’den dusik
bulundu. Calismada bu Ilokuslar icin elde edilen alel sayilari diger
calismalarin ortalama degerine yakindir. Ancak ayni lokus icin farkli irklarda
g6zlenen alel sayilari daha fazladir.

Bafra, Sakiz, Karayaka, ivesi, Turk Merinosu ve Morkaraman irklarina
ait ornekler MAF209, MAF65, OarCP34 ve DYMS1 lokuslari icin elde edilen
toplam 21 alelin dagihmi sirasi ile 9, 6,5 ve 1’dir. Elde edilen veriler Ek-1’de

verildi. Bu alellerin irk ve lokuslara gore dagilimi Cizelge 3.3’de gosterildi.

Cizelge 3.3. Bafra, Sakiz, Karayaka, ivesi, Tiirk Merinosu ve Morkaraman
irklarinda MAF209, MAF65, OarCP34 ve DYMS1 lokuslari igin

gOzlenen alel sayilari ve toplam degerleri

Irk Adi MAF209 MAF65 OarCP34 DYMS1 Toplam

Alel Sayisi
Bafra 5 5 2 1 13
ivesi 2 2 2 1 7
Karayaka 2 3 1 1 7
Morkaraman 2 2 1 1 6
Sakiz 2 2 1 1 6
Turk Merinosu 9 3 5 1 18
Toplam Alel Sayisi 9 6 5 1
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Cizelge 3.4. Bafra, Sakiz, Karayaka, ivesi, Tirk Merinosu ve Morkaraman

irklarinda MAF209, MAF65, OarCP34 ve DYMS1lokuslari igin

goOzlenen aleller ve frekanslari

Lokus Alel Bafra ivesi Karayaka | Morkaraman Sakiz T.Merinosu
110 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033

112 0.143 0.500 0.500 0.550 0.500 0.033

114 0.393 0.500 0.500 0.450 0.500 0.133

116 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.267

MAF209 | 120 0.143 0.000 0.000 0.000 0.000 0.167
122 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033

124 0.179 0.000 0.000 0.000 0.000 0.100

126 0.143 0.000 0.000 0.000 0.000 0.200

130 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033

125 0.429 0.029 0.038 0.000 0.000 0.500

127 0.357 0.971 0.846 0.700 0.833 0.233

MAF65 129 0.000 0.000 0.115 0.300 0.167 0.267
132 0.036 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

134 0.036 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

135 0.143 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

108 0.321 0.028 0.000 0.000 0.000 0.067

110 0.679 0972 1.000 1.000 1.000 0.600

OarCP34 | 112 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.233
116 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.067

118 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033

DYMS1 181 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Bafra, Ivesi, Karayaka, Morkaraman, Sakiz ve Tirk Merinosu

irklarinda MAF209 lokusu agisindan tim irklarda en sik gorulen 3. aleldir

(0.409). 1., 6. ve 9. alel ise en az siklikta gézlendi (0.006). MAF65 lokusu

agisindan tim irklarda en sik gortlen 2. aleldir (0.654). 4 ve 5. alel ise en az
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siklikta go6zlendi (0.006). OarCP34 Iokusu acisindan tum irklarda en sik
gérilen 2. aleldir (0.875). 5. alel ise en az siklikta gozlendi (0.006). DYMS1

lokusu ise tek alele sahiptir.
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Gozlenen tum aleller iginde 9 alel sadece tek bir irkta gézlenen 6zguin
alel niteligindedir. Bunlardan 6 tanesi Turk Merinosu irkinda MAF209 ve
OarCP34 lokuslari icin, 3 tanesi ise Bafra irkinda MAF65 lokusu igin

g6zlendi.

3.2. Heterozigotluk

Morkaraman ve Turk Merinosu Irklari i¢cin gozlenen ve beklenen
heterozigotluk degerleri Cizelge 3.5.’de verildi. Godzlenen en yuksek
heterozigotluk degeri (He) Morkaraman irkinda JMP29 lokusu igin 0.886, en
disuk deger ise yine ayni lokusta Turk Merinosu irki icin 0.484 olarak

g6zlendi.

Cizelge 3.5. JMP29 ve JMP58 lokuslari igin irklarda gézlenen ve beklenen

heterozigotluk degerleri

Irk /Lokus JMP29 JMP58
Ho He Ho He
Morkaraman 0,886 0,860 0,539 0,746
T. Merinosu 0,484 0,870 0,667 0,762
Ort./irk 0,685 0,865 0,603 0,754

Populasyon icinde tespit edilen alel frekanslarinin birbirine yakin
olmasi nedeniyle beklenen heterozigot degerleri, gbzlenen heterozigotluk

degerlerinden daha yuksek olarak gézlendi.
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Bafra, Ivesi, Karayaka, Morkaraman, Sakiz ve Turk Merinosu
irklarinda gozlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri MAF209, MAF65 ve
OarCP34 lokuslari igin Cizelge 3.6’da gosterildi. DYMS1 lokusunda tek alel

go6zlendigi icin heterozigotluk degeri hesaplanamadi.

Cizelge 3.6. Bafra, ivesi, Karayaka, Morkaraman, Sakiz ve Tirk Merinosu
irklarinda MAF209, MAF65 ve OarCP34 gdzlenen ve beklenen

heterozigotluk degerleri ve ortalamalari

Irk / Lokus MAF209 MAF65 OarCP34
Ho He Ho He Ho He
Bafra 1,000 0,753 0,643 0,667 0,643 0,436
ivesi 1,000 0,500 0,059 0,057 0,056 0,054
Karayaka 1,000 0,500 0,308 0,269 0,000 0,000
Morkaraman 0,900 0,495 0,600 0,420 0,000 0,000
Sakiz 1,000 0,500 0,333 0,278 0,000 0,000
Turk Merinosu 0,867 0,829 0,733 0,624 0,800 0,576
Ort./irk 0,961 0,596 0,446 0,386 0,250 0,178

Tam rklar icin MAF209 lokusunda en yuksek beklenen heterozigotluk
degeri 0.596, gozlenen en yuksek heterozigotluk degeri ise 0.961 olarak
g6zlendi. En dusuk degerler ise OarCP34 lokusu igin beklenen heterozigotluk

icin 0.178, gbzlenen heterozigotluk icin ise 0.250 olarak hesaplandi.
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3.3. F-istatistikleri

Morkaraman ve Turk Merinosunda JMP29 ve JMPS58 lokuslari igin
Genetix 4.05 programi ile toplam Fis, Fir ve Fst degerleri sirasiyla 0.2038,
0.2220 ve 0.0229 olarak hesaplandi. Bu irklar i¢in Fis degerleri Cizelge 3.7°de
verildi.

Cizelge 3.7. Morkaraman ve Turk Merinosu irklarinda JMP29, JMP58

lokuslari i¢in Fs degerleri

Irk Fis
Morkaraman 0.1150
Tiirk Merinosu 0.2987

Morkaraman Fs degeri 0.11500 (p<0.05), Turk Merinosu igin Fis degeri
0.29872 (p<0.001) olarak hesaplandi. Her iki populasyonun Fs degerleri

istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Bafra, Ivesi, Karayaka, Morkaraman, Sakiz ve Turk Merinosu
irklarinda MAF209, MAF65, OarCP34 ve DYMS1 lokuslari igin toplam Fis, Fir
ve Fst degerleri sirasiyla - 0.3859, - 0.0978 ve 0.2079 olarak hesaplandi. Her
irka ait — 0.1494 ile — 0.8138 arasinda degdisen Fis degerleri Cizelge 3.8'de

gOsterildi.
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Cizelge 3.8. Bafra, ivesi, Karayaka, Morkaraman, Sakiz ve Tiirk Merinosu

irklarinda MAF209, MAF65 ve OarCP34 lokuslari icin Fis

degerleri
Irk Fis
Bafra -0.1971
Ivesi -0.8138
Karayaka -0.6790
Morkaraman -0.6071
Sakiz -0.6923
Turk Merinosu -0.1494

Morkaraman ve Turk Merinosu arasindaki ikili karsilastirma seklinde
hesaplanan Fst degeri 0.02288* (P<0.05) olarak hesaplandi. Bu deger

istatistiksel olarak 0.05 duzeyinde anlamli bulundu.

Bafra, Ivesi, Karayaka, Morkaraman, Sakiz ve Tirk Merinosu
irklarinda populasyonlarin kargilagtirmalari ile hesaplanan Fsr degeri en
duguk (-0.00997) Karayaka-Sakiz irklari arasinda gozlenirken (0.36435) Turk
Merinosu ve ivesi irklari arasinda en yiiksek bulundu. Irklar arasindaki Da
degerleri incelendiginde en uzak genetik mesafenin (0.302187) Tuark
Merinosu ve Ivesi arasinda, en yakin genetik mesafenin (0.003471) ise
Morkaraman ve Sakiz irki arasinda oldugu gozlendi. Irklarin ikili
kargilastirmasi ile hesaplanan Fsr matrisi ve irklar arasindaki D degerleri

Cizelge 3.9'da verildi.
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Cizelge 3.9. Bafra, ivesi, Karayaka, Morkaraman, Sakiz ve Tirk Merinos

irklarinda MAF209, MAF65 ve OarCP34 lokuslari igin Fst (st

diagonal) ve Da (alt diagonal) degerleri

Irklar Bafra Ivesi Karayaka Morkaraman | Sakiz T.
Merinosu

Bafra fal 0.27293 0.22267 0.20660 0.21782 0.06858
ivesi 0.170445 el 0.01345 0.09593 0.02534 0.36435
Karayaka 0.196917 0.0185288 | **** 0.02066 -0.00997 | 0.30024
Morkaraman | 0.24387 0.0477441 ]0.0113966 | **** 0.00768 0.25759
Sakiz 0.230059 0.0286601 |0.00540146 |0.00347113 e 0.28574
T. Merinosu |0.177278 0.302187 0.26992 0.289516 0.296582 | ****

3.4. Filogenetik iliskiyi Gdsteren Komsu Birlestirme Agaci

Bafra, ivesi, Karayaka, Morkaraman, Sakiz ve Turk Merinosu irklarinda

MAF209, MAF65 ve OarCP34 lokuslari icin Nei'nin Da uzaklik degerleri

kullanilarak Population 1.0 programinda komsu birlestirme metodu (NJT)

ile olusturulan agacta 3 ana grup olustugu gozlendi. 1. grupta Morkaraman

ve Sakiz irki bir arada yer aldi. ikinci grupta ivesi tek basina yer alirken

Bafra ve Turk Merinosu ayri

bir grup olusturdu.

Karayaka’nin tek basina bulundugu goézlendi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Nei'nin Da degerlerine gore olusturulan Komsu Birlestirme Agaci
(NJT)

3.5. Faktoriyel Birlesim Analizi (Factorial Correspondence Analysis; (FCA)

Uc¢ boyutlu diizlemde olusturulan FCA grafiginde Morkaraman ve
Tark Merinosu 1irklarina ait orneklerin JMP29 ve JMPS8 lokuslari igin
birbirine gdére durumlari gosterildi. Bu grafige gore sari noktalar
Morkaraman, mavi noktalar ise Turk Merinosu bireylerini temsil etmektedir.
Burada her iki irka ait 6rneklerin karisik bir sekilde 3 boyutlu dizlemde yer

aldigi gozlendi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.5. Morkaraman ve Turk Merinosu irklarina ait 6rneklerin JMP29 ve

JMPS8 lokuslari icin FCA grafigi

Bafra, Ivesi, Karayaka, Morkaraman, Sakiz ve Turk Merinosu
irklarinda MAF209, MAF65, OarCP34 ve DYMS1 lokuslari i¢in t¢ boyutlu
diizlemde olusturulan FCA grafiginde Bafra sari, Tirk Merinosu yesil, ivesi
mavi, Karayaka beyaz, Morkaraman gri ve Sakiz irkina ait érnekler pembe
renkte noktalar seklinde gdsterildi (Sekil 3.6). Ayrica ¢calismada kullanilan
tum irklar icin olusturulan diger FCA grafigi sekil 3.7’de verildi. Bu grafige
gore U¢ boyutlu dizlemde Bafra ve Turk Merinosu diger irklardan uzakta
yer alirken, ivesi Morkaraman, Sakiz ve Karayaka irklarinin birbirine yakin

bir sekilde kimelendigi gozlendi.
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Sekil 3.6. MAF209, MAF65, OarCP34 ve DYMS1 lokuslari igin Bafra, ivesi,

Karayaka, Morkaraman, Sakiz ve Turk Merinosu irklarina ait
ornekler icin FCA grafigi

ke 202885 %)
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=2000
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Sekil 3.7. MAF209, MAF65, OarCP34 ve DYMS1 lokuslari icin Bafra, ivesi,

Karayaka, Morkaraman, Sakiz ve Turk Merinosu irklarina ait FCA

grafigi
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5 TARTISMA VE SONUC

Dunyada mikrosatelit belirleyiciler, kodominant kalitim modeline sahip
ve yuksek duzeyde polimorfik olmasi nedeni ile ¢iftlik hayvanlarinin molekuler
genetik analizinde ve populasyon genetigi calismalarinda oldukga yaygin
olarak kullanilimaktadir®). Son vyillarda Tirkiye'de de gen kaynaklarinin
analizinde bu belirleyiciler sikhkla kullanilmaya baslanmigtir. Ancak
ekonomimize onemli katkisi olan yerli koyun irklari ile ilgili sayih molekuler
analiz verileri mevcuttur. Bu galigmada Turkiye'nin bazi koyun irklarinin
molekuler genetik analizleri igin oldukga polimorfik olan mikrosatelit

belirleyicileri kullanildr.

Tarkiye'nin yerli koyun irklarinin mikrosatelit metodu ile analizlerinde
degisken sayida lokus kullanilmistir. Ornegin Soysal ve ark. (2005)®, 5 irkta
3 mikrosatelit lokusu Gutierrez-Gil ve ark. (2006) "®, icerisinde Morkaraman
ve Karayaka Irkina ait populasyonlarin da yer aldigi 5 yerli koyun irkinda
toplam 30 mikrosatelit lokusu taramislardir. Uzun ve ark.,(2006)""® Tirkiye
koyun irklarindan 5 tanesinde yine 30 mikrosatelit lokusunu ¢alismiglardir.

Bu calismada Tirkiye'nin koyun irklarindan Bafra, ivesi, Karayaka,
Morkaraman, Sakiz ve Turk Merinosu’na ait orneklerin 4 mikrosatelit lokusu
(MAF209, MAF65, OarCP34 ve DYMS1) ile analizi otomatik DNA analiz
cihazi ile yapildi. Ayrica Turk Merinosu ve Morkaraman’a ait orneklerin 2
mikrosatelit lokusu (JMP29 ve JMP58 ) icin analizi ise otoradyografi yontemi

ile gerceklestirildi. Calismadan elde edilen veriler ile irk igi ve irklar arasi
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genetik cesitliligin analizi, genetik farklhiliklarinin derecesi ve rklarin

birbirlerine olan genetik mesafeleri belirlendi.

4.1. Genetik Cesitlilik ve Heterozigotluk

Bu calismada otomatik DNA dizi analiz cihazinda MAF209, MAFG5,
OarCP34 ve DYMS1 lokuslar icin Bafra, Ivesi, Karayaka, Morkaraman,
Sakiz ve Turk Merinosu irklarinda 21 alel gézlendi. Otoradyografi yontemi ile

Morkaraman ve Turk Merinosu irklarinda 17 alel gézlendi.

Yapilan arastirmalardan bazilari asagida verildi. Bunlardan birisi
Soysal ve ark.’nin (2005), Tirkiye’'nin 5 yerli koyun irkinda 3 mikrosatelit
lokusu ile taradigi calismadir. Bu calismadaki ivesi koyun irki ve MAF65
lokusu sunulan g¢alisma ile ortaktir. Arastiricilar bu lokus igin 10 alel
kaydetmiglerdir. E. Koban (2004)(80), 12 irkta 5 lokus taramig, ortak olan MAF
209 lokusu i¢in Morkaraman irkinda 10, Ivesi irkinda 9, Karayaka irkinda ise
8 alel gbzlemigler. MAF65 lokusu i¢in Morkaraman irkinda 9, ivesi irkinda 8,
Karayaka irkinda ise 9 alel gézlemigtir. Arranz ve ark.’nin yaptigi bir baska
calismada (2001)®%, 6 verli ispanya koyun irkinda 18 mikrosatelit lokusu
taranmis ve bu calisma ile ortak olan MAF65 lokusu icin 10, OarCP34 lokusu

1) 11 Avusturya koyun

icin ise 7 alel kaydetmigler. Baumung ve ark. (2006)
irkinda 25 mikrosatelit lokusu ile yaptiklari galismada ayni lokuslar igin sirasi
ile 11 ve 9 alel gézlemislerdir. Dalvit ve ark. (2008)®2), 8 irkta MAF65 lokusu

icin 10’dan fazla alel gozlerken OarCP34 lokusu icin 10 alel gozlediklerini

bildirmislerdir. MAF65 lokusu ile calisan Gutierrez-Espeleta ve ark. (2000)®,
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13 irkta 10 alel gozlemislerdir. OarCP34 lokusu icin Arora ve ark. (2003)®%
tarafindan yapilan bir calismada Hindistan koyun irki olan Muzzafarnagri
irkinda 7 alel, EI Nahas ve ark. (2008)®, 3 yerli Misir koyun irkinda bu lokus
icin 10 alel go6zlemislerdir. Bu c¢alismada ise MAF65 lokusu igin 6 ve
OarCP34 lokusu icin 5 alel gézlendi. Gozlenen alel sayisinin arttirilabilmesi

calisilan 6rnek sayisinin arttirilmasi ile mamkun olabilir.

Calismada segilen MAF209 ve JMP29 lokuslarinda 9’ar alel gézlendi. Bu
deger koyun irklari ile yapilan diger ¢alismalara yakin bulundu. Gutierrez-
Espeleta ve ark.(2000)®, yaptiklari calismada MAF209 lokusu igin 8 alel
elde etmislerdir. JMP29 lokusu igin Arora ve arkadaglari (2003, 2008)®* %

Muzzafarnagri irkinda 6 alel, Jaluni koyun irkinda 7 alel gdzlemislerdir.

Sunulan galigmada bulunan heterozigotluk degerleri genig bir aralikta
dagilim gostermektedir. Beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerleri
asagida koyun ile yapilan bazi caligmalarla karsilastiriimistir. Ornegin Arora
ve arkadaslari (2008)® tarafindan Hindistan’da Jaluni koyun irki ile yapilan
calismada arastiricilar JMP29 Iokusu igin beklenen heterozigotluk degerini
(He) 0.65, gozlenen heterozigotluk degerini (H,) ise 0.45 olarak
kaydetmiglerdir. Sunulan galigmada ise bu lokus igin He degeri Turk Merinosu
irkinda 0.87, Morkaraman irkinda 0.86 olarak belirlendi. H, degeri ise ayni
irklar igin sirasi ile 0.48 ve 0.89 olarak bulundu. Bu iki irkta JMP29 lokusu igin
genetik cesitlilik daha fazladir. Ayni galismada taranan ve bu c¢alisma ile
ortak olan OarCP34 lokusu igin Jaluni irkinda He degerini 0.76, H, degerini

ise 0.56 olarak bildirmiglerdir. Bu tez calismasinda 6 irk (Bafra, ivesi,
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Karayaka, Morkaraman, Sakiz ve Turk Merinosu) i¢in He degeri 0.18, H,
degeri ise 0.25 olmak Uzere olduk¢a dusuk bulundu.

Bir bagska calismada Gutierrez-Gil ve ark. (2006)"®, igerisinde
Morkaraman ve Karayaka irkina ait populasyonlarin da yer aldigi toplam 5
yerli koyun irkinda toplam 30 mikrosatelit lokusu taramislar. Morkaraman irki
icin He degeri 0.726, Karayaka 1irki icin ise He degerini 0.720 olarak
bulmusglardir. Bu galismada ise heterozigotluk degerleri sirasi ile 0.229 ve
0.192 olarak bulundu. Bu fark irklar icin taranan lokus sayilari arasindaki
farktan kaynaklanmigs olabilir.

Baumung ve ark. (2006)®", 11 Avusturya koyun irkinda 25 mikrosatelit
lokusu c¢alismiglar. Arastiricilar tarafindan MAF65 lokusu icin He degeri
0.767, Ho, degeri ise 0.657 olarak bulmuslardir. OarCP34 lokusu igin He
degeri 0.779, H, deg@eri ise 0.718 olarak kaydedilmistir. Bu ¢calismada MAF65
lokusu i¢in He degeri 0.386, H, dederi ise 0.446; OarCP34 lokusu igin He
degeri 0.178, H, degeri ise 0.250 olarak bulundu. Calismada bu arastirmaya
gbre genetik cesitlilik degerlerinin daha dusik bulunmasi irk ve lokus
sayisinin ¢ok daha az olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Baska bir calismada Dalvit ve ark. (2008)®?, 8 koyun irkinda 19 lokus
calismislar. Bunlardan MAF65 ve OarCP34 lokuslari bu ¢alismada da yer
almaktadir. Arastiricilar bu ¢alismada tim lokuslar i¢in toplam He degerlerinin
0.731-0.794 arasinda, H, dederlerinin ise 0.578-0.728 arasinda degistigini
bildirmiglerdir. Bu tez ¢alismasinda ise He 0.178-0.865 dederleri arasinda, H,

degerlerinin ise 0.250-0.961 arasinda degistigi gozlendi.
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4.2. F-istatistik Degerleri ve Genetik Mesafe

Bu calismada irk ici ve irklar arasi akrabali yetistirme katsayisi olan F
istatistik degerleri Turk Merinosu ve Morkaraman’da JMP29 ve JMP58
lokuslari igin Fis: 0.2038, Fi1: 0.2220 ve Fst: 0.0229 olarak hesaplandi.
MAF209, MAF65, OarCP34 ve DYMS1 lokuslari i¢in tum irklarda Fs. -0.3859,
Fi1:-0.0978 ve Fst. 0.2079 olarak belirlendi. JMP29 ve JMP58 lokuslari igin
Morkaraman F;s degeri 0.11500 (p<0.05), Turk Merinosu i¢in Fis degeri
0.29872 (p<0.001) olarak hesaplandi. Her iki populasyonun Fs degerleri
istatistiksel olarak anlamli  bulundu. Bu degerler Hardy-Weinberg
dengesinden sapmaya igarettir. Bunun yakin akrabalik iligkilerine bagh
oldugu dusunulmektedir. Calismada degerlendirilen tum irklarda Fis
degerlerinin  -0.1494 ile -0.8138 arasinda degistigi goOzlendi. Yapilan
permutasyon (1000) testinde bu degerlerin istatistiksel agidan (p>0.05)
onemsiz oldugu ve Hardy-Weinberg dengesinden sapma olmadigi gozlendi.

Literatirde koyun irklarinin mikrosatelit analizi ile yapilan birkag
calismaya ait F parametreleri asagida verilmistir. Bunlardan biri EI Nahas ve

ark. (2008)nin yaptiklari galismadir®)

. Arastiricilar 3 yerli Misir koyun
irkinda yapilan ve bu galisma ile ortak olan OarCP34 lokusu igin F istatistik
degerlerini; Fis: 0.249, Fir. 0.028, Fst, 0.227 olarak kaydetmiglerdir. Bu
calismada ayni lokus igin bu degerler sirasi ile -0.060, 0.224, -0.367 olarak
gOzlendi. Sunulan c¢aligmada bu degerler dikkate alindiginda akrabali

yetistirme katsayisi daha dusuktur. Gutierrez-Gil ve ark. (2006) bu galisma ile

ortak olan Morkaraman irki i¢in Fis degerini 0.041, Karayaka irki igin 0.058
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olarak kaydetmiglerdir’®. Bu calismada ise bu parametre dederi Karayaka
icin -0.679, Morkaraman icin -0.607 olarak bulundu. Bu F parametreleri
acisindan sonuglar c¢alisma ile uyumluluk gostermektedir. Uzun ve
ark.,(2006)(79) yine ayni irklar igin 30 mikrosatelit lokusu ile elde edilen veriler
dogrultusunda Karayaka irkinin diger irklardan énemli derecede farklilastigini
bildirmiglerdir. Sunulan galismanin verilerine goére olusturulan dendogramda
olusan 3 gruptan birinde Karayaka’'nin tek basina yer aldigi goézlendi (Sekil
34.).

Buchanan ve ark. (1994)®" icerisinde bu ¢alismada da yer alan ivesi
irki da dahil olmak Uzere toplam 6 koyun irkni, 8 mikrosatelit lokusu ile
taramiglar. Bu sekiz primer iginde yine caligmada taranan MAF65 ve
MAF209 lokuslari yer almaktadir. Arastiricilar 0.36-0.50 arasinda degisen
genetik uzaklik degerlerinin en kisa merinos populasyonlari arasinda, en
uzak mesafenin de Border Leicester ve ivesi arasinda oldugunu
bildirmiglerdir. ivesinin digerlerinden tamamen ayri bir grupta yer aldigini
bunun da cografik konumu itibari ile daha 6nce ayrilmis olabilecegini rapor
etmislerdir. Bu galismada ise en uzak genetik mesafe Tirk Merinosu-ivesi
arasinda gozlendi (Cizelge 3.9).

Bu c¢alisma ile koyunlarda yapilan diger calismalar Fst agisindan
kargilastinildiginda Turk Merinosu ve Morkaraman irklarinda caligilan iki
lokusta bu deger oldukga dusuk bulundu. Bu iki populasyonun birbirinden
genetik olarak ¢ok uzak olmadigini gosterir. Ya da c¢alisilan lokus ve 6érnek
sayisinin az olmasinin bir sonucudur. Bafra, ivesi, Karayaka, Morkaraman,
Sakiz ve Turk Merinosu’nda c¢aligilan 6 lokus icin elde edilen Fst degeri

(0.208) literatirdeki verilere yakin bulundu.
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4.3. Ozglin Aleller

Sunulan c¢alismada Turk Merinosu en fazla genetik cesitlilige sahip
olan irk olarak belirlendi. Ayrica tum lokuslar igin belirlenen 9 6zgun alelin
6's1 yine Turk Merino’su irkinda gozlendi. Literatirde merinos irkinin da dahil
oldugu bir calismada (Arranz ve ark.’2001) 6 yerli ispanya koyun irkinda 18
mikrosatelit lokusu taranmis ve merinos irkinin en fazla genetik cesitlilige
sahip oldugunu bildirmislerdir®. Literatirde koyun irklarinda mikrosatelit
belirleyicisi ile yapilan diger ¢calismalarda gozlenen 6zgun alellerin frekanslari
disuk bulunmaktadir. Bu calismada belirlenen 6zgun alellerin frekanslari
genelde 0.2'den kuguk bulundu. Irklarin ayirt edici karakterizasyonunda bu ve
benzer c¢alismalarin verilerinin birlikte degerlendiriimesi daha guvenilir

sonuglar verir.

4.4. Faktoriyel Birlesim Analizi (FCA)

Faktoriyel birlesim analiz sonuglarina baktigimizda irklarin t¢ boyutlu
dizlemde birbirinden tam olarak ayrilmadigini goértyoruz (Sekil 3.5-3.6). Turk
Merinosu ve Bafra irki dizlemde diger irklardan ayri olsa da diger irklar
birbirine yakin gozlendi. Irklara ait bireyleri birbirlerinden ayirip orijinlerine
gbre gruplandirmak icin daha fazla lokus ve &rnedin degerlendiriimesi
gerekir. Litaratirde birgcok calisma da irklarin karakterize edici ayriminda

sinirli basari elde edilmistir.
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Bu calisma gerek orneklerin toplanmasi, gerek deneyin optimizasyonu
ve analizler sirasinda imkansizliklar ile mucadele edilerek basariimistir.
Calismada bant profillerinin gézlenmesi igin uygulanan metotlardan biri olan
glmus nitrat ile boyama tekniginde ucuz olmasina karsin uygulama
pratiinde ve bantlarin degerlendirimesinde sorunlarla karsilagsiimis ve
verilerin analizi igin daha uygun bir yontem olan otoradografi teknigine
bagvurulmustur. Bu teknikte de maliyetin olduk¢a fazla olmasi ve radyoaktif
madde kullanmanin getirdigi zorluklar nedeni ile ¢alismanin bir kisminda
PCR urunleri otomatik DNA dizi analiz cihazi kullanilarak degerlendirilmistir.
Son uygulanan yontem otomatik DNA dizi analiz cihazi ile veriler daha kisa
surede ve daha dogru sekilde elde edilmesine kargin bu yontemde de maliyet
oldukga yuksektir. Calisma sirasinda adi gegen yontemlerin sinanmasi ve

verilerin alinmasi uzun bir sire¢ almistir.

Literatirde koyun irklarinin molekuler analizinden elde edilen verilerin
populasyon, ornek ve lokus sayisi ile iligkili oldugunu gdstermektedir. Bu
parametrelere ait sayl ne kadar fazla ise irklarin genetik olarak ayriminin
yapilabilirligi artmaktadir. ileride irk, érnek ve lokus sayilarinin arttirilarak

calismanin genisletiimesi planlanmaktadir.

71



SONUG

Tarkiye’nin yerli ve melez koyun irklarindan Morkaraman ve Turk
Merinosu JMP29 ve JMP58 mikrosatelit lokusu i¢in otoradyografi yontemi
kullanilarak, MAF209, MAFG65, OarCP34, DYMS1 lokuslari igin tum irklar ise
otomatik DNA dizi analizi cihazinda tarandi. Elde edilen veriler “Genetix 4.05”

ve “Populations 1.0” istatistik programlari kullanilarak degerlendirildi.

Bu tez gcalismasi ile;

- Yerli koyun irklarinin molekuler genetik analizi icin gimus-nitrat
boyama, otoradyografi ve otomatik DNA dizi analiz
yontemlerinin optimizasyonu saglandi.

- Tarkiye’'nin koyun irklarindan Bafra ve Sakiz irki ilk defa bu tez
calismasi ile mikrosatelit ydontemi kullanilarak analiz edildi.

— Tam 1irklarda degerlendirilen 4 lokus igin 9 6zgun alel tespit
edildi. Bunlardan 6 tanesi Turk Merinosu irkinda, 3 tanesi Bafra
iIrkinda gozlendi. Bu aleller irklarin tescilinin saglanmasinda
onemli olabilir.

- Calismada oOzellikle MAF209 ve MAFG5 lokuslari igin bireylerin
¢ogunun heterozigot oldugu goézlendi. Bu gesitlilik Anadolu’nun
evcillestirme merkezi oldugu dikkate alindiginda beklenen bir
sonugtur. DUnyadaki birgok koyun irkinin atasinin anavatani
olan Anadolu’'nun mevcut koyun irklarinin oncelikli olarak

korunmasinin gerekliligi ortaya ¢cikmaktadir.
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Ciftik hayvanlarinin molekiler genetik analizlerinde henliz yolun
basinda olan Turkiye’nin bu ve benzeri molekuler genetik analizlerden elde
edilen bilgi birikimine ihtiyaci vardir. Bu bilgiler daha sonra vyerli ciftlik
hayvanlarinin tescilinde ve islahinda kullanilabilir. Ayrica koruma altina
alinmasi gereken irklarin onceliginin belirlenmesinde onemlidir. Bu agidan

hayvan gen kaynaklarina ait verilerin arttiriimasi gerekmektedir.
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EK-1

Irk/Lokus MAF209 MAF65 OarCP34 DYMS1
BAFRA 114126 132134 110110 181181
BAFRA 112114 125127 108110 181181
BAFRA 114124 125125 110110 181181
BAFRA 114126 125127 110110 181181
BAFRA 114126 125135 108110 181181
BAFRA 114120 125135 108110 000000
BAFRA 114124 127135 108110 181181
BAFRA 112114 127127 110110 181181
BAFRA 114124 125127 108110 181181
BAFRA 120126 125125 108110 181181
BAFRA 114124 127135 108110 181181
BAFRA 112114 125127 110110 181181
BAFRA 120124 127127 108110 181181
BAFRA 112120 125125 108110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 125127 108110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 000000 000000 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
IVESI 112114 127127 110110 181181
KARAYAKA 112114 000000 110110 181181
KARAYAKA 112114 127127 110110 181181
KARAYAKA 112114 127127 110110 181181
KARAYAKA 112114 127127 110110 181181
KARAYAKA 112114 127127 110110 181181
KARAYAKA 112114 125127 110110 181181
KARAYAKA 112114 127129 110110 181181
KARAYAKA 112114 127129 110110 181181
KARAYAKA 112114 127127 110110 181181
KARAYAKA 112114 127127 110110 181181
KARAYAKA 112114 127127 110110 181181
KARAYAKA 112114 127129 110110 181181
KARAYAKA 112114 127127 110110 181181
KARAYAKA 112114 127127 000000 000000
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MOR 000000 000000 110110 000000
MOR 112114 127129 110110 181181
MOR 112114 127127 110110 181181
MOR 000000 000000 110110 000000
MOR 000000 000000 110110 000000
MOR 112112 127129 110110 181181
MOR 112114 127129 110110 181181
MOR 112114 127127 110110 181181
MOR 112114 127129 110110 181181
MOR 112114 127127 110110 181181
MOR 112114 127129 110110 181181
MOR 112114 127129 110110 181181
MOR 112114 127127 000000 000000
SAKIZ 112114 127129 110110 181181
SAKIZ 112114 127129 110110 181181
SAKIZ 112114 127129 110110 181181
SAKIZ 112114 127129 110110 181181
SAKIZ 112114 127127 110110 181181
SAKIZ 112114 127127 110110 181181
SAKIZ 112114 127127 110110 181181
SAKIZ 112114 127127 110110 181181
SAKIZ 112114 127127 000000 000000
SAKIZ 112114 127127 000000 000000
SAKIZ 112114 127127 000000 000000
SAKIZ 112114 127127 000000 000000
TMER 120130 125127 110118 181181
TMER 120124 125129 110110 181181
TMER 114116 125125 110116 000000
TMER 110116 129129 110116 181181
TMER 112114 125127 110110 000000
TMER 116120 125127 110112 181181
TMER 126126 125125 110112 181181
TMER 114116 125129 108110 181181
TMER 120126 125127 110112 181181
TMER 116126 127129 110112 181181
TMER 114126 125129 110110 181181
TMER 120124 125129 110112 000000
TMER 116126 127129 108110 181181
TMER 116116 125127 110112 181181
TMER 122124 125125 110112 181181

87




	0BKIRIKKALE ÜNİVERSİTESİ
	1.1.1.1.1.1 40B           Doç. Dr. Burak BİRGÖREN
	1.1.1.1.1.2 41B         Müdür V.
	42BJüri Üyeleri

	24BÖZET

	1BBiyoloji Anabilim Dalı, Doktora Tezi
	2B    Danışman: Prof. Dr. Şükran ÇAKIR ARICA
	34BMayıs 2009, 87 sayfa
	25BABSTRACT

	3BSupervisor: Prof. Dr. Şükran ÇAKIR ARICA
	4B1.1. Koyunun Evcilleştirilmesi ve Sistematiği
	5B1.2. Çiftlik Hayvanlarından Koyunun Önemi
	35BYIL 

	6B1.3. Dünyada ve Türkiye’de Evcil Hayvan Gen kaynaklarının Durumu 
	7B1.4. Irkların Genetik Yapılarının Belirlenmesinde Kullanılan Yöntemler
	26B1.4.1. DNA Analizine Dayalı Moleküler Teknikler
	27B1.4.2. PCR Reaksiyonuna Dayalı Teknikler
	36B1.4.2.1. Mikrosatelitler
	39B1.4.2.1.1. Mikrosatelit İçin DNA Bant Profilinin Belirlenmesi



	8B1.5. Mikrosatelit Metodu ile Çiftlik Hayvanlarında Yapılan Çalışmalardan Bazıları
	9B1.6. Çalışmanın Amaçları
	10B2.1. Örneklerin Toplanması
	11B2.2. Kan Örneklerinden DNA İzolasyonu
	3.1.1 28BDNA’nın Kandan KIT ile İzolasyonu 

	12B2.3. Genomik DNA Miktarının Hesaplanması
	13B2.4. Çalışmada Kullanılan Mikrosatelit Primerleri ve Optimizasyon Çalışmaları 
	29B2.4.1. JMP29, JMP58, MAF65, FCB20, FCB128, FCB193, FCB304 Mikrosatelit Primerlerinin Optimizasyonu
	30B2.4.2. OarCP34, MAF65, DYMS1, ILSTS011, MCM140, MAF209 Mikrosatelit Primerlerinin Optimizasyonu 

	14B2.5. Verilerin İstatistiksel Analizi
	37B2.5.1.1. Alelik Varyasyon
	38B2.5.1.2. Heterozigotluk
	31B2.5.2. F- İstatistikleri
	32B2.5.3. Faktöriyel Birleşim Analizi
	33B2.5.4. Genetik Mesafe ve Komşu Birleştirme Ağaçları

	15B 3.1. Gözlenen Alel Frekansları
	16B3.2. Heterozigotluk
	17B3.3. F-İstatistikleri 
	18B3.4. Filogenetik İlişkiyi Gösteren Komşu Birleştirme Ağacı
	19B3.5. Faktöriyel Birleşim Analizi (Factorial Correspondence Analysis; (FCA)
	20B4.1. Genetik Çeşitlilik ve Heterozigotluk
	21B4.2. F-İstatistik Değerleri ve Genetik Mesafe
	22B4.3. Özgün Aleller 
	23B4.4. Faktöriyel Birleşim Analizi (FCA)

