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OZET

KARAYAKA, SAKIZ VE BAFRA KOYUN IRKLARININ RAPD-PCR

YONTEMI ILE MOLEKULER GENETIK ANALIZI

BUDAK, F. Azize
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsi
Biyoloji Anabilim Dali, Ylksek Lisans Tezi
Danigman : Dog. Dr. Sukran CAKIR

Eylil 2003, 84 Sayfa

Anadolu zengin hayvan gen kaynaklarina sahiptir. Ornegin Turkiye'de
on besten fazla evcil koyun irki bulunmaktadir. Bu potansiyel ulusal dikkat
gerektirmektedir. Cinki ileride bunlarin genetik islahi ile ekonomik degeri
daha yiiksek wklar elde edilebilir. Bu konuda baganl olmak igin yerli
irklanmizin genetik yapilari ile ilgili yeterli bilgiye ihtiyag vardir ve bu yalniz
¢iftik hayvanlarinda DNA analizine dayali genetik aragtirmalar ile
mimkandr.

Bu caligmada Tirkiye'nin Gg¢ yerli koyun irkindan Sakiz, Karayaka ve
Bafra’nin genetik ayinminda PCR’a dayali metotlardan Rasgele Cogaltiimig
Polimorfik DNA (RAPD) belirleyicileri kullanildi. Bu teknik tur veya irka 6zgii
DNA profilleri olusturarak genomdaki birgcok ayri lokusun c¢ogaltiimasina

imkan verir. Birgok arastirici ekonomik agidan 6nemli olan &zellikler ile



baglantil belirleyicilerin tanimlanmasinda RAPD teknigini kullanmigtir.
Bunlardan bazilart koyun ézellikleri ile ilgilidir. Bu ¢galigmada daha dnceki bir
calismada kullaniian on sekiz ve rasgele olarak segilen iki tane primer toplam
160 bireyde tarandi. Bu primerlerden 6’sinda 67 polimorfik bant elde edildi.
Polimorfizm Karayaka irkinda % 22.39 ve Bafra irkinda % 53.73 degerleri
arasinda bulundu. Nei'nin genetik mesafesi 0.0432-0.4709 arasinda bulundu.
Populasyon ici farkhilasma Hs = 0.30 olarak bulundu. Populasyonlar
arasindaki farklilagmanin biyikligu ise 0.58'dir. Bu genetik farklilagmanin %
58 oldugunu belirtmektedir. Bu calismadan elde edilen sonuglar ilerideki yerli

koyunlarin islah ¢galigmalarinda kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler : Koyun, RAPD-PCR, ciftlik hayvanlari, DNA polimorfizmi
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ABSTRACT

MOLECULAR GENETIC ANALYSIS OF KARAYAKA, SAKIZ AND BAFRA

SHEEP BREEDS BY RAPD-PCR METHOD

BUDAK, F. Azize
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Siikran CAKIR

September 2003, 84 pages

The Anatolia has a rich animal gene resources. For example, more
than 15 domestic sheep strains have been found in Turkey. This potantial
needs national attention. Because the strains with high economical value can
be improvement from these strains in future. In order to be successful in this
tissue there is need enough knowledge of genetic construction of these
strains and this is only possible with genetic resources based on DNA
analysis in farm animals.

In this study Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) which of
the method based on PCR markers were used to determine the genetic
diversity in three sheep that Sakiz, Karayaka and Bafra from Turkish sheep
strains. This technique gives an opportunity to amplify several discrete loci in

the genome by producing species or strain specific DNA profile. Several
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researchers have used RAPD assay for identification of markers linked to
economically important traits, some of them were related to sheep traits. In
this study 18 RAPD primers chosen in a previous study and 2 primer chosen
arbitrary were screened for overall 160 individuals. 6 of these primers yielded
67 polymorphic markers. Polymorphism (P) revealed varried between 22.39
% in Karayaka and 53.73 % in Bafra. Nei’s genetic distance was found
between 0.0432 and 0.4709. The diversity within the populations (Hs) was
0.13. The magnitude of differentiation among the populations (Gst) was 0.58
suggesting that 58 % of the genetic diversity. The results obtained from this
study can be potentially utilized in improvement of these sheep strains in

future.

Key Words: Sheep, RAPD-PCR, livestock, DNA polymorphism
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1. GIRIS

Dinya niifusunun hizla artmasina paralel olarak besin maddelerine
olan gereksinim de artmaktadir. Bu nedenle dogal besin kaynaklan ve
bunlarin potansiyellerinin stirdirtlebilir kullanimi 6nem kazanmaktadir. Son
zamanlarda islah c¢alismalarinda bu nitelikteki molekuler tekniklerden
yararlaniimaktadir. Islah g¢aligmalarinda, ekonomik agidan 6nemi olan
karakterler dikkate alinarak seleksiyon gerceklestiriimektedir. Bu sirada
ekonomik énemi olmayan karakterler elendigi i¢in gen havuzu homojenize
olur ve genetik varyasyon azalir. Bu durum islah siresince bir miktar gen
kaynaginin kaybolmasina yol agmaktadir. Bu nedenle islah g¢alismalar
yapilirken bir yandan da yerli irklarin mevcut hali ile korunmasi da ilgili

kurumlarca saglanmalidir.

Islah galismalarinda kisa sirede ve az maliyet ile ekonomik degeri
yuksek Irklar elde etmek esastir. Bu nedenle son zamanlarda islah amagh
seleksiyon caligmalaninda genetik verilerden de faydalanilarak zaman
kazanilmaktadir. Bu yol ile mevcut gen kaynaklarindan yararlanabilmek igin
gen kaynaklarinin &zelliklerinin iyi bilinmesi gerekmektedir. Daha sonra bu
bilgiler kullanilarak ekonomik degeri yiiksek irklar gelistirilebilir. Hayvanlarda
dogrudan uretim 6zelliklerini etkileyen ve olgiilebilir 6zellik lokuslar
(Quantitative Trait Loci, QTL) ve ekonomi agisindan 6nemli olan lokuslarin
(Economically Trait Loci, ETL) belirlenmesi olduk¢a zordur. Molekiiler genetik
analizierde elde edilen DNA bantlarinin, belirli bir verim 6zelligine karsilik

gelip gelmedigini tespit etmek yogun ve sabirli bir caba gerektirmektedir.



Bu tip caligmalarda dncelikle irklarin genetik yapilan belirlenmeli ve
elde edilen veriler bir araya getirilerek genom haritalan gikariimahdir. Genom
haritalamasi ile genlerin kromozomlar Gzerinde bulundugu yerler
gosterilmektedir. Bunun icin molekiler teknikler ve bir dizi istatistiksel
analizler kullaniimaktadir. Genom haritalamalarinda kullanilacak belirleyiciler

dogru secilmeli ve mevcut gen haritalan etkin olarak kullaniimahdir.

Gen kaynaklarinin molekiiler diizeyde tanimianabilmesi igin 15 yil 8nce Insan
Genom Projesi baglatiimistir. llerleyen bu siire¢ icinde insan diginda bagka
organizmalar da bu projeye danhil edilmistir. Insan disinda galisilan genomiar
arasinda basta model hayvanlar gelmektedir. Clinkii 6karyotlarda genom
benzerligi ve gen homolojisi mevcuttur. Ayrica ekonomik degeri olan sigrr,
koyun, kegi ve tavuk gibi hayvanlar da genom proje galismalarinda yerlerini
almiglardir. Ozellikle bu hayvan genomlarinin tanimlanmasi; saglikli, verimli
ve hastaliklara kargi dayanikhi hayvanlarin geligtirimesinde potansiyel bilgi
olmasi agisindan Onemlidir. Diinyada tilkenmekte olan o6zgiin ciftlik
hayvanlarinin gen kaynaklarinin farkina varilmasi Gzerine FAQO, ilk etapta
Asya ve Pasifikte bulunan 900 adet hayvan irkimin (sigir, koyun, kegi, kanath
v.b) genetik varyasyonunun korunmasi igin Nisan 1992'de diizenledigi Diinya
Hayvan Gen Kaynaklarn Idaresi (Global Management of Animal Genetic
Resources) organizasyonu binyesinde kurulan bir komisyonun onerileri
isiginda kapsamli bir projeye baglamigtir. Bu proje ile ilgili veriler, merkezi

Roma'da bulunan Dinya Hayvan Gen Bankasinda toplanmaktadir. Bu
projede, her Ulkenin ekonomik glcll Siglisinde meveut gen kaynakiarini

aragtirarak bu caligmaya katilmasi ydniinde karar alinmigtir. Son yillarda



Turkiye de bu tlir aragtirmalara agirhk vererek bu projede yerini alma

cabasindadir.

Dunyada ¢iftlik hayvanlarinin gen kaynaklarinin korunmasi yéniinde
atilan ilkk adim olan FAO’nun bu galigmasi; irklarin tanimlanmasi, verilerin
degerlendirimesi ve bolgede bulunan zengin gen kaynaklarinin ve

varyasyonlarin korunmasini amaglamaktadir.

Bu calismada Turkiye'nin 0¢ farkli koyun irkinin bes populasyonun
molekiiler genetik analizinde PCR’a dayah metotlardan Rasgele Cogaltiimis
Polimorfik DNA (RAPD) yontemi kullaniimigtir. Bu metot genellikle 8-10 baz
uzunlugunda, rasgele diziye sahip tek bir primerin kullaniimasiyla DNA
nikleotid dizisindeki polimorfizmin  belilenmesi esasina dayanir.
Tekrarlanilabilir DNA profilleri elde edebilmek igin reaksiyon kosullarinin
optimizasyonunu gerektirmesi ve RAPD belirleyicilerinin kullanimi sadece
dominant karakterlerin belilemesi ile sinifh olmasi bu metodun
dezavantajlarindandir. Cilnkii heterozigot ve homozigot lokuslar ayirt
edilemezler. fligilenilen tir icin genom sekans ©n bilgisine ihtiyag

duyuimamasi ise RAPD'in en biiylik avantajlarindan birisidir.



Bu ¢alismanin amaglan agagida siralanmigtir:

1. Turkiye'nin yerli koyun irklarindan Karayaka ve Sakiz'in genetik
6zelliklerini RAPD-PCR y&ntemi ile aragtirmak,

2. Karayaka ve Sakiz irklarinin melezilenmesi sonucu olugan ve
ebeveynlerine gére daha ylksek verim o6zelliklerine sahip Bafra
irkina ait orneklerin genetik ozelliklerini yine RAPD-PCR
yéntemi ile incelemek ve elde edilen verileri Karayaka ve
Sakiz’a ait veriler ile karsgilastirmak,

3. Ciftlik hayvanlarimizdan yerli koyun trklan ile ilgili molekiler
genetik Dbilgi birikimine katkida bulunmak ve islah
caligmalarinda molekiiler genetik verilerden faydalanmak igin
zemin olusturmak,

4. Eger mumkin olursa bu calisma ve daha sonraki ¢calismalarla
elde edilecek DNA bantlant ile verim Ozellikleri arasindaki

iligkiler ile ilgili potansiyel bilgi birikimi olugturmak.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Ciftlik Hayvanlannin Ekonomik Onemi

Insanlarin yeterli ve dengeli beslenmesinde hayvansal kaynakl gida
maddelerinin 6nemi herkes tarafindan bilinmektedir. Clinka blyime, gelisme
ve hayatin devamiilii bakimindan énemli olan hayvansal gidalarin protein
degerleri oldukga yiksektir. Proteinler 20 ¢esit amino asitten meydana gelir.
Bunlardan 12’ sini viicut kendisi sentezleyebilirken, 8'ini digsaridan almak
zorundadir. Et, siit, yumurta, balik ve tavuk gibi gidalarda bulunan bu sekiz
elzem amino asiti iceren proteinlere birinci sinif protein denmektedir. Bu
durum ciftik hayvanlari Gzerindeki verim arttinnci  arastirmalarin
yogunlagmasina yol agmistir. Ulke ekonomisi agisindan bilyiik dnem tasiyan
koyun, bulundudu kosullara adapte oldugu zaman yiksek verim gésteren

ciftlik hayvanlarindan birisidir.

Devlet Istatistik Enstitiisi’'nden alinan hayvancilik ve niifus artisi ile ilgili
verilere gére 2000 yilinda dlkemizde, 10.761.000 bas sidir, 28.492.000 bas
koyun ve 7.201.000 bas ke¢i bulunmaktadir. Son 10 yil igerisinde %20
dolayinda nifus artigi gézlenmigtir. 1990 yilinda yaklasik 56 milyon olan
nifusumuz, 2000 yilinda 68 milyona utasmigtir. Son on yil igerisinde nifusun
%20 dolayinda artmasina karsilik, yetistirilen ¢iftlik hayvani sayisinda genel
olarak digis g6zlenmistir. Bu yillara ait tavuk sayist ise artis gostermistir.

Fakat tavuk yetigtiriciligi neredeyse tamamen diga bagimli hale gelmistir.



Mevcut hayvan varli§i ile dinyanin sayili Glkeleri arasinda yer almamiza
ragmen hayvan bagina verim bakimindan hala gerilerde yer almaktayiz.
Tirkiye’de kigi bagina tiiketilen et, siit ve yumurta gibi hayvansal rin
miktarlari da yeterli dizeyde degildir ve bu durumu dizeltmek icin heniz

yeterli adimlar atitlamamistir.

Tirkiye'de ortalama kigi bagina yillik olarak tiketilen hayvansal protein
miktari, geligmis lkelerin yaklagik Ggte biri diizeyindedir (Gizelge 1)©°.
Tirkiye’de gelir dagihminin dengeli olmamasi nedeniyle halkin biyik bir

kismi bu ortalamanin da agagisinda protein tilkketmektedir.



Gizelge 2.1. Bazi ilkelerde kisi basina giinde tiketilen

ortalama protein

miktari
Ulke Protein Miktar (g) Hayvansal Protein
Hayvansal Bitkisel Toplam Orani (%)

Fransa 76.4 36.2 112.6 67.9
Irlanda 67.0 41.6 108.5 61.8
Almanya 66.7 36.8 103.5 64.4
Belgika 66.0 39.2 105.2 62.7
Danimarka 65.4 35.1 100.5 65.1
Hollanda 63.9 33.8 97.6 65.5
Italya 60.1 50.3 110.4 547
Yunanistan 59.3 53.8 113.1 52.4
Ispanya 571 439 100.9 56.6
ingiltere 54.1 35.3 89.4 60.5
Portekiz 46.6 50.8 97.5 47.8
Tiirkiye 17.9 66.2 84.1 21.3
Geligmis Ulkeler 59.2 435 102.7 57.6
Gelismekte Olan Ulkeler 12.8 46.6 59.4 215
Diinya Ortalamasi 242 458 70.0 346

Yerli ¢iftik hayvanlarinin i1slah galigmalar ile Ulke kosullarina uyumiu

ve verimli irkiarnn yetigtiriimesi ekonomiye biyik katkilar saglayacaktir.

Bdylece insanlarimizin saghkli beslenmesi agisindan énemli olan hayvansal

besinlerin kalitesinin ve miktarinin artmasina da olanak saglanacaktir.




2.2. (Giftlik Hayvanlarindan Evcil Koyunun Sistematigi ve Tarihgesi

Ciftik hayvanlarinin ilk evcillestiriime cabalari ile ilgili cesitli gbérugler
bulunmaktadir. Bir aragtirmaciya gére koyun ve Kkegiler ilk evcillestirilen
hayvanlar arasindadir®®. Mevcut kanitlara gére koyun, kegi, sigir ve
domuzlarin evcillestirildigi ilk bdélge Yakin Dogu'da ozellikle Akdeniz'in
kuzeydogusudur. Yakin dodu ve giineybati Asya’da Neolitik ¢aga ait (M.O.
5000 — 7000) ciftlik hayvanlarinin kemikleri bulunmustur. Baska bir géruse
ise koyun ve kegi, 9000 yil énce Orta Asya'da evcillestiriimistir®”. Bu
déneme ait koyun kemiklerinin bulunmasi bu diistinceyi desteklemektedir(.
Bagka bir aragtiriciya gore ise koyun ilk kez 9.000 — 11.000 yil 6nce Bati
Asya’da (Anadolu) evcillegtiriimeye baslanmigtir. Bati Asya’da evcillestirilen

koyunlar buradan Avrupa ve Afrika’ya yayilmislardir®®.

Yaban koyunlarinin bilinen beg tirli bulunmaktadir. Bunlardan Ovis
nivicola; Kuzeydogu Rusya’da; Ovis ammon Argali, Asya’da; Ovis dalli Kuzey
Amerika’da; Ovis canadensis bighorne koyunu; Ovis orientalis, Ural ve
Mouflon yaban koyunu Asya'da yayilis gostermektedir™. Yaban koyunu
yazin daglarda, kigsin ovalarda yagamini sirdirmektedir. Bu mevsimsel
gégler sirasinda koyunlarin, korunma ihtiyaci ile insanlara yaklagmasinin
evcillegtiriimelerinde etkili oldugu ve modern koyun irklarinin Ovis orientalis

vigneiden koken aldigi dastntimektedir®®.



Evcil koyunun sistematigi asagida verilmigtir.

Phylum : Animalia
Classis : Mammalia
Ordo : Artiodactyla
Familia : Bovidae
Subfamilia: Caprinae
Genus : Ovis

Species : O. aries

2.2.1. Tiirkiye’deki Yerli Koyun Irklari

Tirkiye yaban ve evcil gén kaynaklan bakimindan zengin bir tilkedir.
Farkh cografik bolgelere uyum gostermig ayirici karakteristik 6zellikleri olan
on bes kadar koyun irki bulunmaktadir. Koyun irklari genellikie kuyruk tipi,
yapag tipi ve morfolojik 6zellikler gibi fenotipik karakterler gz éniine alinarak
siniflandinimaktadir. Bu koyun irklarindan bazilarinin genel &zellikleri

asagidaki tabloda veriimistir"- > 7 (Cizelge 2.2).



Cizelge 2.2. Turkiye'de bulunan yerli koyun irklarindan bazilarinin karakteristik

ozellikleri ve yayilig gdsterdigi alaniar

Koyun Irkinin Adi

Irkan Karakteristik Ozellikleri

Yayilig Gosterdigi Alanlar

Morkaraman

Viicut Rengi:

Kahverengi veya kizil kahverengidir.
Boynuz Durumu:

Erkek ve disilerde boynuziu ve boynuzsuz
olanlara rastlanmaktadir.

Kuyruk Yapisi:

Kuyruk yaglidir ve S kiviimi yapmaktadir.
Yapag tipi:

Kaba- karisik yapagi goriilmektedir.
Bazi Verim Ozellikleri:

Anag koyunlarda; canli agirhk 50-80 kg,
kirli yapagi verimi 2-2.5 kg/yil, yapagi
kalitesi 36- 42 S (D-E), stt verimi 80-90
kg/yi, laktasyon stresi 150-160 gin, ikiz
dogum oram % 20-30, yapag: randimani %
65-72'dir.

Dogu Anadolu'da yetistirilir,
kis aylarinda Guneydogu
Anadolu’da gérmek
mamkandar. Tarkiye'de
sayi olarak ikinci sirada yer
alir. Kizil ya da Gizil adt ile
Iran’'in  Dogu Anadolu’ya
yakin  bolgelerinde de

yetistiriimektedir.
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Koyun Irkinin Adi

Irkin Karakteristik Ozellikleri

Yayihs Gosterdigi Alanlar

Karagiil

Viicut Rengi:

Genelde siyahtir ancak kahverengi, kurguni
ve beyaz olanian da vardur.

Boynuz Durumu:

Genelde erkekler boynuzlu, disiler
boynuzsuzdur.

Kuyruk Yapist:

Kuyruk yaghdir ve dar, uzun olan kuyruk
omur uglarinda S kivrimi yapmaktadir.
Yapa tipi:

Kaba- karigik yapagi goralmektedir.

Baz Verim Ozellikleri: Anag koyunlarda;
canl agirlik 40-45 kg, kirli yapagi verimi 2-
2.5 kglyll, yapag kalitesi 36- 42 S (D-E),
sit verimi 60-80 kg/yil, laktasyon s{iresi
130-140 gan, ikiz dogum orani % 10-15,

yapagdi randimani % 60-65'dir.

Tarkiye’de Karagiil
yetistiriciligi 1929 yilinda
baglamistir. Digandan
getirilen Karagiil koglarla
yerli irklartimiz (Akkaraman,
Morkaraman, Tuj) arasinda
melezleme yapilmistir.
Eskisehir Cifteler
Harasi’'nda bir strl
olusturulmustur. Bu irkin
anavatani Orta Asya’dir.
Dinyada yayiima alan
Afganistan, Rusya,
Pakistan, Turkistan,
Ozbekistan ve fran'dir. Su
anda Turkiye'de 25 bin

civarinda bulunmaktadir.
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Koyun Irkinin Adi

Irkin Karakteristik Ozellikleri

Yayihs Gosterdigi Alanlar

Sakiz

Viicut Rengi:

Beyaz olup afiz ve ylz, g6z etrafi, ayaklar
eklemlerden kasiklara kadar siyah
renktedir.

Boynuz Durumu:

Erkeklerde kuvvetli spiral boynuzlar
bulunurken digiler boynuzsuzdur.

Kuyruk Yapisi:

Kuyruk ince, uzun ve kék kismi az yagh, ug
kismi ya§sizdir. Besili olanlarda dip
kisimda ya§ kutlesi artmaktadir.

Yapag tipi:

Kaba- karigik yapagi tipi géralmektedir.
Bazi Verim Ozellikleri:

Anac koyunlarda; canli agirlik 40-45 kg,
kirli yapagt verimi 1.5-2.0 kg/yll, yapagi
kalitesi 4042 S (D), st verimi 120-180
kglyil, bir doguma kuzu sayisi 1.7-2.3 olup
genelde

ikiz dojum gorular, yapag

randimant % 60-70°dir.

Turkiye'de en ¢ok Izmir

ilinde  ozellikle

Cesme
ilcesinde yetistirilir. Bu irk

adinit Ege Denizi'ndeki
Sakiz adasindan almigtir.
Antalya’dan Istanbul’a
kadar olan kiyi seridinde

yer yer yetigtiriimektedir.
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Koyun Irkinin Adi

Irkin Karakteristik Ozellikleri

Yayihig Gosterdigi Alanlar

Karayaka

Viicut Rengi:

Genelde beyaz renkli olup siyah ve
kahverengi olanlara da rastlanir.

Boynuz Durumu:

Erkeklerde kalin  spiral  boynuzlar
bulunurken digiler boynuzsuzdur.

Kuyruk Yapisi:

Kuyruk uzun ve incedir, nadiren ug¢
kisminda yag kitlesi bulunur.

Yapad: tipi:

Kaba- karigik yapag tipi gérilmektedir.
Bazi Verim Ozellikleri:

Anac koyunlarda; canh agirhik 3540 kg,
kirli yapag: verimi 2.0-2.5 kg/yil, yapagi
kalitesi 32-36 S (E-F), sut verimi 30-45
kg/yil, laktasyon stresi 100-140 gon, ikiz
dogum orani%4-6, yapag! randimani % 64-
68'dir.

Sakiz ile melezlenmesi sonucu Bafra adi
verilen g¢oklu dojum orani yUksek olan

verimli irk elde edilmigtir.

Karadeniz kiyt seridinde
6zellikle Sinop, Samsun,
Ordu, Giresun ve Tokat

illerinde yetistiriimektedir.
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Koyun Irkinin Adi

Irkan Karakteristik Ozellikleri

Yayihs Gosterdigi Alanlar

Kivircik

Viicut Rengi:

Beyaz olup nadiren bag ve ayaklarda siyah
lekeler gbrtiimektedir.

Boynuz Durumu:

Erkeklerde beyaz renkli spiral boynuziar
bulunurken digilerde boynuz goriilmez.
Kuyruk Yapist:

Kuyruk yaghidir ve S kivnimi yapmaktadir.
Yapag tipi:

Kaba- karigtk yapadi tipi gorilmektedir.
Bazi Verim Ozellikleri:
Anac koyunlarda; canli agirltik 40-42 kg,

kirli yapagi verimi 1.5 kg/yil, yapag kalitesi
44-56 S (B-C), sut verimi 60-90 kg/yl,
laktasyon siiresi 140-160 giin, ikiz dogum
orant % 10-20, yapag! randimani % 60-
65'dir.

Turkiye'de Bursa, Balikesir,
Canakkale, Sakarya,
Kocaeli;Istanbul, Manisa,
Izmir ve Aydin'da yetigtirilir.
Ayni zamanda Bulgaristan
ve  Yunanistan'da da

yetistiriimektedir.
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Koyun Irkimin Adi

Irkin Karakteristik Ozellikleri

Yayihg Gosterdigi Alanlar

imroz

(Gokgeada)

Viicut Rengi:

Beyaz olup afjiz ve gozlerin etrafi siyahtir.
Kulakiarda ve ayak uglarinda siyah lekeler
gorilebilir.

Boynuz Durumu:

Erkeklerde kuvvetli spiral boynuzlar
bulunurken disilerde boynuz gérilmez.
Kuyruk Yapist:

Ince ve uzun olan kuyruk Tarsus ekleminin
altina kadar uzanmaktadir.

Yapag: tipi:

Kaba- karigik yapagt tipi gérulmektedir.
Bazi Verim Ozellikleri:

Anag koyuniarda; canli agirhk 3540 kg,
kirli yapag@) verimi 1.5-2.0 kg/yil, yapagi
kalitesi 3640 S (D-E), sit verimi 60-90
kg/yil, laktasyon saresi 150-170 gin, ikiz
dogum orani % 15-25, yapagi randimani %

65-70°dir.

Canakkale’nin batisindaki
Gokgaada’da ve
Canakkale’'de yetigtirilir.
Adini Imroz (Gokgeada)

adasindan almigtir.
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Koyun Irkinin Adi | Irkin Karakteristik Ozellikleri Yayihs Gosterdigi Alanlar

Akkaraman Viicut Rengi: Orta Anadolu, Dogu
Beyaz renkli olup bas ve ayaklarda siyah | Anadolu,Gineydogu
lekeler gérulebilir, Anadolu, Karadeniz ve

Boynuz Durumu:

Erkek ve digilerde boynuzlu ve boynuzsuz
olanlara rastlanmaktadir.

Kuyruk Yapisi:

Kuyruk vagiidir ve kuyruk omuriart ug
kisimda S kivrimi yapmaktadir.

Yapag: tipi:

Kaba- karigik yapag tipi géraimektedir.
Baz: Verim Ozellikleri:

Anac¢ koyunlarda; canh agjirlik 45-50 kg,
kirli yapad: verimi 1.5-2 kg/yill, yapagi
kalitesi 3642 S (D-E), sut verimi 50-60

kag/yil, laktasyon siiresi 140-150 gun, ikiz

dogum orani % 20-30, yapagi randimant %

62-70'dir.

Akdeniz Bélgelerinin Orta
Anadolu'ya yakin
kisimiarinda

yetistiriimektedir. Turkiye'de
sayt olarak birinci sirada

yer almaktadir.
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Koyun Irkinin Adi

Irian Karakteristik Ozellikleri

Yayihig Gosterdigi Alanlar

!

Daglic

Viicut Rengi:
Beyaz olan vicutta agiz, burun, géz

etrafinda ve ayaklarda siyah lekeler
goralebilmektedir.

Boynuz Durumu:

Erkekler helezoni boynuzlu, digiler
boynuzsuzdur.
Kﬁyruk Yapisi:
Kuyruk yagh olup kalp seklindedir ve orta
kisminda oluk gértiimektedir.
Yapad: tipi:
Kaba- kanisik yapag tipi gértlmektedir.
Bazi Verim Ozellikleri:
Anag koyunlarda; canli agirlik 35-40 kg,
kirfi yapagi verimi 2-2.5 kgfyii, yapag:
kalitesi 40-50 S (C-D), st verimi 40-50
kgfyil, laktasyon stresi 130-150gun, ikiz
dogjum orani % 1-2, yapagi randimani %

68-70°dir.

Sakarya Nehri'nden

baglayip Ege Bolgesi'nin
kiyt illerine kadar uzanan
bolgede yetistiriimektedir.
Akkaraman irki ile
melezlenerek Candir ve
Kesber, Kivircik ile
melezlenmesiyle

Kamakuyruk ve Pirlak adi
verilen koyun tipleri ortaya
ctkmigtir. Ayrica Ramboillet
ile meleziemesi ile Ramlig

adi verilen verimi yuksek

koyun tipi elde edilmigtir.
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Koyun Irkinin Adi

Irkin Karakteristik Ozellikleri

Yayihg Gosterdigi Alanlar

Hemsin

Viicut Rengi:

Coguniukla kahverengidir. Siyah
ve aclk renk olanlanna da
rastianmaktadir.

Boynuz Durumu:

Koglar genellikle boynuziu,
koyunlar boynuzsuzdur.

Kuyruk Yapisi:

Kuyruk uzun ve uca dogru
incelmektedir. Kuyruk dibi yagh
olup, asagiya do§jru uzanan yagsiz
bir ug kismi vardir.

Yapag tipi:

Kaba karigik yapadi tipi
goérulmektedir.

Bazi Verim Ozellikleri:

St verimleri azdir.

Karadeniz kiyilari
ile Kuzey Dogu
Bolgelerimizde ve
ozellikle Artvin
havalesinde

bulunmaktadir.
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Koyun Irkinin Adi

Irkin Karakteristik Ozellikleri

Yayilis Gosterdigi Alanlar

ivesi

Viicut Rengi:

Beyaz renklidir. Bas, boyun ve ayakiar
kahverengi veya siyahtir. Bazilarinda bagin
6n kisminda yukaridan asagiya dogru
uzanan beyazlik gérilur.

Boynuz Durumu;

Genelde  erkeklerde  kuvvetli  spiral
boynuziar bulunur, disiler ise
boynuzsuzdur.
Kuyruk Yapisi;

Kuyruk yagh ve yuvarlak olup kuyruk

omurlan uc¢ kisminda yukan kivrilarak
kuyrugun alt kenarinin ortasinda bir oyuk
meydana getirir.

Yapag tipi:

Kaba- karigik yapagi

Baz! verim dzellikleri:

Anac koyunlarda; canli agirhk 45-50 kg,
kirli yapagi verimi 2-2.5 kglyll, yapagi
kalitesi 36-42 S (D-E), stt verimi 120-160
kg/yil, laktasyon siresi 170-200 gun, ikiz
dogum orani % 10-20, yapad randimani %

60-65'dir.

Bu irk Ganeydogu
Anadolu’da 6zellikle
Mardin, Sanhurfa,
Gaziantep, Hatay illerinde
yetigtiriimektedir. Arap adi
verilen bu irkin anavatani
Mezopotamya'dir. Akdeniz
tilkelerinde, Israil’'de ve
Kuzey Afrika tlkelerinde de

yetistiriimektedir.
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2.3. Islah Gahismalarinda Kullanilan Yéntemlerin Karsilagtinimasi

Hayvanlanin ilk evcillestiriimesiyle birlikte 1slah c¢aligmalan da
baglamigtir.  Glinimiize kadar slah calismalan igin degisik teknikler
gelistirilmigtir. Ginimiizde ¢iftlik hayvanlarinda yiksek verim dzelligine sahip
irklarin islaht igin; klasik islah yéntemlerinin yani sira yeni geligmekte olan
genetik analiz ydntemlerinden de faydalaniimaya baglanmigtir. Genetik
analizlere dayali bu i1slah ¢aligmalarinin yapilabilmesi icin genom bilgilerine
intiyag vardir. Ulkemizde azalmakta olan yerli irklarin iyilestirilebilmesi icin
hizla gelismekte olan teknolojinin yakindan takip edilmesi ve molekiler

analize dayailt 1slah galigmalari ile zaman kazanilmasi gerekmektedir.

2.3.1. Islah galigmalarinda Kullanilan Yontemler

- Kontrolli birlestirmeler ve Seleksiyon
- Suni tohumlama
- Super oviilasyon, in vitro fertilizasyon ve embriyo transferi

- Rekombinant DNA teknigi ve transgenik hayvanlar
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2.3.1.1. Seleksiyon ve Kontrollii Birlegtirmeler

Seleksiyon, istenilen verim ézelliklerine gére bir sonraki délii meydana
getirecek ebeveynin segilmesi esasina dayanmaktadir. Bu caligma igin
kontrolli birlestirmelerin yapiimasi gerekmektedir. Klasik seleksiyonda bu
islem fenotipe bakilarak yapiimaktadir. Bu sirada déller boyunca verim
dizeylerinin kargilastirimasi ve ¢ok sayida bireyin seleksiyona tabi tutulmasi
gerekir. Bu durum ise zaman, ekonomi ve is gilicli agisindan biyik kilfet

getirmektedir.

2.3.1.2. Suni Tohumlama

Suni tohumlama; uygun tohumlama zamaninda oldugu belirlenen digi
hayvanlarin genital kanallarina, damizlik olarak segilen hayvan spermalarinin
(tohum) hijyenik kosullarda naklediimesi islemine dayanmaktadir. Bu
uygulama ile olugan yavru sayisi artmasa da kontrolli ¢gapraza izin vermesi

ve istenilen genetik 6zelliklerin artirnimasi bakimindan énemlidir.

Yetigtiricilikte ve islahta kullanilan bu yéntem |l. Dﬁnyé savasindan
sonra Turkiye dahil birgok tlkede degisik duzeylerde yayginlasmistir.

Ozellikle sagimhk inéklerde gok pratik bir yéntem haline gelmigtir!® V.
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Suni tohumlamanin Ulkemizdeki evcil hayvanlarda uygulanmasi
oldukga eski olup 1926 yilina kadar giden bir gegmigi vardir. Cumhuriyet’in ilk
yillarinda Ataturk’tiin tarima biyilk yatirirmlar yapmasiyla tarim ve hayvancilik
hizli bir geligsim strecine girmistir. O yillarda suni tohumlama, haralarimizda
kisrak, inek ve kegilere uygulanmigtir. Fakat asil halk elindeki hayvanlara
uygulanmasina koyuniarda 1930, kisraklarda 1939 ve ineklerde 1949'da

baslanmistir®,

2.3.1.3. Siiper Ovulasyon, in-vitro Fertilizasyon ve Embriyo Transferi

Siper ovulasyon, belirli hormonlarin yardimiyla digiden ¢ok sayida
olguniagtinimig yumurtalarin elde edilmesi teknigidir. In vitro fertilizasyon,
olgunlastinimis bu yumurtalarin, segiimis spermalar ile 6zel sartlarda in vitro
dollenmesi ve zigot kultirl elde edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu
teknikler ile yiiksek kalitede ve cok sayida embriyo Gretimi mimkin

olmaktadir.

Diinyada ilk kez 1982 yilinda Brackett ve ark®., dana tretmek igin bu
yontemi uygulamigtir. Daha sonra In vitro olarak si§ir®®, domuz® ve bizon“®
elde edilmistir. Embriyo retiminin avantdjlarina ragmen bizdh ve sidirdaki ilk
uygulamalar oositlerin olgunlasgtiniabilmesi ile sinilanmistir. Bunurila birlikte

son zamandaki gelismelerle bu zorluklar genis dictide ortadan kalkmigtir{'®.
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Embryo Transferi (ET) ilk defa 19. yizyilda Heape tarafindan
gergeklestiriimigtir ve iyi verim 6zellijine sahip disi bireyden elde edilen gok
sayida embriyonun dogrudan ya da béliindilkkten sonra tastyici hayvana
aktariimasi esasina dayanmaktadir. Boylelikle istenilen genetik ézelliklerden
daha genis ¢apta yararlanma imkani ortaya ¢ikmaktadir.

Ineklerde baslatilan Coklu Ovulasyon Embriyo Transfer Projeleri
(Multiple Ovulation Embryo Transfer, MOET) ile % 10 civarinda genetik
iyilestirme saglandigi kaydedilmistir®*®®. Sonraki galigmalarda sigrr, bizon,
koyun, kegi, deve ve diger hayvan tiirlerinde de Embriyo Transfer teknigi

uygulanmaya baglanmigtir®4%°2,

Embriyo Transferi ve diger teknikler, c¢iftlik hayvanlarinin hizli bir
sekilde cogaltimasi ve kaliteli irklarin elde edilmesi i¢in kullanilmigtir.
Si1gir®  bizon"485192)  koyun®’,  at®™®  domuzda'®® bu teknik

uygulanmisgtir.

Embriyo Transferi ve Cokiu Ovulasyon Embriyo Transferi teknikleri
kullanilarak yerli ve yabanci giftlik hayva‘rﬂarmm genetik olarak iyilestiriimesi,
kalitesinin artirlmasi ve maliyetin en aza indirilmesi ile ilke ekonomisine
katki saglahmasi amaglanmaktadir. Bu teknikler suni tohumlama teknigi ile
uygulandiginda yaklasik iki kat daha fazla kazang saglanmaktadir™. Ayrica
bu tekniklér ile kayboimakta oldn Qéhetik kaynakiarin korunmdsi  ve

hayvanlarin hizli geligimi saglanébilmekfbdir.
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2.3.1.4. Rekombinant DNA Teknigi ve Transgenik Hayvanlar -
Rekombinant DNA teknikleri kullanilarak insan miidahalesi ile yeniden

diizenlenmis DNA molekiilleri ve bu sekilde elde edilmis DNA'dan da amaca

uygun Uriinler elde edilebilmektedir. llk kez H. Boyer tarafindan 1973 yilinda

E. coli DNA’sinda bu teknik denenmistir.

Genomuna bu teknikler ile farkli tir canhlardan gen transferi yapilmis
canhlara transgenik canlilar denmektedir. Transgenik hayvanilar olusturmak
icin, éncu c¢ekirdek mikro enjeksiyon, sitoplazmik mikro enjeksiyon, ve
retroviriis temelli vekidrler gibi biyolojik teknikler kullaniimaktadir. Son yillarda
enjeksiyon iglemi ile transfer gerceklestiriimis embriyolardan yalniz on
tanesinden bir tanesinin hayatta kalmasi saglanabilmektedir®. Fare®",

koyun®" keci"® domuz®”, sigirt'*4" gibi transgenik hayvanlardan; sonra

kuslar ve baliklarda da gen transferi gergeklestirilmigtir.

Hayvanlar direng ve insillin gibi Gretimi 6nem tasiyan proteinlerin
genleri transfer ediimekte wve bu genlerin yeni canhda ifadesi
gerceklestiriimektedir. Bu tip galigmalara birgok 6érnek bulunmaktadir. dellan
calismalardan bazilari sunlardir; gén transferi ile hayvanlardaki meme
bezlerinde siit ve istenilen protein sentezi diizenlenmistir®. Daha sonraki
caligmalarda domuziarda bliyime hormonu genlerinin transferi, koyunda yin
kalitesinin artiriimasi igin sistein sentez geninin transferi®, somon baligina

dil baligindan soguga direng geninin transferi® gergeklestirilmigtir.
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2.4. Genetik Farkliliklar ve Analiz Yontemleri

Canlilanin birbirinden ayirt edilmesi morfolojik 6zellikler, DNA veya
protein analizine dayali belirleyicilerine goére yapilmaktadir. Bunlardan
morfolojik 6zelliklere gére yapilan ayrimlar, hayvanlarin ilk evcillegtiriimeye

baglanmasindan itibaren kullaniimaktadir.

Protein polimorfizmine dayali analizler ile ebeveyn tayini,
heterozigotluk indeksinin hesaplanmasi, polimorfik protein fenotiplerinin ve

gen frekanslarinin tespiti gergeklestirilebilmektedir.

llk kez 1955te Smithies, nigasta jel elektroforez yontemi ile
hayvanlarda biyokimyasal polimorfik karakterlerin belirlenebilecegini ortaya
koymustur. Bundan sonra proteine dayali polimorfizm analizleri i¢in bu bir

baglangi¢ olmustur.

2.4.1. DNA Analizine Dayah Molekiiler Teknikler

Molekiiler tekniklerin uygulamalarinda degisik DNA belirleyicileri
kullaniimaktadir. Bu belirleyiciler, ilk olarak kahitsal bozukluklarin genomdaki

yerlerinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalarda kullaniimiglardir. Son yillarda
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ise belirleyiciler 1slah caligmalan agisindan énemli olan, dogrudan uretim
ozelliklerini etkileyen ve oicilebilir 6zelliklerle ilgili olan genler kantitatif 6zellik
lokuslar (QTL) Gzerinde yodun caligmalar vardir. Bu lokuslarda, cesitliligi
sureklilik gosteren karakterler yer alir ve fenotipler éigme, tartma, sayma
seklinde kantitatif olarak belirlenebilir. Genom boyunca yer alan iki ya da
daha fazla gen ¢ifti, kalitimin fenotip Gzerindeki etkisine eklemeli yolla katkida
bulunabilir. Birgok gen bu iglevde yer aldigi icin bu tip kalittma genellikle
poligenik kalitim denir. Genler belirli bir fenotipin ortaya ¢ikmasina eklemeli
bir sekilde etkide bulunurlar. Tim eklemeli allelerin fenotip {izerindeki toplam
etkisinin diger gen bélgelerindeki tim eklemeli allellerin etkilerine hemen
hemen hemen esit oldugu kabul edilmektedir. Fenotip bu allelerin hepsinin
toplamsal etkisi seklinde ortaya cikar. Poligenik 6zelliklerin analizi igin bir
organizma populasyonunda c¢ok sayida ogul dolin caligiimasi
gerekmektedir®. Bu gen bélgelerinin molekiler genetik yéntemlerie
tanimlanmasi ve bu bélgelerin yakinindaki verime etki eden genlerin
yapisinin ortéya cikarilmasi, bircok Ulkede cgaligmalar surdirilen hayvan

genom projelerinin ortak hedefidir.

DNA analizine dayali teknikler hibridizasyon ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu'ria dayanmaktadir. Bu tekniklerden Enzimlerle Kesilen DNA
Parcaciklarinin Polimorfizm (Restriction Fragment Lenght Polimorphism,
RFLP) tekniginin digindakiler, Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile DNA'nin in-

vitro kosullarda replikasyonuna dayanmaktadir.
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2.41.1. Hibridizasyona Dayah RFLP (Enzimlerle Kesilen DNA
Pargaciklarinin Polimorfizmi, Restriction Fragment Lenght

Polimorphism) Teknigi

RFLP tekniginde, genomik DNA'nin degisik bdlgelerinin, bir yada
daha fazla hibridizasyona 6zel endoniikleazlarla kesilmesi daha sonra jel
elektroforezi ile olugan farkli uzunluktaki DNA pargalarinin ayrilmasi, ayrilan
parcalarin naylon membrana transfer edilmesi ve 6zel DNA dizilerinin

radyoaktif veya X isinlar ile gézlenmesi asamalarindan olugsmaktadir.

RFLP bantlar, DNA dizisindeki, c¢esitli yer degistirmeler ile
mutasyonlar sonucu meydana gelen ve Mendel kalitimi gésteren molekiiler
belirleyicilerdir. Bu belirleyiciler, DNA parcalarinin PCR reaksiyonu ile
cogaltimadan direkt analizine izin vermektedirler. Bu teknik, tek zincirdeki
DNA pargalarinin sadece homolog olan diziler ile hibrid olugturmasi esasina

dayanmaktadir™.

Ilk kez 1980 yilinda Bostein ve arkadaslari tarafindan geligtirilen RFLP
teknigi, lokus basina yalnizca 2 allel tanimlanmasina izin verdidi icin
hayvanlarda tim genom taranmasini sinirlamaktadir. Ayrica kontrol
edilemeyen bakteriyel kontaminasyon igeren o&rneklerde sonuglarin
givenilirligi tartigiimaktadir. Uygulamaléfda kontaminasyonu kontrol eﬁﬁék
zor oldudu igin sadece taze kan &rekleriyle caligmak suretiyle sinirflandirma

yoluna gidilmigtir. Bu sinirlamalarin yani sira radyoaktivite kullaniimasi, pahali
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olmasi ve teknik olarak uzmanhk gerektirmesi de bu teknigin dezavantajlan

arasinda sayilabilir.

24.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) Dayahli Teknikler

PCR, calismaya konu olusturan hedef bdigenin yapay olarak
hazirlanmig olan oligoniikleotidler (primer) ile sinirlandirilarak ¢cogaltiimasidir.
DNA'daki cesitliligin taranabilmesi icin uygun primerlerin geligtiriimesi
gerektirmektedir. Bu primerier, lokusun PCR ile in vitro enzimatik gogaltiimasi
(amplifikasyonu) icin kullaniimakta® %™ ve istenilen genlerinya da DNA
dizilerinin déllere bagh replikasyonu, hizli bir sekilde gerceklestiriimektedir.
Aynen dogal hiicre bélinmesindeki replikasyon siirecini taklit ederek yaklagik
30 dongl sonra secilmis bir DNA dizisinin asagi yukari milyar katini

kopyalamaktadir.

PCR reaksiyonuna katilan bilegenler sunlardir:

1. Kalip DNA: Genomik DNA, plézmid ve faj DNA'lari, gesitli genler ve
hatta herhangi bir DNA pargasi kalip olarak kullanilabilir.

2. Polimerazlar. En yaygin olarak kuilamlan polimeraz enzimi Thermus
aquaticus 'dan elde edilen Taq DNA polimeraz 'dir. Amplitag, Hot Tub,

Protase, Tth Pfu ve Vent gibi bazi enzimiler de kullaniimaktadir.
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3. Primerler: Primerler 10-25 nikleotid uzunlujunda sentetik
oligoniklieotitlerdir.

4. dNTP: Deoksiribo niikleozid fosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP).
Primerden itibaren zincirin uzamasi icin gerekmektedir.

5. MgCl: PCR kansiminda enzim aktivitesinin artirmak amaci ile

kullaniimaktadir.

PCR reaksiyonu 3 agamada gerceklesir:

1. Ayrilma (Denatiirasyon): Kalip DNA'nin yiiksek sicaklikta birbirinden
ayniimasi (denatiirasyonu) (92- 96 °C)

2. Baglanma (Annealing): Primerierin, birbirinden ayrilmig DNA
zincirlerinde bulunan uygun bélgelere baglanmasi (35-65 °C)

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

gerceklesmesi (72 ° C).
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Sekil 2 1. Polimeraz Zincir Reaksiyon’'unun sematize sekli

Bu 0¢ asama bir ‘dongl’ olarak kabul edilir ve ¢aligmalarda ortalama

25-35 déngi uygulanir. Her déngii sonunda, mevcut primer-genomik DNA

kombinasyonu ile ¢ogalan DNA miktari geometrik olarak artar. Bu {ssel

artisin nedeni, bir déngil sonucu sentezlenen Uriinin, ardisik dongide diger

primer i¢in kalip gérevi yapmasidir. Béylece her PCR déngiisi DNA molekiiiii

Gzerinde istenilen bélgenin iki kdtiha gikmasi ile sonuclanir. Istedigimiz

miktarda kopyalanan DNA’ya ula§|ldi§mda PCR reaksiyonu sona erdirilir.
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2.4.1.2.1. AFLP (Cogaltiimig Parcacik Uzunluk Polimorfizmi; Amplified

Fragment Lenght Polimorphism)

AFLP Teknigi; genomik DNA'nin 2 adet restriksiyon enzimi ve bir adet
3 adaptori ile kesilmesi daha sonra 5 primerleriyle cogaltilan DNA ile
restriksiyon pargalari elde ediimesi esasina dayanmaktadir. Elde edilen
trinler jelde vyiritilerek glmis boyama veya radyoaktivite ile

gozlenmektedir**.

PCR ile RFLP tekniginin kombinasyonu olup, kullanilan primerler hem
dizi o6zglu (spesifik)y hem de rasgeledir. Boylece hem RFLP'nin

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

2.4.1.2.2. SSRs (Basit Zincir Tekrarlan; Simple Sequence Repeat)

Ardigik olarak tekrar eden basit DNA dizi tekrarlar insan genomunda
yaygin olarak bulunmakta ve bireyler arasinda yiiksek farklilik (polimorfizm)
gostermektedirier. Bu metod tekrar eden lokusiara baglanan primerlerin PCR
yardimiyla cogaltiimasi esasina dayanmaktadir. Ard arda tekrarlanan
zincirdeki dizilerin sayisindaki degisiklikler ile tekrar eden lokuslar arasindaki

farkliliklar belirlenmektedir®”,
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Bu tekrar bolgeleri, tekrar eden birimlerin blyukligiine gére 2 gruba

ayrilmaktadir:

a) Minisatellitler

b) Mikrosatellitler

1.5.1.2.2.1. Minisatellitler {(Degisken Sayida Ardigik Tekrarlar; VTNR):

Bir DNA dizisinin ardigik tekrarlanan kopyalarini iceren minisatellit
lokusu genelde yiiksek polimorfizm géstermektedir®™ ve yaklasik 10-100 baz
ciftlik birimlerin birkag ylz kopyasi tekrar etmektedir. Minisatellitler cesitli
sayida tekrar eden lokuslar olarak bilinen VINR (Variable Number of
Tandem Repeats) siniflarindan birisidir®. Ik kez insan genomunda
tanimlanmiglardir. Daha ¢ok telomer béligesinde yogunlagmaktadiriar. Bu
bolge bireyler arasinda yiiksek oranda farkiilikiar gésterdiginden dolayi
genetik farkhliklarin arastiriddigt caligmalarda blylk 6nem tagimaktadir.
Ancak minisatellit isaretleyicilerinin c¢ogaltilmasi zor oldugu igin tercih

edilmemektedir.
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1.5.1.2.2.2. Mikrosatellitier (Kisa Ardigik Tekrarlar; Short Tandem

Repeats; STR):

Mikrosatellit belirleyicileri 2-5 baz ¢ifti uzunlugunda tekrarlanan niteler
icermektedir. Bu tekrarlar (TG), ve (AAT), seklinde olabilmektedir®7%9,
Okaryotik genomiarda yaygindir®®. Tekrar birimlerinin gogunda yuksek
siklikta polimorfizm vardir®. Mikrosatellit lokusu incelendiginde belli bir
populasyonda ylksek derecede ayrim saglamak mumkin olmaktadir. Ayrica
¢ok az miktarlarda ve bitiinligd bozulmus DNA’da dahi sonug vermektedir.
Bir mikrosatellit lokusunun kullanilirhdi; yiiksek heterozigotiuk, degismez
tekrar birimleri, ayrigtirilabilir alleller, kolay cogaltiimasi (amplifikasyon) gibi
parametreler ile éiglilmektedir. STR analizinde yiiksek ayiricihigi olan ve tek
baz farkim bile gbsterebilen denatiire edici poliakrilamid jeller

kullaniimaktadir.

2.4.1.2.3. SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi; Single Nucleotide

Poymorphisms)

DNA dizisindé,‘ ayni pozisyonda farkh nikleotidlerin ortaya
cikariimasinda kullaniimaktadir. insanda her 100-300 baz ciftinde SNP’ler
goriilmektedir®. Iki insanin DNA dizisi karsilagtinidi§i zaman, aralarnda
1.6-3.2 milyon SNP bulundugu tahmin edilmektedir. SNP, kodlanan

bdlgelerdeki protein
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fonksiyonlan ile direk iligkilendirilebilir. Atasal kalitimda sabit oldugundan
dolay: seleksiyon igin uygun isaretleyicileridir. Son yillarda, insanda genetik
hastaliklarin arastirimasinda, insan evrim calismalarinda ve cesitli ¢iftlik
hayvanlan tzerinde yapilan aragtirmalarda tercih edilmektedir. Insan genom
haritalamasinda®, Insanin evrimi ile ilgili calismalarda®®® da
kullanilmaktadir. Ayrica diger hayvanlar ile ilgili genom projelerinde genis

slcide kullaniimaya baglanmigtir?.

2.4.1.24. RAPD (Rasgele Cogaltimig Polimorfik DNA; Randomly

Ampilified Polimorphic DNA)

Genetik polimorfizmin taranmasinda kullanilan molekiiler tekniklerden
bir tanesi Rasgele Gogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) yéntemidir®®. PCR
teknigi ilk defa Dr. Alec Jeffreys ve arkadaslan tarafindan 1985 yilinda
Leicester Universitesinde insanlar {izerinde uygulanmis ve ayni yilda Nobel
Oduli'nt  almigtir. Daha sonra diger canlilarda yogun bir sekilde

uygulanmasina baglanmigtir.

RAPD yoéntemi ilk tanimlandigindan itibaren 6nemli bir degisiklige
ugramamistir. Rasgele dizilerden olugan oligontikleotit dizileri, kdlip DNA
kullanilarak PCR ile cogaltilir. Bu teknikte 9-10 baz cifti uzunlugundaki
primerler kullamlmakfa‘dlr. Reaksiyon basina tek primer ve 10-25 ng DNA

gerekmektedir. Genomik DNA; primer, DNA polimeraz, dNTP, magnesium
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klorit, ve uygun bir tampon ¢bzelti varliginda ‘isisal déngl’ cihazinda
codaltilir. Uygun baglanma isisi (annealing temparature) ve reaksiyon gartlan
saglandiginda primerlerin kendileri ile homolog DNA dizilerine baglanmasi ve
dur kodonuna kadar sentezin devam etmesini saglanir. Polimorfizmlerin
varligi, primer baglanma noktalarindaki mutasyon ve dizi degisikliklerinin
sonucu olarak bantlarin varli§i ve yokluguna dayali olarak tespit edilir. Bu da

RAPD belirleyicilerinin genelde dominant olduklari anlamina gelmektedir.

RAPD-PCR yoéntemi ile ¢ogaltilan Griinler; elektriksel alanda uygun
tampon bulunan ortamda (TAE, TBE ), jel elektroforezinde (agaroz,
poliakrilamid jel) yariatilir. Jelde olugan bantlann varhigi ve yoklugu

polimorfizm olarak degerlendirilirt32.

1.5.1.2.4.1. RAPD Metodunun Avantajlan ve Dezavantajlari

RAPD primerlerinin seciminde DNA problarina ya da dizi bilgisine
ihtiyag yoktur. Bu tekhik oldukga basit, hizli ve otamosyonu kolaydir. Ayrica
cok az miktarda DNA kullanimi gerektirdigi icin kullanim alani genis
captadir®. Ancak RAPD belirleyicilerinin tekrarlanabilirligi konusunda gok
sayida celigkili kanitlar mevcuttur. Bu konudaki en onemli nokta PCR

kosullannin tamamen sdbit tutulmasi gerekmektedir™,
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Metodun hizi, hassasiyeti ve c¢cok yonli olmasi gen haritalamasi ve
populasyon caligmalar icin gerekli olan ¢cok sayida dérnegin taranmasina
olanak vermektedir. Belirlenen polimorfizmlerin dominant olmasi ve

dolayisiyla heterozigotlann ayirt edilememesi ise énemli bir dezavantajdir.

RAPD Belirleyicilerinin Kullanildigi Uygulama Alanian

Bu teknik az miktarda DNA’nin caligmaya olanak vermesi ve uygulama
yéninden kolay ve hizli olmasindan dolayi birgok alanda yaygin olarak
kullaniimaktadir. RAPD belirleyicileri gen haritalarinin yapilmasi, adli tip
olaylan, bitki ve hayvan yetistirme uygulamalar, populasyon genetigi
calismalar, taksonomi caligmalarinda, bazi kaltsal hastaliklann teshisinde
(orak hiicre anemisi, kistik fibrozis, ‘Fragile X’ sendromu, AIDS, i6semi gibi),
ve ebeveyn tayinininde kullaniimaktadir. Ayrica RAPD belirleyicileri
kromozom 6zel (spesifik) DNA segmentlerinin hizli olarak izolasyonu ve
tanimlanmasina olanak veren polimorfizm caligmalarinda glvenle

kullaniimakitzadir{26-:83.91
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1.5.1.2.4.2. RAPD Metodunun Ciftlik Hayvanlarinda Uygulanmas: lle

ilgili Litaratiir Ornekleri

McPherson ve ark.”?, RAPD-PCR yonteminin diger DNA parmak izi
yonmtemleriyle beraber kullanilabilecegini, hastaliklarin epidemiyolojisi ve
yayllma bdigelerinin haritalarinin ¢ikarilmasinda ¢ok yararlt bir metod

oldugunu bildirmiglerdir.

Rothuizen ve Wolferen®”, bu yontemi képeklerde kalitsal hastaliklarin

teshisinde kullanmiglardir.

Joachim ve ark.®ise, koyundaki patojen ve patojen olmayan

Sarcoystis turlerinin arasindaki ayrimi bu yéntemi kullanarak yapmigladir.

Tinker ve ark.®? RAPD-PCR yontemiyle 27 arpa irki arasindaki
polimorfizmi arastirmiglar ve bunun igin 33 primer test etmiglerdir. Bu
primerlerden 19 tanesinde 31 polimorfik bant belirlemisler ve irklarin ayrimini

bunlara gére yaptiklarini yapmglardir.

Kaya ve ark.®”, RAPD-PCR metodunun hizli, hassas ve gok yonlii
olmasi nedeniyle orman agaclarinin gen haritalamas! ve populasyon

caligmalar icin gerekli olan ¢ok sayida érnegin taranmasinda kullanmiglardir.
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Joshi ve ark.®®, RAPD-PCR yontemi ile koyun, kegi, bizon ve kopek
gibi farkli hayvan tiirleri arasindaki iligkiyi incelemisgler, bu hayvanlar arasinda

ortak RAPD bantlarini belirlemiglerdir.

Cushwa ve ark."®, farkli koyun irklarinda 131 RAPD primerini
taramiglar ve buniardan 53 tanesinde sonug aldiklanni, toplam 85 polimorfik
bant gézlemiediklerini ve bu verilerin koyun genom haritalama g¢aligmalarina

eklendigini bildirmiglerdir.

Kostia ve ark.“? sigirlarda RAPD profilini incelemigler ve 3 RAPD
bant dizisinin daha énce tanimlanan memeli dizisi ile homoloji gosterdigini

bildirmiglerdir.

Kantanen ve ark.®®, sigir ve koyunlarda genetik gesitlilii arastirmak
icin RAPD-PCR metodunu kullanmiglar, koyunlarda polimorfizmin sidirlarda
daha fazla olmasina ragmen iki koyun irki arasinda da homojenitenin daha

fazla oldugunu bildirmiglerdir.

Ghosh ve ark.®?, Hindistan'da yikksek verim 6zelligine sahip Garole

koyunlarinda RAPD-PCR yontemini uygulamiglar, disiik ve yuksek

primer test etmiglerdir. Digiuk oranda dodurganhig olan koyunldrda farkl:

molekiler agirlikta banttarin olustuguhu bildirmiglerdir.
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Williams ve ark.®?, soya, misir, siyanobakteriler ve insanda RAPD-
PCR yonteminin polimorfizmin belilenmesinde ve genetik haritalama

caligmalart icin basit bir ydntem oldugunu bildirmiglerdir.

Ayrnica Misirda bulunan 4 koyun kil (Baladi, Barki, Rahmani ve
Saffolk) 19 RAPD primeri ile taranmig'®, Barki, Rahmani ve Baladi irklarinin

genetik yapilarinin birbirine yakin oldugunu bildirmistir.

Noli ve ark.®”, dokuz arpa turi arasindaki genetik iliskileri RFLP ve
RAPD yo6ntemlerini kullanarak incelemigler, RAPD yoénteminde daha fazia
polimorfizm oldugunu ve iki metodun verileri arasinda paralel sonuglar elde

ettiklerini bildirmiglerdir.

Gustine ve ark.”®, Kuzey Amerika'da bulunan yabanil beyaz yonca
tirleri ile G¢ tane kiltir populasyonunu RAPD-PCR yoéntemi ile
kargilastirmiglar, strpriz bir sekilde farkli iklim ve béigede yetistirilen beyaz

yoncalar arasinda genetik benzerlik oldugunu bildirmiglerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Orneklemeler

Bu calismada Turkiye’nin yerli koyun irklarindan Sakiz, Karayaka ve
bunlarin melezlemesi sonucu elde edilen Bafra irkina ait kan érnekierinde
RAPD-PCR metoduna dayali genetik analizler yapildi. Tarnim ve Kdyisleri
Bakanligrna bagli Tanmsal lIgletmeler Genel Mudurluga (TIGEM)
ciftliklerinde ve halk elinde yetistirilen koyunlardan kan ornekleri toplandi.
Bafra irkina ait 6rnekler, Amasya Gékhoyik Tarim Igletmeleri Hayvancilik
Aragtirma Enstitiisi’'nden, Sakiz irkina ait 6rnekler, Bandirma Marmara
Hayvancillk Aragtirma Enstitisti, [zmir-Cegsme civanindaki halka ait
cifliklerden, Karayaka irkina ait ornekler, Amasya Gokhdyiuk Tarim
Isletmeleri Hayvancilik Aragtirma Enstittist, Giresun ve civarindaki halka ait
ciftliklerden alinmigtir. Kan 6rnedi alinan koyun irklarinin cinsiyetlerine ve

alindii bolgelere gére dagilimlan agagidaki gizelgede verilmigtir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan 6meklerin irklara, cinsiyetlerine ve

ahndiklar bélgelere gére dagihimi

Irkin Adi Erkek Sayisi | Digi Sayis1 | Toplam | Alindig: Bolge

Bafra 20 20 40 Amasya GoOkhoylk Tanm Isletmeleri
Hayvancilik Arastirma Enstittsa

Sakiz 10 10 20 Bandirma Marmara Hayvancilik Arastirma
Enstitusi

|1 20 20 40 Izmir-Cesme civarindaki halka ait

giftliklerden

Karayaka 10 10 20 Amasya Gokhéyuk Tanm Igletmeleri
Hayvancilik Aragtirma EnstitlisQ

20 20 40 Giresun ve civarindaki halka ait giftliklerden
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Sekil 3.2. Karayaka irkina ait bir koyun
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Sekil 3.3. Sakiz irkina ait koyunlar (Cemal Un, Institute of Animal Breeding

Science, Endenicher Allee 15, 53115 Bonn, Germany)

Orneklerin toplanmasinda irkin 6zelliklerini en ¢ok gésteren hayvanlarin
secilmesine Ozen gosteriimistir. Kan ornekleri vakumiu EDTA'll tuplere
alinarak DNA izolasyonu igin 48 saat igerisinde soguk zincir ile laboratuar

ortamina ulastirildi.
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3.2. DNA izolasyonu

Bu c¢alismada RAPD yoénteminin laboratuarda optimizasyon
caligmalan Bafra irkina ait 6érneklerde gerceklestiriimistir. Bafra irkina ait
bireylerin kan 6rneklerinden Konsantre Tuz Gozeltisi ile Coktiirme Yontemi®?
uygulamasi ile bireylere ait genomik DNA'lar izole edildi. Ornekler arasinda
DNA konsantrasyonu ve safligi agisindan buyik farkliliklar gézlendi ve bu
durum optimizasyon galismalarini yavaslatti. Bu nedenle daha sonra ayni
deviet tretme ciftliginden Bafra irkina ait kan o6rnekleri tekrar alinarak
Fermentas Genomic DNA Purification KIT ® ile DNA izolasyon iglemi

tekrarlandi.

Bu izolasyon yonteminde; 200 pl antikuagulanli kan 6rnegi tUzerine
Lysis Buffer (KHCO3;, NH4CI, 0.5 M EDTA; pH: 8:0) konularak 65 °C'de 5
dakika inkiibe edildi. inkiibe edilen kanlarin {izerine kloroform eklenerek
yavasga karistiriidi ve 10000 rpm’de 2 dakika santrifij edildi. Usteki sivi faz
dokilda, uzerine 400 pl fenol eklenen érnekler tekrar 10000 rpm'de 2 dakika
santrifij edildi. Ustteki temiz faz steril bir ependorf tiipiine aktarildi ve izerine
precipitation solusyon eklendi. Tupler iki dakika oda sicakliginda karistirilarak
bekletildi. Daha sonra 10000 rpm'de 2 dakika santrifij edilerek olugan
supernatan kisim doékuldi. Altta kalan pellet kismi NaCl soliisyonu ile iyice
¢ozuldikten sonra mevcut hacmin yaklasik iki misli oraninda saf alkol (%99)
eklendi ve 10 dakika - 20 °C'de bekletildi. Dondurucudan gikartilan tiipler,
10000 rpm’de 3-4 dakika santrifiij edildi. Daha sonra dipte pellet seklinde

bulunan DNA % 70’lik alkol ile yikandi. Tupler kurutulduktan sonra tizerlerine



DNA yogunluguna gére 100 - 200 pl steril su eklendi ve 4 °C'de en az 10 saat
iyice g¢ozllmesi igin bekletildi. Elde edilen DNA o6rnekleri daha sonra -20

°C'de saklandi.

3.3. Genomik DNA Miktarinin Hesaplanmasi

Molekiiler analiz yontemlerinden ozellikle RAPD yoéntemi gibi az
miktarda genomik DNA gerektiren uygulamalarda, DNA miktarinin bilinmesi
buyik 6nem tasimaktadir. DNA'daki butin purin ve pirimidin bazlan 260
nm’'de ultraviyole 1s1gin1 absorbe ederler. DNA'nin miktarinin hesaplanmasi,
spektrofotometre ile 260 nm’de o6lgilmesi ile belilenmektedir. 260 nm'deki bu
okunan degerler, érnekteki niikleik asit konsantrasyonunun hesaplanmasina
olanak saglamaktadir”. 1 OD (Optic Density) yogunlukta yaklasik 50 pg / ml
DNA oldugu kabul edilmektedir. Bu c¢aligmada kullanilan 6rneklerin optik
yogunluklarn (OD) kuvars kuvet kullanilarak spektrofotometrede belirlendi.
Daha sonra bu veriler kullanilarak 160 érnege ait DNA konsantrasyonlari
ng/pl cinsinden hesaplandi. DNA’lar RAPD-PCR uygulamalan igin 5 ng/ul

olacak sekilde hesaplandi.

Ayrica 260 nm ve 280 nm deki OD’ler de olgulerek niikleik asit
safiginin tayini gerceklestirimektedir. Nikleik asit solisyonunda ODyg /
ODzg oraninin 1.8 — 2.0 arasinda olmasi istenir. Nokleik asit
siispansiyonunda protein ya da fenol artiklarimin bulunmasi bu orani

azaltmaktadir.
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Béylece DNA miktarinin tam olarak hesaplanmasi giglesmektedir 2.
Caligmada kullanilan orneklerin DNA safligi hesaplanmis birkag o6rnekte
OD2s0 / OD2go oran 1.8'den kiigik oldugu digerlerinde ise bu oranin istenilen

degerler arasinda oldugu belirlendi.

3.4. Primerlerin Segimi

RAPD yoénteminin uygulandii bu calismada kullanilan primerierin
(sentetik oligoniikleotitlerin) secgiminde Guanin ve Sitozin bazlarinin
toplaminin, toplam baz sayisina oranin % 50 ile 80 arasinda olmasi,
primerlerin 10 baz ¢ifti uzunlugunda olmasi ve primerlerin birbirinin

1(92)

tamamlayicisi (komplementeri) olmamasi™“ gibi bazi hususlara dikkat edildi.

RAPD analizinde birgok primerin taranmasi ve sonug¢ alinan
primerlerin genom analizinde kullaniimasi gerekmektedir. Genellikle taranan
primerierden cok azinda RAPD bantlari gézienebilir. Bu nedenle primer
segiminde Cushwa’nin 1996 yilinda koyunlarda yapmis oldugu
gallsmasmda‘gz’ bant veren 18 primer ve Operon Technology®'den rasgele 2
primer olmak Uzere toplam 20 adet primer segildi. Calismada kullanilan 20
adet primerin DNA dizileri ve dizideki G-C oranlan asagidaki cizelgede

verilmigtir.
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Cizelge 3.2. Primerlerin baz dizileri ve G-C sayisinin toplam baz sayisina

orani

primer Primer Dizini ( 5'-—3") G- C (%)
1 TGCCGAGCTG 70
2 AGGTGACCGT 60
3 TGGACCGGTG 70
4 CATCCGTGCT 60
5 GGTGCGGGAA 70
6 CCGAATTCCC 60
7 GGGAATTCGG 60
8 GGCACTGAGG 70
9 GTGTCGCGAG 70
10 GTTGCGATCC 60
11 GTCCACACGG 70
12 TTCCCCCGCT 70
13 GGACCCTTAC 60
14 GATGACCGCC 70
15 GTCCCGACGA 70
16 TGTCATCCCC 60
17 AAGCCTCGTC 60
18 GGACCCAACC 70
19 CTCTGGAGAC 60
20 GTGACATGCC 60
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3.5. Galisilan Koyun Irklar igin RAPD-PCR Yénteminin Optimizasyonu

Irka 6zgii RAPD bantlarinin belirlenebilmesi igin her irkin bireylerine,
RAPD-PCR yéntemi uygulandi. Elde edilen irklar arasi ve irk igindeki

polimorfik RAPD bantlarinin taramasi yapildi.

3.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

Optimizasyon icin RAPD-PCR yoéntemi ile yapilan calismalar dikkate
alinarak, en iyi sonu¢ alinmis olan miktar ve oranlar

denenmi§tir“ 5,16,29,48,50,64,74,92,93)

Denemeler sonucunda reaktiflerin uygun
miktarlan belirlendi. Reaktiflerin (MBI Fermentas ® ve Promega ®) miktarlari

asagdida verilmistir:

1. Taq polimeraz Enzimi: 5 u/pl stok c¢oézeltisinden 0.2 u/ul enzim
kullanildr.

2. 10X Reaksiyon Cozeltisi: Hazir ticari stoktan (10mM Tris, %0.1 Triton
X-100,s1g1r serum albuimini) kullanild.

3. MgCl, Cozeltisi: 25mM olan hazir stoktan 2.5-3 mM kullanildi.

4. dNTP: 10mM olan hazir stoktan 1.25 mM kullanild.

5. Primer: Stoklar steril distile su ile 100 ng/ul yogunlugunda sulandinidi.

PCR kansiminda 0.4 uM olacak sekilde kullanildi.
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Cizelge 3.3. OPA20 primeri

icin  PCR optimizasyon denemelerinin

sonuglari
an Adi PCR Buffer | MgCl, dNTP Taq DNA Pol. Primer | DNA Sonug
(ul) (mM) (mM) (iinite) (M) (ng)
20 Bant yok
ifra 25 25 0.2 1 0.4 225 Bant yok
25 Bant iyi
20 Bant silik
1kiz 25 25 0.2 1 0.4 21 Bant iyi
22 Bant yok
20 Bant iyi
arayaka 25 3 0.2 1 04 21 Bant silik
22 Bant yok
35 Bant yok
akiz (Halk
" o 8 - : 04 385 | Bantsiik
39,5 Bant iyi
39 Bant silik
dtayaka
25 3 1 1 04 395 Bant iyi
{alk eli)
40 Bant yok
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu igin hazirlanan karisim 6nce DNAase ve
RNAase’dan arindinimis steril 0.5 ml'lik ependorf tiiplerinde hazirlandi ve
daha sonra 0.2 ml'lik ependorf tiiplerine esit olarak dagitildi. Daha sonra bu
tiplere her bireye ait genomik DNA o6rnekleri konuldu ve tupler PCR 1si

dizenleme cihazina (thermocycler; Thermo Hybaid ®) yerlestirildi.

3.5.2. Reaksiyon isilan ve Dongii Sayisi

PCR cihazina vyerlestirlen DNA ipliklerin birbirinden ayriimasi
(denatiirasyon) igin 94 ° C, primerlerin DNA zincirinde uygun bélgelere
baglanmasi (annealing) igin 35 ° C, zincirin uzamasi (elongation) igin 72 ° C
sicaklik uygulanmaktadir. Bu (¢ asama bir doéngiu adini almaktadir.
Calismamizda asagida belirtilen sicakliklarda toplam 40 déngii uygulandi ve

sentez isleminin tamamlanabilmesi igin 72 ° Cde 10 dakika bekletildi.

Bir déngui

94°C 2 dakika
94 °C 1 dakika

35°C 1 dakika

72°C 2 dakika

Isi duzenleme cihazindaki islem tamamlandiktan sonra &érnekler,
agaroz jelde yurutilmek tzere 4 °C'de bekletildi. Bu ¢alismada RAPD-PCR

teknigi her
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ornek icin en az 2 kez tekrarlandi ve optimizasyon denemeleri ile birlikte =

toplam 10000 PCR reaksiyonu gergeklestirildi.

3.5.3. Elektroforez Teknigi

Bu calismada jel yogunlugu, elektrik akimi ve jelde yirutme siresi igin
en uygun degerler deneme-yaniima yoéntemi ile belirlendi. Elektrolit ¢ozeltisi
olarak TBE (Tris-Borat-EDTA) kullanildi. Cézelti 10 misli konsantre olarak
hazirlandi (54 g Tris, 27.5 g Borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA) ve bu stok ¢ozelti
sulandinlarak elektrolit ¢ézelti olarak kullanildi. Her uygulama igin 150 ml 10X
TBE kullanildi. Bu ¢dzeltinin 20 ml'lik kismi agaroz jel hazirlanmasinda, kalan

kismi ise elektrolit gozelti olarak kullanildi.

3.5.3.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Bu galismada %1.7’lik agaroz jel kullanildi. Bunun igin gerekli olan
agaroz (Sigma, Prona ®Basica le) miktar hassas terazide tartilarak 1X TBE
icerisinde berraklagincaya kadar kaynatildi. Daha sonra igerisine 0.5 pg/ml
olacak sekilde etidyum bromid eklenerek 50-60 °C oluncaya kadar sogutuldu.
DNA molekulinii boyamak igin kullanilan etidyum bromid mutajenik bir etkiye

sahiptir”. Bu nedenle galismada kullanilan jeller ve etidyum ile kirlenen
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diger kati maddeler atik torbasinda toplanarak imha edilmek Gizere Turkiye

Atom Enerji Kurumu’na génderildi.

3.5.3.2. Agaroz Jelin Dokiilmesi

50-60 °C sicakliktaki jel, taraklar takilmis olan jel tepsisine dokiildi.
Katilagsan jelden taraklar dikkatlice ¢ikartilarak kuyucuklarin olugmasi

saglandi. Uzerine 1X TBE ¢bozeltisi dokiildi.

3.5.3.3. Orneklerin Agaroz Jele Yiiklenmesi

PCR dranleri kuyucuklara yiklenmeden ©Once yikleme boyasi
(Loading Buffer) ile boyandi. llk denemelerde ticari olarak alinan yiikleme
boyas! kullanildi. Daha sonra laboratuarda Ficoll, Bromfenol blue, distile su
kullanilarak yiikleme boyasi laboratuar ortaminda hazirlandi. Ciplak gézle
gorulebilen bromfenol blue bantlan, elektroforez sirasinda DNA bantlarini

yaklagik konumunu géstermektedir”2.



3.5.3.4. Orneklerin Yiiriitilmesi

Caligmada kullanilan jel tankinin elektrolitleri arasindaki mesafe
dikkate alinarak 1-5 Volt/cm arasinda elektrik akim degerleri denendi ve 5
Volt/cmi'de en iyi sonug alindigi gérildii. Ornekler bu degerler arasinda 2.5

saat yuratulda.

3.5.4. RAPD Bantlarinin Gézlenmesi ve Verilerin Kaydedilmesi

Etidyum bromid ile boyanmis olan DNA molekiilleri ultra-viyole (UV)
goruntileme sehpasi tzerinde 312 nm dalga boyunda flouresan yansima
gostermektedir. Jelde gorillen PCR ariini olan bantlar "RAPD Banti” olarak

adlandinimaktadir®.

Calismada RAPD bantlan UV gériintuleme sehpasi tizerinde gézlendi.
Bu bantlanin uzunluklanini tespit etmek igin 100 bp (MBI Fermentas®
SM0321) ve 1 kb (MBI Fermentas® SM0311) DNA 6lcegi (marker) kullanild.
Gozlenen RAPD bantlari, Polaroid®(DS-34) fotograf makinesi ile yesil lens

kullanilarak siyah-beyaz olarak goruntilendi.
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Sekil 3.4. Bafra irkina ait disi ve erkeklerde, OPAFS5 primeri ile ¢cogaltilmig RAPD

bantlari, 11. hat 1kb DNA 6l¢cegi

Sekil.3.5. Sakiz irkina ait disi ve erkeklerde, OPAFS primeri ile ¢ogaltilmis RAPD

bantlari, 11. hat 1kb DNA 6lgegi



Sekil.3.6. Karayaka irkina ait disi ve erkeklerde, OPAFS primeri ile ¢ogaltilmig

RAPD bantlari, 11. hat 1kb DNA &lgegi

3.6. Verilerin istatistiksel Analizi

Bu calismada g farkli koyun irkina ait bes populasyondan elde edilen DNA
ornekleri test edilen toplam 20 primer ile tarandi ve 6 primer icin 67 RAPD
banti gozlendi. Veriler POPGENE Software (POPGENE VERSION1.31
Microsoft Window-based Freeware for Population Genetic Analysis) istatistik
paket prégraml kullanilarak degerlendirildi. Mevcut olan bantlar igin 1",

mevcut olmayan bantlar igin "0” yazilarak veri tablosu olusturuldu.
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3.6.1. Allel Frekanslan

Dioloid populasyonlar icin allel frekanslari asagidaki formil ile
hesaplanmigtir;
Her bir RAPD allelinin frekansi= ¥,=2 N;/ N
N; verilen populasyondaki birey sayisi,

N;; belirli RAPD bantlannin bulundugu diploid éreklerdir®.

3.6.2. Genetik Varyasyonun Olgiilmesi

Populasyonlardaki varyasyon degisik parametreler ile &igtilebilir®.

3.6.2.1. Lokuslann Yiizdesi

Bir lokus dikkate alindiginda en yaygin allelin populasyondaki orani
%95'in (ya da %99) altindaysa bu lokus polimorfik olarak degerlendirilir®.
Bu calismada polimorfik lokus igin 0.99 degeri esas alindi. Eger galigmada
yeterli sayida érnek ve yeterli lokus varsa genetik varyasyon, polimorfik lokus
ve her lokusta ortalama heterozigotluk ile dlgilebilir®. Polimorfik lokuslarin

ylizdesi asagidaki formul ile hesapianabilir:
P=np/r P; polimorfik lokuslarin ylizdesi

np; polimorfik lokuslarin sayisi

r; toplam lokus sayisi
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3.6.2.2. Heterozigotiuk

Gen frekansi géz oOniinde bulunduruldujunda genetik varyasyon,
ortalama heterozigotluk veya gen cesitliligi ile Slgiilebilir. Eger populasyon
rasgele ciftlesiyorsa ve i'ninci allelin populasyondaki sikhig! X; ise beklenen

heterozigotluk agagidaki gibi hesaplanabilir®®:

h=1-3;X2

Bir lokustaki heterozigotiuk tahmini h = 2n (1 - £ X; ) ile yapilabilir®®.

3.6.2.3. Allelerin Sayisi

Genetik ¢esitliligin tahmin edilebilmesi igin lokustaki allelerin
sayisindan (n,) yararlanilabilir. Ancak bu degerler érnek sayisina bagl olarak

degigebilir.

Ortalama (ng) = Zi n,

n; allelerin sayisi,

ngi; ’'ninci lokustaki allelerin sayisi®®
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3.6.2.4. Bir Lokusta Allelerin Etkili Sayisi

Allel sayisi ortalama olarak zararli genler hakkinda fikir verebilir, allel
sayisi ne kadar az ise genetik varyasyon o kadar kiiglik demektir. Etkili allel
sayisi asagidaki formiil ile hesaplanabilir®;
ne=1/ IX? n; allelerin etkili sayisi

X;; 'ninci allelin sikhgi

3.6.2.5. Shannon’un Bilgi Endeksi

Shannon’un bilgi igerigi her populasyonda RAPD bantlarinin sikligi ile

hesaplanmigtir®:

Ho = pilnpi Ho, Shannon’un bilgi igerigi

pi; RAPD bantinin sikligi

3.6.3. Alt Populasyonlarda Gen Farkhliklarinin Analizi

Populasyonlar arsinda ve populasyon iginde gen farklilikiarinin
bilinmesi gerekmektedir. Bir alt populasyona ait gen kimligi (1 — gen farkiihgr)

asagidaki formille hesaplanabilir®:

Jk=Zin2
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Ji; gen kimligi,

Xii; K'ninci alt populasyonun i’ninci allelinin siklig:

Bir alt populayonda bir bireyin beklenen heterozigotiugu Hy'dir. Bu

agagidaki formille hesaplanabilir:

Hs = Zj=1 hj/ s h;; f'inci alt populasyonda beklenen heterozigotiuk,
s; alt populasyon sayisi
Tum populasyonlarda gen kimligi; Jx= X 2 ile hesaplanabilir®.
Jk, gen kimligi;

X , allelerin ortalama sayisit.

Alt populasyonlarda bireylerin beklenen heterozigotiugu Hs ile
gosterilir® ve Hs = 2 / s ile hesaplanir.
h;, f'ninci alt populayonda beklenen heterozigotiuk;

s, alt populasyonlarin sayisi.
Toplam populasyonlardaki gen kimligi Jr = Z % ? ile hesaplanabilir®.
Jr,gen kimligi;
Ei, ortalama allel sayisi.
Toplam populasyonda bireylerin beklenen heterozigotluk, Hr = 1 - 2 X.2 ile

hesaplanabilir®.

Hr toplam populasyonda bireylerin beklenen heterozigotiuk
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Xia, tim alt populasyonlardaortalama i'ninci allelin sikhi@:

Toplam populasyonda gen gesitliligi Hr = 1 - J1 ‘dirt®®.
Hy = Hs— Dsr.®?.

Dgr, alt populasyoniar arasinda ortalama gen gesitliligi

Alt populasyonlar arasindaki gen farklilagmasinin goéreceli buyikiugu Gsr
olarak adlandinlir ve Gst= Dst / Hr esitligi ile bulunabilir.
Dgr, alt populasyonlar arasinda ortalama gen c¢esitliligi

Hr, toplam populasyondaki gen cesitliligidir®®

Alt populasyonlar arasinda ortalama minimum genetik mesafe Dy, ile ifade
edilir. Dy, = sDst/ (s -1) esitligi ile hesaplanabilir®®.

S, alt populasyon sayisi
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1. Degeriendirilen RAPD Primerieri

Ug irka ait bes farkli populasyon 20 primer ile tarandi. 6 primer igin toplam
67 RAPD banti gézlendi. Asadidaki cizelgede bu primerlerin adlarn ve

gozienen RAPD bantlarinin yaklagik olarak baz gifti sayilan verilmigtir.

Cizelge 4.1. Degerlendirmeye alinan 6 primerin tim irklarda

olusturduklari RAPD bantlarinin bityiikliklerinin yaklagik degerleri (bp)

Primerin Adi Gdzlenen Bantlann Yaklagik Bityiikliikleri (bp)
OPA02 225550

OPRA20 350-650

OPCO05 300-1250

OPDO02 325-800

OPE0O4 300-650

OPF05 150-1200

4.2. Populasyonun Genetik Yapisi

Degerlendirilen 6 RAPD primeri icin 67 polimorfik lokus gézlendi. Ancak

zayif bantlarin degerlendiriimemesinden dolayi bu sayi 65’e digurildi.
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4.2.1. Polimorfik Lokuslarin Yizdesi

Irklar icindeki polimorfik lokuslarin ylzdesi 22.39 — 53.73 arasinda
degismektedir. Bafra irkindaki polimorfik lokus sayisi diger irklara gore en
yiksek degerdedir. En dusik deder ise Sakiz halk eli irkinda

gorilmektedir.

Butiin alleler ayni siklikta oldugu zaman gézlenen allel sayisi (Na) ile
etkiliallel sayisi (Ne) bibirine esittir. Bu durum disinda ise zararli genlerin
bulunmasi durumunda, Ne her zaman igin Na'dan daha kigiktiir. Bu
galismada da Ne sayisi her zaman igin daha kiglk ¢ikti. Gbzlenen allel
sayisi 1.22-1.54 arasinda iken, etkili allel sayisi 1.15-1.32 arasinda
degismektedir. Butiin koyun irklarinda genetik gesitlilik istatistiginin 6zeti
Cizelge 4.2'de verilmigtir. Tim irklar arasinda Na ve Ne degerleri Cizelge

4.3.de verilmigtir.

4.2.2. Heterozigotluk

En yilkksek degerde heterozigotluk Bafra irkinda goziendi. Ayni
zamanda Bafra irki yaklagik 1200 bp biyukiugiinde tek allel icermektedir.
Bu sonucglar bize Bafra irkinin diger irklardan genetik olarak
ayrilabilecedini géstermektedir. Irklar icerisinde devlet Uretme

giftliklerinden alinan Sakiz
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ornekleri

gosterilmigtir.

Gen gesitliligi, I*:Shannon’un bilgi icerigi, P%; Polimorfik lokus®®)

ile halk elinden toplanan Sakiz &mekleri heterozigotiuk
acisindan en diusik degerieri gbstermektedir. Bu degerler Cizelge 4.2.de

verilmigtir. Tuam rklar igin heterozigotiuk degeri ise Cizelge 4.3'de

Gizelge 4.2. Butin koyun irklarinda tim lokuslar igin genetik cesitlilik

istatistiginin 6zeti (Na'; Goézlenen allel sayisi, NeZ; Allelerin etkili sayisi, h®;

Ornek
Irkin Adi Na’ | Ne? h? r #p. lokus® | % p. lokus®
Sayisi
. Bafra 1.54% | 1.32% | 1.19%+ | 0.28%
35 36 53.73
0.50 | 037 | 020 | 0.29
. Sakiz 1.39% | 1.22% | 0.13% | 0.20%
18 26 38.81
049 | 034 | 019 | 0.27
. Karayaka 1.22% | 1.17% | 0.10% | 0.14%
17 15 22.39
0.42 0.33 0.18 | 0.26
. Sakiz Halk Eli 1.24% | 1.15% | 0.09% | 0.13%
31 16 23.88
0.43 0.31 0.17 | 0.24
.Karayaka Halk Eli 1.40% | 1.24% | 0.14% | 0.21%
33 27 40.30
050 | 0.36 | 0.20 | 0.28
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Cizelge 4.3. Tum populasyonlarda tanimlanmig istatistikier

Ormnek Sayisi [Na Ne h ]
Ortalama 134 1.97 1.53 0.30 0.45
Standart Sapma 0.17 0.36 0.17 0.23

4.2.3. Shannon’un Bilgi Endeksi

Shannon’un bilgi endeksinin en yiikek degeri Bafra irkinda gézlendi.
Bu degerler heterozigotiuk ile paralellik goéstermektedir. Tum irklar i¢in bu deger

0.13-0.28 arasinda degismektedir.

4.2.4. Irkigi ve Irklar Arasinda Genetik Farkhliklar

Tuam irklar arsinda genetik farkhilik (Hr), 0.30 bulundu. irklar arasindaki
deger ise 0.13 bulunmustur (Gizelge 4.4). Bu sonuglar bize irklar icinde
digerierinden ayrilacak dizeyde farklilagmanin olmadidini géstermektedir. Gsr
degerinin 0.58 ¢ikmigtir. Bu da bize irklar arasindaki genetik farklilidin irk igindeki

genetik farkiiiktan daha fazla oldujunu géstermektedir.



Cizelge 4.4. Irklarda gen gesitliliginin analizi

Ornek Sayisi Hy Hs Gst
Ortalama 134 0.30 0.13 0.58
Standart Sapma 0.03 0.01
Polimorfik lokus 65
Polimorfik lokus yiizdesi 97.01

4.2.5. Genetik Kimlik ve Genetik Mesafe

Tam wklar icin genetik kimlik ve genetik mesafe degerleri Cizelge
4.5.’de verilmigtir. Buna gbére Bafra ve Sakiz irki arasindaki genetik kimlik
degeri 0.8072 iken genetik mesafe 0.2142, Bafra ile Karayaka irki arasindaki
genetik kimlik dederi 0.8130 iken genetik mesafe 0.2070, Bafra ve Sakiz halk
eli érnekleri arasindaki genetik kimlik degeri 0.6244 iken genetik mesafe
0.4779, Bafra ve Karayaka halk eli 6rnekleri arasindaki genetik kimlik degeri
0.6768 iken genetik mesafe 0.3309, Sakiz ve Karayaka irki arasindaki
genetik kimlik degeri 0.7799 iken genetik mesafe 0.2485, Sakiz ve Sakiz halk
eli érnekleri arasindaki genetik kimlik degeri 0.7525 iken genetik mesafe
0.2844, Sakiz ve Karayaka halk eli 6rnekleri arasindaki genetik kimlik degeri

0.7404 iken genetik mesafe 0.3006, Sakiz halk eli ve Karayaka halk eli
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ornekleri arasindaki genetik kimlik degeri 0.9575, genetik mesafe 0.0432°dir.
Bu sonuglara gére en uzak genetik mesafe Bafra irki ile Sakiz halk eli
émekleri arasinda gériilirken, en kisa genetik mesafe Karayaka halk eli ve
Sakiz halk eli démekleri arasindadir. Genetik kimlikler genetik mesafe
kaliplarini takip eder®. Buna gére genetik olarak en benzer olarak Sakiz

halk eli ve Karayaka halk eli érnekleri beliriendi.

Cizelge 4.5. Caprazin Ustlinde verilen Genetik kimlik ve caprazin
altinda verilen genetik mesafenin tarafsiz 6icimi (1.Bafra, 2.

Sakiz, 3. Karayaka, 4. Sakiz halk eli, 5. Karayaka halk eli)

Irklar 1" 2¢ 3° 4° 5°

1 ek 0.8072 |0.8130 [0.6244 [0.6768
2 0.2142 s 07799 [0.7525 |[0.7404
3 0.2070 0.2485 | 0.6647 [0.6791
4 0.4709 0.2844 [0.4084  [*** 0.9577
5 0.3903 0.3006 [0.3870 [0.0432 [***




Tum irklar icin POPGENE paket programinda PHYLIP VERSION 3.5

NEIGHBOUR Yéntemine gore dendogram gizildi (sekil 3.1).

+ Bafra
+—2
+ 3 + Karayaka
I ]
4 + Sakiz

! +——-Sakiz Halk Eli

+ 1

+-——Karayaka Halk Eli

Sekil 4.1. Bes koyun irki arasindaki genetik mesafeyi gosteren

dendogram (Nei®, PHYLP Version 3.5 NEIGHBOR Procedure)

Bu calismada halk elinden ve deviet tiretme iftliklerinden alinan Sakiz ve
Karayaka’'nin genetik olarak dendogramda bir grup olusturmasi beklenirken
ilging bir sonug olarak her iki irkinda halk elinden alinan &rnekleri bir grupta

yer almigtir. Devlet dretme ¢iftlijinden alinan Sakiz irkina ait 6rneklerin
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digerlerinden tamamen ayn bir grupta yer aldi. Sakiz ve Karayaka irkinin

melezi olan Bafra irki ise dendogramda Karayaka ile bir grup olugturdu.

Bu galigma ile Turkiye yerli koyun irklarindan alinan érneklerin sinirh sayida
primer kullanilarak RAPD-PCR yéntemi ile molekiler genetik analizi yapiidi.
Calisma bundan sonraki calismalar icin bir baglangic olmasi ag¢isindan
6nemlidir. Genetik mesafenin belirlenmesinde genellikle birden fazla DNA
analizine dayall metodun verileri géz 6niine alinir. Bu amagla mevcut DNA
orneklerinin farkli molekiler teknikler kullanilarak analiz galigmalarina devam
edilmektedir. Bu sonuglar bir 6n veri niteligindedir. Ciftlik hayvanlarinin
molekiiler genetik analizlerinde hentiz yolun basginda olan Tirkiye'nin bu ve
benzeri molekilier genetik analizierie bilgi birikimi ile olugacak veri bankasina
ihtiyaci vardir. Bu bilgiler daha sonra yerli ¢iftik hayvanlarinin islahinda

kullanilabilecektir.
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EK-1

/* Diploid RAPD Data Set */

Number of populations = 5

Number of loci = 67

Locus name :

OPA02-1 OPA02-2 OPA02-3 OPA02-4 OPA02-5 OPA02-6 OPA02-7 OPA02-8 OPA02-9

OPA20-1 OPA20-2 OPA20-3 OPA20-4 OPA20-5 OPA20-6 OPA20-7 OPA20-8

OPC05-1 OPCO05-2 OPC05-3 OPC05-4 OPC05-5 OPC05-6 OPC05-7 OPC05-8 OPC05-9 OPC05-10
OPC05-11 OPC05-12 OPC05-13 OPC05-14 OPC05-15

OPD02-1 OPD02-2 OPD02-3 OPD02-4 OPD02-5 OPD02-6 OPD02-7 OPD02-8 OPD02-9 OPD02-10
OPDO02-11 OPD02-12 OPD02-13

OPE04-1 OPE04-2 OPE04-3 OPE04-4 OPE04-5 OPE04-6 OPE04-7 OPE04-8 OPE04-9 OPE04-10
OPF05-1 OPF05-2 OPF05-3 OPF05-4 OPF05-5 OPF05-6 OPF05-7 OPF05-8 OPF05-9 OPF05-10
OPF05-11 OPF05-12

name = BAFRA
fis=0.0

000100111

110100110 00111111
000100110 00111111

110100111
110101111
110101111
110101111
110101111
110100111
110100111
110100111
110100101
110100111
110101111
110101111
110101111
110101111
010101111
010101111
110101111
110100111
110111111
110101111
110101111
110100111
110101111
110101111
110101111
110101111
110101111
110101111
110101111

00100111 000000001010001
000000001010001
000101001010001
000000001010001
000101001010001
000100000010001
000101001010001
000101001010001
000100001010001
000100001010001
000100001010001

00111111
00111111
00111111
00111000
00111111
00111111
00111111
00111111
00111111
00111111
00111111 000100001010001
00111111 000101101010001
00111111 000101101010001
00111100 000101101010001
00111100 000101101010001
00000100 000101101010001
00000100 000101101010001
00111111 000100001010001
00111111 000101101010001
00111111 000101001010001
00111111 000101001010001
00111111 000101001010001
00111111 000101001010001
00111111 000101001010001
00111111 000101001010001
00111111 000101001010001
00111111 000101001010001
00111111 .............

00111111

00111111 000100101010001

.............
.............
.............
.............
.............

0001100011101

000100001010000 0001100011101
000100001010000 0001100011101

0001100011101
0001100011101
0001100011101
0001100011101
0001100011101
0001100011101
0001100011101
0001100011101
0001100011101
0001100011101
0001100011101
0001100011101
0001100011101

0001100010000

0001100011101
0001100011101

0010100100 000110100000
0010100100 000100100100
0010100100 001110100010
0010100100 011000100010
0010100110 000110100000
0010100110 000111000000
0010100100 000111000001
0010100110 000110001010
0010100110 000111000010
0010100110 000110110000
0010100100
0010100100
0010100110
0010100110 .............

0010100110 000111100000
0010100110 000110110000
0010100110 000111100000
0010100110 001111110000
001101100000
0000100000 000000100000
0000100100 001101010000
0010100100 001100000000
0010100100 001100000000
0010100100 001100000000
001101000000
0010100110 001100101000
0010100000 001000000010
001101111000
0000100100 111101100010
0000100000 001111010000

............

............

............

..........

..........

0001100010000 0010100100 010001000000

0001100011101
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000100101000000 0001100010000 0000100100 010001000000

0000100100 010001000000



110101111 00111111 000100101010001 0001100011101 0000100100 011111000000
110101111 00111111 000101101010001 0001100011101 0000100100 110111000000
110101111 00111111 000100101010001 0001100011101 0010100100 010111100000

T10101111 .. ceeeveieceeee svecveseenns 0010100100 000100000000
110101111 00111111 ............. 0001100010000 0000100000 001111000000
110101111 00001111 000100000000000 0001100010000 0000100100 111110000000
110101111 ........ 000100000000000 ............. 0010100110 001101000000
name = SAKIZ

fis=0.0

......... 00111100 000111010000000 0001110000000 1010100100 011111000000
......... 00111100 110111010100000 0001110000600 0000110000 010101000600
000100111 00111100 010111010100000 0001110000010 1010100100 011111000000
......... 00111100 010111010100000 0001110000000 1010100100 011111000000
000100111 001111060 010111010110010 0001110000000 1010100100 011111000000
000100111 00111100 010111010110000 0001110000000 1010100100 011111000000
000100111 00111100 010111010110000 0001110000000 1010100100 011111000000
000100110 00111100 010111010000000 0001110000010 1010100100 011111000000
000100111 00111100 000010010110010 0001110000010 1010100100 011111000000
000100111 00111100 110111010110006 0001110000010 1011100100 011111600000
000100111 00111100 010111010110010 0001110000010 0110100100 011111000000
000100111 00011010 000111010110000 0001010000000 1010100100 011111000000
000101111 00011010 000010010000000 0000010000010 1010100100 011111000000
000101101 00111010 000010000000000 0000010000010 1010100100 011111000000
000101111 00111010 0000106010000000 0000010000010 1010100100 011111000000

000100111 ... 000010010000000 0001110000110 1010100100 011111000000
000101111 0001110000010 .......... 011111000000
000101111 00111010 ............... 0001110000000 .......... 011111060000
000101111 00111010 ............... 0001110000000 .......... 011111000000
000101111 00111010 ............... 0001110000000 1010100100 011111000000

name = KARAYAKA

fis = 0.0

110101111 00110100 0000010000060000 0001101100100 0000110000 006001000000
110101111 00110100 ............... 0001101100100 0000110000 010101000000
110101111 00111101 000011000111010 0001101101101 .......... 011111000000
110101111 00111101 000011000111010 0001101101100 .......... 011111000000
110101111 00111101 000011000111010 ............. 0000110000 011111000000
110101111 00111101 000011000111010 ............. 0000110000 011111000000
110101111 00111101 000011000111010 ............ ... 011111000000
110101111 00111101 000011000111010 0001101100000 .......... 011111000000
110101111 ... 000011000111010 ............. 0000110000 011111000000
110101111 00111101 000011000110010 0001101101101 0000111000 011111000000
110101111 00111101 000011000111010 0001101101101 0000111000 011111060000
110101111 00111101 000011000111010 0001101101100 0000111000 011111000000
110101111 00111101 000011000111010 0001101101101 0000111000 011111000000

110101111 00111101 000011000111010 ............. 0000111000 011111000000
110101111 00111101 000011000011010 ............. 0000111000 011111000000
110101111 00111101 000011000011010 ............. 0000111000 011111000000
110101111 00111101 000011000111010 ............. 0000111000 011111000000
110101111 00111101 000011000111010 ............. 0000111000 011111000000

110101111 00111101 000011000011010 0001101101101 0000111000 011111000000
110101111 00111101 000001000010010 0001101101101 0000111000 011111000000
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name = SAKIZ HALK ELI

fis=0.0

......... 11000100 ¢10010100100000 0000000100000 1100010100 011111011000
......... 11000100 010010100100000 0000000100000 1000010100 011111010000
......... 11000100 010010100100000 0000100100000 1000010100 011111010000
001000000 11000100 ............... 0000100160000 1100010100 011111000000
001000000 0000000100000 1100010100 011111010000
001000000 0000100100000 1100010100 011111000000
001001010 0000100100000 1100010100 011111006000
001001010 ........ 010010100000000 0000100100000 1100010100 011111000000
001001010 11000100 ............... 0000100100000 1100010100 011111010000
001001010 11000100 ............... 0000100100000 1100010100 ............
001001010 11000100 ............... 0000100100000 1100010100 011111000000
001001010 11000100 000010000000000 0000000100000 1100010100 011111000000
001001010 11000100 000010100100000 0000100100000 1100010100 011111010000
001001010 11000100 ............... 0000100100000 1100010100 011111000000
001001010 11000100 ............... 0000000100000 1100010100 011111010000
011001010 11000100 010010000000000 0000000100000 1100010100 011111010000
011001010 11000100 010010100100000 0000100100000 1100010100 011111010000
011001010 11000106 010010100100000 0000100100000 1100010100 011111000000
011001010 11000100 ............... 0000100100000 1100010100 011111000000
011001010 11000100 ........ccce.. ™ v 1100010100 ............
011001010 11000100 ............... 0010100000000 1100010100 011111000000
011001010 11000100 ............... 0010100000000 1100010100 011111000000
011001010 11000100 010010100100000 ............. 1106010100 011111000000
011001010 11000100 ........ceceee. ™ e 1100010100 011111000000
011001010 11000100 ......ccccoeee.. ™ rrevees 1100010100 011111010000
011001010 11000100 ......oceeeeee e 1100010100 011111010000
011001010 11000100 010010100100000 0010100000000 1100010100 011111010000
011001010 11000100 010010100100000 ............. 1100010100 011111010000
011001010 11000100 010010100100000 ............. 1100010100 011111010000
011001010 11000100 ............... e 1100010100 011111010000
011001010 11000100 010010100100000 0010100100000 1100010100 011111010000
011001010 11000100 ............... 0010100100000 1100010100 011111000000
011001010 11000100 ............... 0010100100000 1100010100 011111010000
011001010 11000100 ............... 0010100100000 1100010100 011111010000
011001010 00010000 ............... 0010100100000 1100010100 011111000000
011001010 11000100 ............... 0010100106000 .......... 011111000000
011001010 11000100 010010000000000 0010100100000 .......... 011111010000
011001010 11000100 ............... 0010100100000 .......... 011111010000
011001010 11000100 010010100000000 0010100100000 .......... 011111010000
011001010 11000100 ............... 0010100100000 .......... ..

name = KARAYAKA HALK ELI

fis = 0.0

001000000 11000100 ............... 0110100100000 1100110100 000101000000
001000000 11000100 ............... 0010100100000 1100110100 000100000000
001000000 11000100 ............... 0010100100000 1100110100 ............
001000000 11000100 ............... 0110100100000 1110010100 ............
111001010 11000100 ............... 0010100100000 1100010100 011111000000
111001010 11000100 ............... 0000100100000 1100010100 011111000000
111001010 11000100 ............... 0110100100000 1100010100 011111000000
111001010 11000100 ............... 0110100100000 1100010100 011101000000
111001010 11000100 000010100000000 0110100100000 1100010100 011101000000
111001010 110060100 000010100000000 0000100100000 .......... 011101000000
111601010 11000100 010110110100010 0010100100000 .......... 011101000000
111601010 11000100 010110110100000 0000100100000 1100110100 011111000000
111001010 11000100 000010110000000 0100100100000 1100110100 011111000000
111001010 11000100 000010100100000 0100100100000 1100110160 010101000000
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111001010
111001010
111001010
111001010
111001010
111001010
111001010
011001010
011001010
111001010
011001010
111001010
111001010
111001010
111001010
111001010
111001010
111001010
111001010
111001010
111001010
111001010
111001010
111001010
111001010

11000100 000010100000000 0100100100000
11000100 000010100000000 0100100100000
11000100 000010100000000 0100100100000
11000100 000010100000000 0100100100000
11000100 010111110100010 0100100100000
11000100 010110110100000 0100100100000
11000100 011010100000000 1110100000000
11000100 011010100000000 0110100010000
11000100 010010100000000 1110100000000
11000100 1110100000000
11000100 ............... 1110100000000
11000100 000010000000000 1110100110000
11000100 011110100000000 1110100100000
11000100 011010100000000 1010000000000
11000100 011010100100000 1010100000000

...............

11000100 ............... 0010100000000
11000100 ............... 0010100000000
11000100 011110100100000 0010100000000
11000100 ............... 1110100000000

11000100 010010100000000 0110100100000
11000100 011010100000000 0010100000000
11000100 011110100000000
11000100 011110100100000
11000100
11000100
11000100

.............
.............
............................
...............

.............

............................
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1100110100 0101010060000
1100110100 010101000000
1000010000 010101000000
1000000000 011101000000
011111000000
.......... 011111000000
1000000000 011111000000
1000000000 011111000000
1000000100 010101000000
1000000000 011111000000
.......... 011111000000
1000010100 011111000000
1000010100 011111000000
1100010100 011111000000
1100010100 010111000000
1000010100 010111000000

..........

............

011111000000
011111000000
010101000000

..........

..........

............

011111000000
011111000000

..........

1000010000 011111000000
1000010100 001111000000



