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1. GIRIS

Beslenme, hizla biiyiiyen ve gelisen diinyada insanligin vazgegilmez onceliklerinden
birisidir. Hayvansal iiriinler dengeli beslenmede olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Ciftlik
hayvanlarimin et ve siitlerinin yaninda yapagi, deri ve giibre gibi liriinlerinden de
yararlaniimaktadir. Bu yiizden hayvancilik sektérii diinya iilkelerinin ekonomilerinde iist
siralarda yerini alir.

Sosyo-ekonomik ve cografi 6zellikleri bakimindan hayvancilik i¢in ¢ok elverigli
tilkelerden biri olan iilkemizde, Devlet Istatistik Enstitiisti (DIE)’niin 2001 yili verilerine
gore 10.548.000 bas s1g1r, 26.972.000 bas koyun ve 7.022.000 bas kegi mevcudu ile diinya
iilkeleri arasmda 6nemli bir yere sahiptir (DIE 2002).

Hayvancilikta temel hedef birim hayvandan alinan verim miktarim artirmaktir. Bu da
ancak 1slah ¢alismalariyla miimkiin olmaktadir. Koyunculukta yapilan 1slah ¢aligmalan saf
yetistirme ve melezleme yoluyla olmaktadir. Ulkemizde uygulanan tamm politikalarinda
genelde hayvancilik tarimin bir alt kolu olarak degerlendirilmis ve gereken 6zen ve énem
gosterilememisgtir. Bu yiizden de hayvanciliin ekonomimiz igerisindeki pay1 son yillarda
giderek diigmiigtir.

Yerli koyun wklarmiz ayni zamanda bizim yerli gen kaynaklarimizdir. Son yillarda
birgok lilkede hayvan gen kaynaklarim koruma konusundaki g¢aligmalarda hizh bir artig
gézlemlenmektedir.

Gen kaynaklarimn korunmasi; para, insan giicli, ve 1iyi bir organizasyon
gerektirmektedir. Gen kaynaklanmin korunma nedenlerinden bazilari ; yerli irklar, tarima
elverisli olmayan arazileri kullanarak, bu alanlari et, siit ve gii¢c kaynagina déniistiiriirler.
Yerli irklar genetik gesitliligin devamum saglar ve gelecekte olugturulacak yeni tipler igin

temel genetik materyali olustururlar. Ayrica melez tiplerde ortaya gikabilecek cesitli



duyarhiliklara (hastalik, yasama giicli vs.) karsi direncin artiriimasinda yerli irklar
kullanmilabilmektedir (Soysal ve ark 2001).

Cok yonlii verime sahip olan (et, siit, yapags, deri, giibre) wrklarimiza sahip ¢ikilarak, et,
stit, yapag1 verimlerini hizla artiracak ve yetigtiricilerin koyunlardan daha fazla ekonomik
gelir saglayacag stratejiler gelistirilmelidir.

Biyoteknolojinin her alanda thizla geligtigi giiniimiizde, bu teknolojinin
hayvancilifimiza da ayni hizla aktarilmas: kaginilmaz hale gelmistir.

Islah galigmalarinda genellikle bazi genetik ozellikler hayvanlann dig goriiniisiine ve
verimlerine bakilarak segilmekteyken, genetik alaninda saglanan gelismeler sayesinde artik
DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) diizeyinde istenilen 6zellikler segilerek hayvanlara
aktanlabilmektedir.

Biyoteknoloji sayesinde islah galigmalar1 hem daha kisa siirede hem de etkili olarak
yapilabilmektedir.

Biitiin canlhilarda hayatsal olaylarin gifresini tagiyan bir molekiil olan DNA, hiicrenin
kontrol merkezi ya da kiitiiphanesi olarak tamimlanabilir. DNA’nin yap: tag1 niikleotid
denilen molekiillerden olugmaktadir. DNA’da depolanan ve nesilden nesile belirli
mekanizmalarla aktarilan bilgiler, bir hiicre veya organizmanin olusumu ve devamlilig
i¢in gerekli bilgilerin tiimiinii igerir (Konuk ve Babaoglu 2001). Hiicreler hem kiigiik hem
de karmagik yapili olduklarindan molekiiler organizasyonlarim ve igerdikleri molekiillerin
hiicresel iglevlerini belirlemek tizere etkilesimlerini anlamak oldukga zordur. Molekiiler
biyolojideki hizli geligmeler molekiillerin aragtiriimasina olanak veren yeni yéntemlerin
gelistirilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu y6ntemler, temelde biyokimyasal ve biyofiziksel
tekniklerin hiicre ve dokulara uygulanmalarimin sonucudur. Ayrica, son 25-30 yihn
olaganiistii teknolojisi olan genetik miihendisligi (rekombinant DNA teknolojisi) niikleik

asit ve protein molekiillerinin hiicrelerden bol miktarda elde edilmelerine olanak vermesi



nedeniyle, bu molekiillerle yapilacak ¢aligmalara biiylik kolayliklar saglams ve molekiiler
biyolojideki bilgi birikiminin hiz kazanmasina biiyiik Sl¢iide yardimer olmustur. Zaten
molekiiler biyoloji de, onceleri birbirinden ayn olarak diisliniilen biyokimya, hiicre
biyolojisi ve genetik gibi bilim dallarindaki geligmeler ve bunlarin birbirine karigmalar
sonucu ortaya ¢ikmigtir (Temizkan 2004).

Genetik mithendisligi alamndaki ¢alismalarin temelini DNA ve RNA olusturmaktadir.
Bitki, insan, hayvan ve gida biyoteknolojisinin giiniimiizde ulagtig1 ve ileride ulasacag
sonuclar DNA’nm ne kadar bilinebilmesi ve degistirilebilmesiyle dogru orantili olarak
gergeklesecektir. DNA’nin fiziksel ve kimyasal ozellikleri ve bu 6zellikleri kullanarak
DNA izolasyonu, zincirlerin birbirlerinden ayrilmasi, enzimlerle ¢esitli fragmentlerin
ayrilip tekrar birlestirilmesi ve belirli bir fonksiyona sahip bir DNA pargasmin (gen) bir
hiicreden baska bir hiicreye, bir canlidan baska bir canliya aktarilmas: en ¢ok karsilagilan
uygulamalardir (Konuk ve Babaoglu 2001).

Mikrosatellitler genom boyunca 2-5 bg (baz ¢ifti) uzunlugunda tékrarlarla dagilmis
basit dizi tekrarlan olup en sik goriilen ve tekrarlanan DNA bigimleridir. Yiiksek derecede
polimorfiktirler ve 6nemli bir genetik isaretleme (marker) sistemini olugtururlar, Bu
dizileri incelemek igin iki asama gerekir. Bunlar; PCR ile ¢ogaltma ve elektroforez
teknigiyle gortintiileme islemleridir. Bu 6zellikleriyle populasyon genetigi ¢alismalarinda
kullamlan ideal markerlardan biridir (Goldstein and Schlétterer 1998).

Sunulan ¢aliymada da mikrosatellitler kullamlarak yerli ve melez koyun irklarinda
genetik gesitlilik, populasyonlarin genetik olarak birbirlerine yakinliklari (veya uzakliklar)

aragtirilmistir.



2. LITERATUR BILGI
2.1. Koyunun Onemi ve Evcillestirilmesi

Diinyada yaklasik 1.028 milyon civarindaki sayist (FAO 2003) ile koyun, tarimsal ve
hayvansal faaliyetler agisindan, ekonomik olarak ¢ok degerli bir ¢iftlik hayvamdir. Cesitli
iilkelerde bagka amaglar i¢in kullanilmayan mera ve otlaklar koyun yetistiriciligi ile uygun
bir bi¢imde degerlendirilebilmektedir. Koyunlar, bu alanlar1 insanlarin beslenmesi igin
kullamlan et ve siit gibi besin iiriinlerine déniistiiriirler. Ayrica koyunlar insanlar igin
gerekli olan giyim esyalarmin ham maddesi olan yapag1, deri ve tarimda kullanilan giibre
gibi iiriinleri de iiretirler (Yalgin 1990).

Koyun yetistiricilifi genellikle biitlin diinya iilkelerinde yaygin halde olup, bazi
tilkelerde en 6nde gelen iiretim kolunu olusturur. Koyun yetistiriciligi, iklim ve tabiat
sartlani ile teknik ve ekonomik imkanlar 6l¢iistinde biiyiik siirtiler halinde, orta veya kiigiik
gruplar geklinde veya birkag bag olarak yapilir. Diinyada hi¢ agilda yagamayan milyonlarca
koyun yetistirildigi gibi, yilin 6nemli kismim veya tamamini agilda gegiren yetistirme
sekilleri de vardir (Akcapmar 1994).

Ik evcillestirilen hayvan tiirlerinden birisi olan koyun ¢ok y&nlii verim 6zelliklerine
(et, siit, yapag, deri, glibre) sahiptir. Bu yiizden belki de hi¢bir evcil hayvan tiirii koyun
kadar degisik amaglarla kullam!mamustir (Piper 1997).

Koyun, Omurgahlar (Vertebrata) grubunun memeliler (Mammalia) simfina bagh
Tunaklilar (Ungulata) takiminin, Bovidae familyasina dahil olan Ovis cinsine (genus Ovis)
bagl: bir tiirdiir. Evcil koyunun tiir adi Ovis aries’dir (Yalgin 1990).

Mevcut bilgilere gére koyun Yakin Dogu’da 6zellikle Akdeniz’in kuzey dogusundaki
bélgede evcillestirilmistir. Arkeolojik bilgiler, evcil koyunun bundan 10 750 yil &nce
bugiinkii Irak topraklarinda, 9000 yil 6nce Anadolu’da ve 7000 yil 6nce de Misir’da

mevcut oldufunu gdstermektedir (Yalgin 1986). Avrupa’daki Neolitik Devir insamnin



evcillesmis koyuna sahip oldugu kesinlikle bilinmektedir. Diinyada var olan evcil koyun
wrklarmin bilyiik ¢ogunlugunun Ovis mussimon (Muflon Koyunu), Ovis orientalis vignei
(Urial Koyunu) ve Ovis ammon (Argali Koyunu) isimli yabani koyunlardan kdk aldiklan
kabul edilmektedir. Bunlardan Ovis mussimon diye adlandirilan Muflon Koyunu, Sardinya
ve Korsika adalarinda hala yabani olarak yasamaktadir. Ovis orientalis vignei diye
adlandirilan Urial Koyunu, Anadolu ve Tiirkistan’da bulunmustur. Ovis ammon’un ise,
Hazar Denizi dogusundaki bélgede yabani olarak yasadigi bildirilmektedir. Bu yabani
koyun 1wklarnm evcillestirilmesi ile elde edilen koyun wklar, daha sonralan
melezlemelere tabi tutularak bagka koyun wklari elde edilmistir. Bu nedenle, bugiin
diinyada var olan evcil koyun wklarinin hangisinin hangi yabani koyundan kdokenini
aldigim s6ylemek oldukga zordur (Yalgm 1990, Maciejowski and Zieba 1982)
2.1.1. Evcillestirmenin genetik ve fizyolojik etkileri

Evcillestirme ile genetik evrim mekanizmalarinin (seleksiyon, mutasyon, rastlantisal
salmm ve go¢) bazilart insan eliyle yonlendirilerek insanlann kullanimmna uygun
populasyonlanin elde edilmesi hizh bir sekilde olmustur. Hayvanlarin morfolojik ve
fizyolojik 6zelliklerinde meydana gelen degigiklikler, biiyiik Slgiide bunlarin bu 6zellikleri
yoniinden dnceden sahip olduklari varyasyonun bir sonucudur. Cevre degisiklikleri ve
rastlantisal olaylar genetik farkliliklara izin vermis ve farkli bireylerin (varyasyonlar) sayisi
artmis, seleksiyon ve istenmeyen verim karakterlerinde sansin etkisi azalmstir. Insan bu
varyasyonlardan faydalanarak kendi &zelliklerine ve ekonomik yararlarina uygun fertleri
secip bunlant damizlikta kullanmig ve bdylece yabani koyunlara gére oldukga farklilik
gosteren evcil koyun irklar ortaya ¢ikmistir (Maijala 1997, Akcapinar 1994).

Evcillestirme ile dogal seleksiyon etkisinin azaltilmasi yam sira, farkli evcil koyun
wklar1 arasindaki iligkilerin daha yakinlagmasi ve buna bagh olarak degisik irk ve tiplerin

ortaya ¢ikmasi saglanmistir. Tiim bu iglemler evcil koyunlarda yeni genler yaratmamasina



karsin, var olan genler arasindan istenilen uygun genlerin frekansim artirmustir. Ancak
evcil hayata gegiste gevre sartlarinda meydana gelen 6nemli degigikliklerin evcil ya.samd,a‘
sinirli da olsa etkisi olmustur (Ak¢apinar 1994).

Evcillegtirme ile koyunun birgok 6zelligi degismis, evcil koyun ile yabani koyunlar
arasinda ozellikle kemik yapilari, yapag: ozellikleri, boynuz yapilan ve davramslarinda
biiyiik farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Yabanil yasamda uzun ve zarif yapida, genis boynuzlu,
kisa kuyruklu, renkli yapagili, yapag: kalitesi diisiik koyunlarin evcillesme ile birlikte bir
yandan boylari kisalmis, boynuzlar kii¢tilmiis ve kuyruk yapilan degisirken, diger yandan
yapaginm tek renge doniistiigii ve kalitesinin ylikseldigi goriilmtistiir. Keza seleksiyon ve
1slah ¢aligmalart ile evcil koyunlarda bir yandan yemden yararlanma giiciiniin artisina bagli
olarak et¢i wklar ortaya ¢ikarken, diger yandan goklu yavru dogumlarma bagl olarak
iireme performanslari ve siit verimleri de yiikselmigstir (Maijala 1-997, Akgapinar 1994).

Evcillestirme sonucu gelistirilen wrklar tek yonlii (et, siit, yapag:) ya da ¢ok yonlii (et-
siit, et-yapag1) olabilirler. Ozellikle tek yonlii yetistirilen irklarda verim artarken, ¢evre
sartlarma dayanma ve hastaliklara direncin diistiigii g6zlenmigtir. Evcillestirme tiim
hayvanlarda oldugu gibi koyunlarin da zeka yapilarim etkilemis ve insanlarin yonetmesine
baglh olarak koyunlarin kendilerini yﬁneuﬁeleﬁ yetenegi ve bunu izleyerek zeka
gerilemistir (Akgapmar 1994).

2.2. Tiirkiye’de Koyunculuk Islah Cahsmalan

Koyunculuk sektériine bakildiginda 1982 yihi istatistiklerine gére 49,6 milyon olan
koyun varligimizin 1992 yilinda yaklasik 39,4 milyon, 2001 y1h istatiklerine gore ise 26,9
milyona kadar geriledigi bildirilmektedir (DIE 2002). Sayisal agidan garpic1 goriilen bu
azalmaya karsin, bu kayb:1 kapatabilecek koyunculuk 1slah ¢aligmalarinin yeterli olmadign
ve iiretimde istenilen artiglara ulagilamadifi goriilmektedir. Tiirkiye’de bulunan koyun

sayisin %97’°si gibi biiyiik bir boliimiinii yerli koyun wrklar, %3’liik bir béliimiinii ise,



basta Merinos ve melezleri olmak {izere yabanci koyun irklar olusturmaktadir (Yalgmn
1990). Artan niifus, sosyal ve ekonomik gelismeler hayvansal iiriinlere olan talebi
artirmaktadir. Bu talebin karsilanmasinda, hayvan bagma elde edilen verimlerin artiriimasi
bilyiik bir 6nem tagimaktadir. Verim artis1 genotipin ve gevre sartlanmn iyilestirilmesi ile
saglanabilir. Koyunculukta 1slah ¢alismalari, koyunlardan daha fazla et, yapagi, siit vb.
{iriinlerin elde edilmesi amaciyla hayvanlarin genetik yapilarinin iyilestirilmesidir. Bu
amagla koyunculukta kullamlan en iyi y6ntemi, birkag 6zelligin birlikte gelistirilebilmesi,
kusa siirede sonug almabilmesi, yerli irklarn yiiksek verimli wrklara gevrilebilmesi, iki veya
daha fazla rkta bulunan iyi ézelliklerin yeni bir genotip (farkli irklarn melezlenmesiyle)
ya da wkta (aym wkin yiiksek verimli bireylerinin ¢iftlestiriimesiyle) bir araya
getirilebilmesi gibi 6zelliklerinden dolay: melezleme ¢alismalar olu.sfurmaktadu (Unal ve
Akgcapinar 1996).

Saf yetistirme genelde yerli irklann gelistirilmesi ve ik 6zelliklerinin korunmas: i¢in
yapilmaktadir. Melezleme de ise iki ayn wrk ¢iftlestirilerek ya yeni bir rk olusturulmaya
caligilir ya da verim 6zellikleri yiiksek wrkin 6zelliklerini diigitk verimli irklara aktarmak
i¢in yapilir, Melezleme de Tiirkiye’de yabanci irk olarak daha ¢ok Merinos irklan {izerinde
durulmugtur. Ayrica Tarmm Bakanlhifi’na bagl aragtirma kuruluglarinda ve degisik
tiniversitelerde melezleme caligmalan yapilmus ve yapilmaya devam edilmektedir. Bu
aragtirmalardan elde edilen sonuglarin {ilkemizdeki koyun populasyonlarina tam olarak
aktanildig1 sOylenemez. Yani aragtirma sonuglari kiitiiphane raflarinda kalmaktan daha
ileriye gitmemektedir.

Tiirkiye’de Cumhuriyetin kurulusundan bu yana koyun islahi konusunda 6zellikle
melezlemeye dayanan birgok calisma yapilmustr. Bunlar igerisinde Merinos’larla

melezleme, hem ilki olugturmakta hem de uzun yillar siirdiiriilen 1srarli ¢aligmalar, bugiin



Tiirkiye’nin verimi yiiksek kiiltiir k1 sayilabilecek bir irk yani Tiirk Merinosu ortaya
konmustur (Tekin ve ark 2001).

Merinos ile yerli irklar arasinda melezlemeler yapilarak iki degigik Tiirk Merinosu tipi
gelistirilmigtir. Bunlar; Karacabey Merinosu ve Orta Anadolu Merinosu’dur. Karacabey
Merinosu 1935 yilindan itibaren Karacabey Harasi’nda ve gevresindeki illerde, Alman Et
Merinosu koglari kullanilarak Kivircik irks siiriilerinin melezleme ile Merinos’a gevrilmesi
ve ayni zamaﬁda, melez kugaklara et ve yapag: yoniinden seleksiyon uygulanmasi ile elde
edilmigtir. Orta Anadolu (Konya) Merinosu ise 1952 yilindan itibaren Konya Harasi’nda
yapilan Et Merinosu x Akkaraman melezlemesi ile elde edilen F1, MG1, MG2
melezlerinin kuzu verim, yapag verim ve kalitesi y6niinden segilerek kendi aralarinda
yetistirilmesi ile gelistirilmistir (Yalgm 1990).

1986 yilinda Tiirkiye’de et koyunculugunu gelistirmek amaci ile genis gapli bir iilkesel
proje baglatilmigtir. Bu amagla Ingiltere, Almanya ve Fransa’dan 6 etgi rkin kog ve
koyunlar1 getirilmigtir. Bugiine kadar bu iklar ile de saf yetistirme ve melezleme
denemeleri yapilmig ve halen yapilmaktadir. Bugiine kadar konuyla ilgili dikkate deger
caligmalar Konya Hayvancilik Merkez Aragtrma Enstitiisi (KHMAE) ve Bandirma
Koyunculuk Aragtrma Enstitiisii (BKAE)'nde yiritilmektedirr. KHMAE’nde ilk
¢aligmalar 1989 yilinda, enstitliye Alman Siyah Bag (ASB), Hampshire Down (HD) ve
Lincoln (L) etgi irklarmin getirilmesi ile baglamistir. Burada Konya Merinosu her iig kiiltiir
wki ile melezlenirken, Akkaraman (Akk) ve ivesi (Iv) sadece ASB ve HD ile
melezlenmeye baslanmustir. Birkag yil F1 elde edildikten sonra G1’ler elde edilmistir
(Tekin ve ark 2001).

Konya Merinosu’nun ASB ve HD et¢i wklari ile melezlenmesinde de F1’ler, ASB G1
ve HD G1’ler elde edilmistir. Bu iki baba hattindan elde edilen melezlerin birbirinden ay1rt

edilemeyecek kadar benzedigi bildirilmektedir. Ayrica Akgapmar (2000)’1n bildirdigine



gore ASB’nin genotipinde HD’da bulunmaktadir. Bu yiizden bu 2 baba hattindan gelen
melezler kendi arasinda dengeli bir tohumlama ile Hasmer tipi elde edilmigstir [HD(F1) x
HD(G1) x ASB(F1) x ASB (G1) ]. HASMER tipi i¢in agiklanan gerekge ve diigiinceler ile
ASB ve HD’un Akkaraman ile olan melezlerine Hasak, Ivesi ile olan melezlerine de
Hasiv ismi verilmistir (Tekin ve ark 2001).

2.3. Gen Kaynaklarinin Korunmasi ve Onemi

Diinyada bir¢ok faktére bagli olarak hayw)an gen kaynaklarmin tiir, itk ve gen
diizeyinde azalmasi veya yok olmasi nedeni ile biyolojik sistemlerin temel 6zelligi olan
genetik varyasyon (gesitlilik) giderek 6nemli ol¢iide azalmaktadir (Ertugrul ve Akman
2000). Genetik varyasyonun azalmasina ve nesillerin tiikkenmesine neden olabilen iki
Onemli etkenden sOz edilebilir. Bunlardan ilki, son yillarda tiiketici tercihlerindeki
degisikligin azalmasi nedeni ile birgok irk yerine, tek bir wkin yetistiriciliginin
yayginlagmas: ve artmasidir. Ikinci 6nemli neden ise, ekonomik 6nemi olan verim
ozelliklerini artirmak igin rastgele melezleme tekniklerinin uygulanmasi ile irklardaki
orijinal genetik bilesimin degismesi ve dolayli olarak da orijinal gen kaynaklarinin hizla
kaybolmasidir (Soysal ve ark 2001).

Gen kaynaklanmin korunmasi ile ilgili goriislerin gegmisi 1928 yilina kadar
uzanmaktadir. Bu tarihte Sovyet Botanikgisi Vavilov ilk bitki gen bankasimi olugturmustur.
Hayvan gen kaynaklarinin korunmas: gerektigi goriigii ise ilk kez 1959 yilinda Chicago’da
diizenlenen bir sempozyumda ortaya atilmig, daha sonra gesitli kongrelerde konunun
onemine iliskin tebligler ard arda sunulmaya baglanmigtir. Bu uyarilar dogrultusunda ve
gesitli iilkelerde son yillarda iyiden iyiye yaygmlasan gevre korumas: akimlarnin da etkisi
ile ilgili girisimlerin hiz kazandig: bildirilmistir (Ertugrul ve Askin 1988).

Ozellikle bu yillardan sonra Birlesmis Milletler Gida ve Tarm Orgiitit (FAO),

Birlesmis Milletler Cevre Projesi (UNEP) ve Avrupa Zootekni Federasyonu (EAAP) gibi



ulusal ve uluslar arasi orgiitler tarafindan hayvan gen kaynaklarinin saptanmasi, korunmast
ve degerlendirilmesi alanlarinda projeler yiiriitilmiis ve yiiriitilmektedir (Ertugrul ve
Akman 2000).

Ciftlik hayvanlarmn 1slahi bir ekonomik siireg olup baslica amag verimliligi ve elde
edilen kar oranini artirmaktir. Genotipin 1slah1 ¢aligmalarinin amaci ise gelecekte en karli
{iretimi saglayacak genotipleri tiretmektir. Ulkemizde yakin gecmiste bu maksatla yapilan
seleksiyon ve melezleme ¢alismalari sonucu bazi yerli iwrklarmmizin  genotipleri
kaybedilerek yerini yeni genotiplere biraktign goriilmektedir. Ornegin Trakya bélgesinde
Bozstep siir irkini bulmak artik neredeyse imkansizdir. Aym 6rnek koyunlarda Kivircik
ve Sakiz irklan igin de gegerlidir (Soysal ve ark 2001).

Yerli gen kaynaklarini koruma gerekgeleri; ekonomik potansiyel, bilimsel galigmalarda
kullanim, kiiltiirel ve tarihi ilgi olarak siralanabilir (Ponzoni 1997).

Ciftlik hayvanlarimin verimlerinden (et, siit vb.) bugiin oldugu gibi gelecekte de
yararlanilabilir. Yerli wklar bulunduklan gevre kosullarina ve bir ¢ok hastaliga, yabanci ve
melez irklardan daha direnglidirler. Yerli wklarin korunmasiyla gelecekte bu hastaliklarla
miicadele i¢in alternatif kontrol metotlar1 gelistirilebilir. Verim diizeyi digerlerinden iyi
olmayan bir yerli ik, yiiksek verimli rklarla melezlendiginde yiiksek diizeyde heterozis
gozlenebilir (Ponzoni 1997).

Yerli gen kaynaklar1 ile sonradan gelistirilmis gen kaynaklari arasmda fizyoloji,
beslenme, genetik, tireme, uyum ve davramyg alarilarinda kargilagtirmali olarak arastirmalar
yiiritilebilmektedir. Ayrica bazi itk ve populasyonlar diger tiirlerdeki arastirmalar icin
biyolojik model olarak kullanilmaktadirlar. Omegin, Amerika’da Ossabaw yabani
domuzlarinin sahip olduklar diizensiz insiilin modelleri, bu gen kaynaginin seker hastalig1

ile ilgili ¢aliymalarda arastrma modeli olarak kullanilmasini saglamistir (Ertugrul ve

Akman 2000).
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Birgok hayvan populasyonu bulunduklan iilkelerin tarihlerinin belirli dénemlerinde
onemli rol oynamuglardir. Ornegin Ankara Kegisi yetistiriciligi ve tiftik iiretimi Tiirkiye,
Ipekbocegi yetistiriciligi ve ipek {iretiminin Cin’in tekelinde oldugu dénemlerde bu
lilkelerin ekonomilerinde ne kadar 6nemli olduklar1 bilinmektedir. Yerli wrklar sosyal ve
dinsel yapiy1 yansitmalan agisindan da 6nem arz ederler. Ayrica estetik degeri olan
(boynuz, benek vs.) bircok onemli tiir ve 1k vardir, Yerli irklar hayvan islahinin tarihsel
gelisimini yansitmalart bakimindan da ayrica bir 6neme sahiptir. Omegin Fransa’da
bulunan Rambouillet Merinoslann diinyadaki yapag tipi koyun irklarinin gelismesinde
oldukea énemli rol oynamustir (Ertugrul ve Akman 2000, Ponzoni 1997).

2.4. Genetik Cahiymalar ve Biyokimyasal Genetik

Ciftlik hayvanlarinda genetik cesitlilik, dogal gen kaynaklarinin korunmasi gibi olgular
giderek 6nem ve ilgi kazanmaktadir. Bagta koyun olmak iizere diger ¢ifilik hayvanlarinda
da verim diizeylerini artirmak amaciyla yapilmakta olan melezleme ¢alismalan genetik
gesitlilifi azaltma egilimindedir. Cogunlukla kiiltiir wklarmin kalitsal igerikteki payini
artirma dogrultusundaki melezleme ¢aligmalari, yerli wklarin genotiplerinin giderek
azalmas1 ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle Tiirkiye’deki meveut koyun wrklarmin genetik
varyasyon niteliklerini ayiric1 ve 6zgiin yanlarinin klasik teknikler diginda daha ayrintili
molekiiler tekniklerle de belirlenmesine gerek vardir (Soysal ve ark 2001).

Son yillarda bag dondiiriici bir hizla ilerleyen molekiiler genetik caligmalari,
hayvancihk alaninda da  etkisini gOstermis ve calismalarin fenotipik karakterler,
biyokimyasal kan parametreleri gibi alanlardan molekiiler diizeye inmesini saglamugtir.
Biyokimyasal tekniklerin uygulanmas: ile, daha ayrntili genetik ¢aligmalarin yapilmasi
miimkiin  olmugtur. Jel elektroforezi teknigi proteinlerin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinden yararlanarak varyasyonu gdsteren bir tekniktir (Gardner ve ark 1991).

Onceleri genetik gesitlilik, bireyler ve populasyonlar arasindaki farkliliklari belirlemek
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, amactyla yapilan caligmalar, protein ve enzim polimorfizmine dayanmaktayd: (Lewontin
1989). Bu konuda iilkemizde ve diger tilkelerde ¢ok sayida ve degerli ¢aligmalar
yapilmustir.

Biyokimyasal enzim polimorfizmi ¢aligmalar1 degisik elektiroforez teknikleri
kullanilarak son 50-60 yildir gergeklestirilmektedir. Farkli iilkelerdeki bazi aragtiricilar
kendi iilkelerine 6zgii ¢esitli hayvan irklarmin genetik yapilarimi elektroforetik yontemlerle
belirlemigler (Nizamlioglu ve ark 2003, Altunok ve ark 2002, Altunok ve ark 1999, Casati
ve ark 1990, Clarke ve ark 1989, Seixas ve ark 1988, Tucker ve Clarke 1980) ve diger iilke
koyun 1rklart arasindaki genetik yakinhigy aragtirnmslardr.

Hiicre ve dokularin gelisimleri ve 6zel islevleri i¢in gerekli bilgi genlerde saklidir. Gen,
genetik bilginin yap1 ve islevi tammlanmg bir boliimiidiir. Anne / babadan (ebeveyn)
yavrulara aktarilan kalitimin fonksiyonel ve fiziksel birimi olan genler, karmagik uzun
zincirli bir molekiil olan deoksiriboniikleik asit (DNA)’ten olusmuslardir. DNA bir niikleik
asittir ve kimyasal dgeleri; niikleotid bazlarn, seker (deoksiriboz) ve fosfat gruplaridir.
Bunlar, DNA’nin 6nemli iglevini yerine getirmesini saglayan ii¢ boyutlu yapisim belirler.
Her gen kromozom iizerinde belirli bir yere sahiptir, genetik bilginin yer aldign bu
bolgelere gen lokusu ya da sadece lokus ad1 verilir. Bir gen lokusundaki genetik bilginin
farkli formlar: da allel olarak adlandirilir (Liileci ve ark 2000). Bir tiir i¢inde herhangi bir
genin allellerinin sayis1 degisken olabilir. Fakat allel sayis1 kag¢ olursa olsun diploid
organizmalarda her kromozomdan birer ¢ift olacag: i¢in allel sayis1 da iki olacaktr.
Diploid bireylerde bir genin allelleri homolog kromozomlarin karsilikli lokuslarinda
bulunurlar. Diploid bir bireyin tagidig alleller birbirinin ayni ise (AA gibi) bu birey
genetik olarak homozigottur. Eger diploid bireydeki alleller farkli ise (Aa gibi) bu bireye

de heterozigot birey denir (Oraler 1990).
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Genlerdeki yap: farkliliklarinin ve genler arasi iligkilerin gen {iriinlerine ve bu
irlinlerin biyokimyasal nitelikler iizerindeki yansimalari ¢aligmalarina biyokimyasal
genetik ad1 verilmektedir (Artiirk 1977).

Yirminci ylizyin baglarinda G. Udny Yule, William Castle, Godfrey Hardy ve
Wilhelm Weinberg isimli bazi aragtiricilar, populasyon genetigi ana prensiplerini formiile
etmiglerdir. Aragtiricilarin yillarca iistiinde durduklarn noktay: populasyonlarin genetik
yapisini tanimlayacak matematiksel modellerin gelistirilmesi olusturmus ve bu modellerin
gelistirilmesinde Sewall Wright, Ronald Fisher ve J.B.S Haldane gibi teorisyenler &n
planda yer almiglardir. Bu aragtirmacilarin galismalarmi izleyerek deneysel calisma ve
arazi ¢aligmas: yapanlar, matematiksel modelleri denemek igin biyokimyasal ve molekiiler
teknikleri kullanarak dogrudan dogruya DNA ve protein diizeyindeki varyasyonlan
Slgmiglerdir. Allel frekanslar1 ve bu frekanslar degistiren segilim, mutasyon, goc ve
rastgele genetik siiriiklenmeler gibi giigler incelenmistir (Acik 2002).

2.5. Populasyonlarin Genetik Yapilarinin Molekiiler Yontemlerle incelenmesi

Populasyon, ayni tiire ait, aym cografyada yasayan ve kendiliginden ya da potansiyel
olarak birbiriyle eslesebilen bireylerden olusur. Caligilan bir tiiriin genomunda tek bir
genetik lokus gdz oniine almirsa, populasyon iginde farkli bireylerin farkl genotiplere
sahip olduklan goriilir (Agik 2002). Populasyondaki bireylerin ¢egitliligine karsin her
populasyonun ortak ve sabit bir genetik yiikii vardir. Bir populasyonun genetik yapisin
anlamak igin o populasyondaki bireylerin genotiplerini tammak ve her bir genotipteki
bireylerin sayisim bilmek gerekir. Ciinkii populasyonun genetik yapisi, onu olusturan
bireylerin genotipinden kaynaklanir (Oraler 1990). Populasyonun belirli bir genotipe sahip
kismia genotip frekansi denir. Populasyonun lireyebilen tiyelerinin tiimli tarafindan
olusturulan gametlerin hepsine birden gen havuzu denir. Gen havuzunu olusturan

yumurtalar ve spermler haploittir ve dolay1siyla her genetik lokus igin yalniz bir allel igerir.
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Tek bir lokus ele alindiginda, farkli gametlerin farkl: alleller tagidigy goriiliir. Belirli bir
alleli tasiyan gametlerin gen havuzundaki béliimii, allel frekans: olarak adlandirilir (Agik
2002). Bir lokusa ait allel frekanslari, bir populasyondaki bireylerden alinan 6rneklerden
aym lokusun analiz edilmesiyle tahmin edilebilir. Genellikle populasyon genetikgileri bir
lokusta iki veya daha fazla allel varsa ve bu allellerden en yaygm olammn frekansi

0,99°dan daha kiigiik ise o lokusu polimorfik olarak kabul ederler (Gardner ve ark 1991).

Gen havuzundaki allel frekans: degisiklikleri ¢ok uzun zaman alabilecegi gibi ¢ok kisa
siirede de olabilir. 'Populasyondaki bireylerin sayisinin azalmasi ya da artmasinda; yiyecek
kaynaklari, iklim, ¢evre ve hastaliklar rol oynarken, genetik diizeydeki bir degisimin
nedenleri mutasyonlar, gog, seleksiyon ya da rastgele genetik siiriiklenmelerdir. Bu dogal
etkenler allel frekansinin degisimine ve populasyonun yapisinin tiimiiyle degismesine yol
acabilirler (Gardner ve ark 1991). Populasyon genetigi ¢alismalarinin ¢ogunda ilk adimu
ilgilenilen lokustaki allel frekansmnm 6l¢iilmesi olugturur. Allel frekansini 6lgmek i¢in ¢ok
sayida bireyin belirlenmesi gerekir. Arastirmacilar, genotipleri bazi durumlarda dogrudan
dogruya fenotiplerden belirleyebilir. Diger durumlarda ise, protein veya DNA dizilerinin

dogrudan analizi gerekir (A¢ik 2002).

Allel frekanslarinin Glgiimiiyle elde edilen veriler, incelenen lokuslar yoniinden
¢alisilan populasyonlar hakkinda bilgi verir. Elde edilen sonuglar Hardy-Weinberg dengesi
yoniinden degerlendirilir. Allel frekans: nesilden nesile sabit kalan ve genotip frekans: allel
frekansindan hesaplanabilen bir populasyon Hardy-Weinberg dengesi durumundadir. Bir
populasyonda Hardy-Weinberg dengesi; ¢iftlesmelerin generasyonlar boyunca sansa bagh
oldugu ve mutasyon, seleksiyon, gb¢, sansa bagli genetik kayma, meiosis boliinmedeki
diizensizlikler gibi gen frekansim degigtiren faktdrlerin bulunmadig durumlarda gegerlidir.
Boyle bir populasyonda gen frekanslan ile genotip frekanslar1 generasyondan generasyona

sabit kalmaktadir. Hardy-Weinberg dengesine gore genotip frekanslarinm p’+2pq+q’ =
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1 denklemine uymas: beklenir. Populasyon genetifi alaninda genetik dagilimm Hardy-
Weinberg dengesi énemli bir rol oynar. Bu 6neminden dolay: arastiricilar tarafindan her
zaman dikkate alinmaktadir (Erensayin 2000, Guo ve Thompson 1992).

Fenotip bir ferdin morfolojik ve fizyolojik goriintigiidiir, bir bagka deyisle genotipin
sadece bir yansimasidir ve ancak genotipin kabaca tahminini saglar. Genotip ise bireyin
kalitsal giiciiniin toplamidir ve ancak dollerine bakarak tayin olunabilir (Antiirk 1977).

Bitki ve hayvan populasyonlarinin incelenmesinde, bireyler arasinda birgok fenotipik
benzerliklerin bulundugu goriilmiigtiir,. Ancak onemli baz1 veriler ¢ogu populasyonun
yiiksek oranda heterojenlik gosterdigini de ortaya koymaktadir. Ortaya ¢ikan pek g¢ok
genetik farklilik fenotipik olarak goézlenemediginden gizli kalmistir ve bu olgu genetik
cesitliligin belirlenmesinin ¢ok basit olmadiginin bir géstergesidir. Genetik ¢esitliligin tam
olarak ortaya konmas1 ancak protein ve DNA dizilerinin dogrudan analizi ile miimkiindiir
(Oner 2002a).

Molekiiler biyolojideki son gelismeler DNA ve polipeptidlerdeki amino asitlerin
niikleotid dizilimini tanimlamayr miimkiin kilmigtir. DNA dizilimi (DNA sequencing)
teknolojisi DNA molekiiliindeki baz (niikleotid) ¢iftlerinin tamimlanmasina olanak
saglamustir. Bilim adamlan bu teknolojiyle insan gen haritastni tamamlamanin planlarim
yapmaktadir. Gen haritalann tamamlandifi zaman canli organizmalardaki gen ve

kromozomlarin yap: ve fonksiyonlarma ait daha detayl bilgiler saglanacaktir (Gardner ve

ark 1991).

Populasyonun genetik analizi ii¢ safhay: igerir. Bunlar dmek toplanmasi, analiz ve
sonuglarmn yorumlanmasidir. Ornekler rastgele ve etkili bir genislikten populasyonu temsil
edecek sekilde toplanmalidir. Caligmadaki spesifik sorulari cevaplayacak analiz metotlar:
ve genetik markerlar segilmelidir (Hoelzel 1995). Eldie edilen verilerin dogru sekilde

yorumlanabilmesi i¢in uygun istatistik metotlar kullaniimalidir.
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2.6. Molekiiler Genetik Analiz Metotlar

Genetik cesitliligin seviyesinin belirlendigi veya genetik c¢esitlilifin arastinldig:
populasyonlarda saghikli sonuglar almak igin analizler kadar 6rnek toplama da gok
dnemlidir. Ornekleme hatalari, yanlis sonuglar ve yorumlamalara neden olur. Caligmalarda
ya ¢ok sayida lokus kullamlmalidir ya da ¢ok sayida bireyde calisilmalidir. Genetik

cahigmalarda kullamlan analiz metotlarindan bazilar: sunlardir:

2.6.1, Enzim elektroforezi

Kalitsal karakterlerin varyasyon gosterdifi ve bu varyasyonun lokal 1rklari
tamimlamada kullamldigi eskiden beri bilinmektedir. Ancak dogal populasyonlardaki
genetik varyasyon 1960’1l yillarda protein jel elektroforezinin tekniginin gelistirilmesine
kadar yeterince bilinmiyordu (Hoelzel 1995). Lewontin ve Hubby (1966) tarafindan
gelistirilen elektroforez yontemi ile aymi gen lokusunun sentezledigi, yapilann farkh
allellerin belirlenmesi gergeklestirildi. Protein polimorfizmi yardimiyla yaklagik 1000°in
tizerinde canli tiiriinde galisilmus ve bu tiirlerin varyasyon gosterdikleri tespit edilmis ve jel
elekiroforezi populasyonlar arasi ve populasyon i¢i genetik varyasyonun tamimlanmasi i¢in
rutin bir yontem haline gelmigtir (Hoelzel 1995). Lewontin (1989)° in ifadesine gore,
aragtiricimn 1974 yilinda yaymnlanan bir kitabinda protein elektroforezinin tiirler aras:
genetik varyasyonun ¢alisilmas: ve anlagilmasi igin bir teknik olarak gelistirildigi ve bu
teknolojinin yeterli olacagi samldigi sOylenmekte, galigmalarin baslamasiyla birlikte
konuyla ilgili birgok soruya cevap bulunsa da, bazi sorulann hala ¢éziilemedigi
belirtilmektedir. Ayrica 1970°1i yillarin ortalarinda protein polimorfizminin seleksiyon,
mutasyon, gen degisimi, rastgele genetik siiriiklenmeler, populasyonun yapisi gibi bazi
sorularm ¢éziimiinde yetersiz kaldig: bildirilmektedir. Jel elektroforezi kullanilarak yapilan

protein varyasyon c¢aligmalari, populasyon genetigi c¢alismalarinda azalsa da, tiirleri
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karsilagtirmada, populasyonlarin yapist hakkmdaki bazi spesifik sorularin ¢dziimiinde

énemini hala korumaktadir (Lewontin 1989).

Elektroforez tekniginde; molekiiller yiiklerine gore anot (+) veya katoda (-) dogru
hareket ederler, jel iizerindeki aldiklar1 mesafe ve yone gére tanimlanmirlar. Proteinler veya
niikleik asitler elektriksel yiik tasidiklart igin elektroforez iglemi ile bu molekiillerin
bitytkliigii, konformasyonu ve net yilkleri hakkinda bilgi edinilebilir. Materyal olarak kan
veya bir soliisyon igerisinde homojenize edilmis dokular kullamilabilir (Oner 2002b,

Hoelzel 1995).

Elektroforezde bir tampon sistemi, bir ortam (kagut, seliiloz asetat, nisasta jeli, agaroz
jeli ya da poliakrilamit) ile bir dogru akim kaynagn gereklidir. Orekler jele
yerlestirildikten sonra sisteme uygun bir siire igin elektrik akim uygulanir. Molekiillerin

yol almasindan sonra jel ya da kagit iizerinde ayrilmug olan bilesenler segici bir boya ile

gorintiilenir (Oner 2002b).

Kiiciik molekiiller biiyiiklere gore jelde daha hizli hareket ederler. Agaroz ve
poliakrilamit jellerin ayrrma giicti ok yiiksektir ve aralarinda bir niikleotidlik fark bulunan
poliniikleotidler bile agik¢a ayrilir. Elektroforez iglemi sonrasinda molekiilleri temsil eden
bantlar (ince ¢izgi halinde goriiliirler) ya otoradyografi ile (molekiil bilesenlerinden biri
radyoaktif madde ile isaretli ise) ya da niikleik asitlere baglanan florasan boya ile veya

poliakrilamit jellerde giimils boyama yapilarak gérintiilenirler (Ogiis 2002).

Protein varyasyonunun incelenmesinde 6nemli bir sorunu birbirine ¢ok benzeyen
allellerin tammlanmasi olusturur ve 2 populasyonda bir lokus igin allel frekanslarmm
dagihmi benzerlik gosteriyorsa, bu aym atasal genlerin degisik populasyonlardaki
dagilimindandir. Ciinkii seleksiyon allel sikliklarimin dagilimini ayni oranda etkileyebilir.

Her ne kadar ge¢miste atalarinda iki allel ortak olmasa da, seleksiyon sartlar daha sonraki
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generasyonda bu allelerin ortak olmasina olanak saglayabilir. Eger bir populasyonda bir
allel monomorfik yapidaysa, allellerin kokeni ne olursa olsun, genetik siirtiklenme veya
seleksiyon sartlarina bagli olarak bu alleller sabitlenebilir. Aminoasit varyasyonunun
tespiti i¢in en iyi yol proteinin aminoasit sekansma (dizilimine) veya elektromorfik
(elektroforez) fenotipine bakmaktir (Lewontin 1989).

Bilindigi gibi DNA sekans bilgisi RNA’y;, RNA’da amino asit dizilimini,
polipeptidleri ve proteinleri meydana getirir. Genomun ancak kiigiik bir kismi proteinlerin
sentezlenmesi i¢in gerekli bilgiyi bulundurmaktadir ve amino asitleri kodlayan kodonlarn
dejenere olmasi bir bagka deyisle bazi amino asitlerin birden fazla kodon tarafindan
kodlanabilmesi DNA diziliminde b}r varyasyon olsa bile bu varyasyonun amino asit
dizilimi ve protein yapisinda bir degisim olusturmadif: bilinmektedir. Keza baz: haller de
DNA dizilimindeki bazi mutasyonlar amino asit diziliminde degisiklige yol agsa bile
proteinlerin bazi 6nemli niteliklerinde (6rmegin; molekiiler yapisi, elektriksel yiikii gibi) bir
degisim ortaya ¢ikmayabilir ve bu tiir 6nemli degisiklikler protein elektroforezi yontemi ile

rd

belirlenememektedir (Hoelzel 1995).

Son zamanlarda genom teknolojilerindeki hizli ilerlemeler, insan ve diger canlilara ait
sekans bilgilerinin artmasi, genomlarda bulunan varyasyonun daha yaygin olarak tespit
edilmesine olanak saglamistir (Lewontin 1989). DNA’nin direkt olarak analiz edilmesi ile
ilgili son buluslar genomda bulunan varyasyonun daha yaygin olarak tespit edilmesine
olanak saglamaktadir. Ciinkii yapilan galigmalar populasyonlar iginde biiyiik oranda
genetik cesitlilik kaynaginin oldugunu ve DNA seviyesinde genlerin ¢ogunun belki de
hepsinin bireyden bireye farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu amagla DNA bazli

varyasyon ¢aligmalan daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Hoelzel 1995).
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2.6.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction)

PCR, spesifik bir DNA bolgesini enzimatik reaksiyonla in vitro olarak ¢ok kisa stirede
(birkag saat) milyonlarca kez gogaltabilen bir tekniktir (Gardner ve ark 1991). Bu teknik
ilk defa 1983 yilinda Karry Mullis ve arkadaglan tarafindan Kaliforniya (California)
yakinlarida (Cetus Corporation) gelistirilmigtir. Bu gelismeyle temel molekiiler biyolojik
aragtirmalarda (klonlama, dizi analizi ve DNA haritalamasi gibi) ve birgok hastaliin (orak
hiicre anemisi, kistik fibrozis, fragile X sendromu, AIDS, 16semi vb.) DNA temeline dayali
tamsi i¢in de klinik tipta hizla kullamilmaya baglanmigtir. PCR ile insan genomik DNA’s1
gibi kompleks DNA kaliplarindan spesifik DNA pargalariin sentezinin birka¢ saatte
gergeklestirilebilmesi bu teknolojinin olaganiistii bir hizla yayginlagmasim saglamstir.
Ayrica giinlimiizde PCR, allellik dizi varyasyonlarinin gosterilebilmesi ile doku
transplantaéyonu icin doku tipinin belirlenmesi, adli tip 6rneklerinin genetik tiplendirilmesi
(analik-babalik tayini) gibi tibbin diger kollarinda, tarim ve hayvancilik ¢alismalarinda ise
tohum safliginin belirlenmesi, sistematik ve evoliisyon ¢aligmalar1, dogadaki gesitli canl
tiirlerinin tamsi, tlirler arasi polimorfizmin belirlenmesi gibi birgok sahada kullanilabilir
hale gelmistir (Ar1 2004).

PCR tekniginin prensiplerinin detaylann Khorona ve arkadaglan tarafindan
tammlanmgtir (Taylor 1993, Mullis 1990). PCR, DNA ve RNA sekanslarmin yap: ve
fonksiyonlar1 ile ilgili ¢aliymalara ¢ok biiyiik olanaklar saglar. Ayrica PCR insan
hastaliklan ve adli olaylardaki sorunlarn ¢oziimiinde gok 6nemli uygulama alanlarma
sahiptir (Gardner ve ark 1991). Bu DNA amplifikasyon yéntemi digerlerine oranla daha
fazla uygulama alan: bulmustur. RNA karakterindeki genomik materyallerde 6nce reverse
transkriptase (RT) ile komplementer DNA’ya (cDNA) gevrilerek amplifikasyonu

(¢ogaltma iglemi) yapilir (Arda 1997, Erlich ve ark 1991, Gibbs 1990, White ve ark 1989).
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Bir PCR reaksiyonu igin gerekli olan maddeler, agagida agiklamasi yapilan hedef
DNA, DNA polimeraz, primerler, deoksiniikleotidler ve magnezyum igeren tampon

¢Ozeltiden olugmaktadir (Aksoy ve ark 1999, Wright and Thomas 1990, Vosberg 1989).

2.6.2.1. Hedef DNA (Target DNA)

PCR’da genomik DNA'’lar, plazmid ve faj DNA’lar1, ¢esitli genler ve hatta herhangi
bir DNA pargas: kalip olarak kullanilabilir. Bu kaltp DNA molekiilleri amaca gére cDNA,
genomik DNA, genom kitapliklar1 halinde aragtirma laboratuarlari, klinikler veya ticari

firmalardan hazir olarak elde edilebilir (Ar1 2004).

DNA,; kan, sperma, gaita, viicut sivilari, tek bir sa¢ teli, doku pargasi, hiicre gibi cesitli
materyalden basarih bir amplifikasyon i¢in saglanabilir. Bu islemde 6nemli olan nokta

amplifiye edilecek DNA’nin fonksiyonel 6zellikte olmasidir (Erol ve ark 1990).

PCR’m en bityiik 6zelliklerinden biri amplifiye edilecek hedef DNA nin gerek kalitatif
ve gerekse kantitatif olarak fazla miktarda olmasma gereksinim duyulmamasidir.
Hiicrelerin kaynatilmasiyla birbirinden ¢6ziinmiiy DNA herhangi bir saflastirmaya gerek
kalmadan dogrudan dogruya kullamilabilir. Saf olarak elde edilmis DNA’min yam sira
binlerce yillik mumyalardan elde edilen DNA’lar bile PCR’da kullanilabilmektedir. Eger
kullamlan materyal bir mRNA ise reverse transkriptase (RT) kullamlarak cDNA
(complementer DNA)’ya gevrilir ve cDNA daha sonra PCR icin bir kalip olarak gorev

yapar (Erlich ve ark 1991, Erol ve ark 1990, Kawasaki 1990, Vosberg 1989).

2.6.2.2. DNA polimeraz (DNA polymerase)

DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayici bir DNA ipligi meydana getirmek
tizere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak 4 ¢esit deoksiriboniikleozid
trifosfattan uzun poliniikleotid zincirinin sentezini katalizlerler. Bu enzimler sentezi

baglatmak i¢in kalip molekiildeki tamamlayic: diziye baglanan kisa DNA parcgalarina

20



(primerlere) gereksinim duyarlar. Sentezin yonii 5/ ugtan 3’ uca dogru olup, primerin
serbest 3’ -hidroksil ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik etki yapmalariyla, fosfodiester
baglarmin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir (A1 2004).

Isiya direngli DNA polimerazlarm katilmas: PCR i¢in biiyiik teknolojik adim anlamina
gelmekte olup, teknigin klinik ve aragtirma alaminda rutin uygulanabilirli§ini miimkiin
kilmugtir. En sik kullamlan DNA polimeraz enzimi, Tag-polimerazdir. Bu enzim Thermus
aquaticus’tan izole edilmistir. Yiksek sicaklifa direngli olan bu enzimin optimal etkime
sicakligr 72 °C’dir. Tag-polimeraz enziminin, sicakliga duyarli enzimlere karg1 2 onemli
Ustiinliigti vardir; birincisi her denatiirasyon siklusunu takiben yeni enzim ilavesine gerek
kalmamasi, ikincisi primerlerin baglanmasininin yiiksek sicakliklarda daha spesifik ve
DNA sentezinin de daha hizli olmasidir (Abramson 1995, Erol ve ark 1990, Innis ve ark
1988, Saiki ve ark 1988).
2.6.2.3. Primerler (Primers)

DNA’yr PCR teknigi yardimiyla amplifiye edebilmek igin baglatici-yardimes
oligoniikleotid primerlere (amplimer) gereksinim duyulur. Sentetik olarak kolayca

.hazirlanabilen tek iplik¢ikli spesifik DNA segmentleri olan primerler, kullanilma
amagclaria goére, 15-40 oligoniikleotid’den olugsmuslardir. Bunlar, hedef DNA iizerinde
kendine komplementer olan baz siralarmi bularak onlara baglamir ve buradan (3-OH
terminus) DNA sentezinin ilerlemesine basamak teskil ederler. Primerlerin yapisinda,
%50-60 kadar G+C bazlarmin bulunmasi, hedef DNA ile daha kuvvetli baglarm

kurulmasma yardime1 olur (Taylor 1993, Erol ve ark 1990).

Primerlerin  3-ucundaki bazlarm, hedef DNA’nm kopyasmin ¢ikmasi iglemini
baslatmada Snemleri fazladir. Bu nedenle primerlerin 5-ucu, hedef DNA’nin 3-ucu ile

birleserek, polimerizasyon igin 5 - 3/ yoniinde uygun bir ortam yaratmaktadir. Yeni
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bazlar, primerin 3’-terminusuna, kalip DNA 6rnek almarak segilir ve ilave edilirler. Bu

uctaki tek bir uyumsuzluk polimerizasyonun etkinligini azaltir (Arda 1997).

Primerler o tarzda segilmeli veya hazirlanmalidirlar ki, kendilerinde bulunan baz
siralar1, sadece hedef DNA iizerinde bir bdlgede bulunmali bagka yerlerde veya bagka
hedef DNA sekanslarinda bulunmamahdir. Eger bu kurala uyulmazsa, kros
amplifikasyonlar meydana gelerek sonucu ve yorumlamay1 olumsuz yoénde etkilerler. Bu
nedenle, her ne kadar 6n kosul olmamakla beraber, hedef DNA’nin saf olmasinin biiyiik
yararlar1 bulunmaktadir. Diger 6nemli bir nokta da, hedef DNA baz siralarinin ¢ok iyi
bilinmesi ve bunlar tizerindeki spesifik bolgelerin segilmesi ve bagka bir etken’de
bulunmamasma gayret gosterilmelidir. Béyle yanlgliklart 6nlemek igin, kullamlmadan

once primerlerin spesifiteleri rutin muayenelerle denenméli, uygun bulunanlar testte

kullanilmalidirlar (Arda 1997).
2.6.2.4. Deoksiniikleotid trifosfatlar (Deoxynucleosid triphosphates, dNTPs)

Yeni DNA sarmalinin sentezi i¢in; dATP, dTTP, dGTP, dCTP; hepsi dNTPs olarak
adlandirilan 4 farkli deoksiniikleotid trifosfata gereksinim vardir. Niikleotidlerin PCR
kanigimindaki konsantrasyonlart 20-200 guM olmali ve 4 nikleotid de aym oranda
kullamlmalidir. Niikleotidlerin diigiik konsantrasyonlarda kullanilmas: PCR’1n spesifitesini
artinir. Nikleotidlerin optimal konsantrasyonlarm tespit etmek igin amplifiye edilecek
tirtiniin uzunlugu, MgCl, ve primer konsantrasyonlar1 dikkate alinmalidir. NTP karigimi
liyofilize formda veya sulu ¢ozelti balinde bulunmaktadir ve —20 °C’de birkag ay stabil

ozellige sahiptir (Cetinkaya 1998, Taylor 1993, Erol ve ark 1990).

2.6.2.5. Reaksiyon soliisyonu (Tampon)

Giiniimiizde bir seri reaksiyon soliisyonu (tampon) bulunmakta ise de, reaksiyon

soh‘isyonu son konsantrasyonu; 10 mM Tris (pH 8,4), 50 mM MgCl,, 0,01% jelatin (BSA;
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bovine serum albumin olabilir veya tamamen g¢ikarilabilir), 0,01 % NP4O ve 0,01% Tween
20 seklindedir. Iyonik olmayan deterjanlar enzim aktivitesi igin Onemlidir. dNTP
konsantrasyonunun (uzun DNA fragmentlerinin amplifikasyonunda) yliksek olmas1
halinde, artan Mg*> konsantrasyonuna gereksinim duyulur. Magnezyum iyon
konsantrasyonunun primer baglanmasi, kalip DNA ve PCR iriinlerindeki ¢ift sarmal
yapinin ayrilma 1sis1, primer-dimer yapisi ve enzim aktivitesi tizerine etkisi bulunmaktadir.
MgCl, iceren tamponlar kullaniliyorsa, ayrica MgCl, kullanmaya gerek yoktur. Eger
tampon MgCl, icermiyorsa hazir olarak elde edilen 25 mM konsantrasyondaki MgCl,
soliisyonu ayrica sulandirma yapmadan final konsantrasyonu 2.5 mM olacak sekilde uygun

miktarda reaksiyon karisimina eklenir (Ar 2004, Cetinkaya 1998, Taylor 1993).

2.6.2.6. PCR’1n ¢aliyma prensibi

Birgok disiplinde oldugu gibi insan ve veteriner hekimliginde de ¢ok biiyiik yararlar
saglayan PCR’1n ¢alisma prensibi oldukga basittir. Ozet olarak, izole edilen veya patolojik
materyallerde bulunan hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA), spesifik kisa zincirli
oligoniikleotid primerler yardimiyla enzimatik olarak sayisal ¢ogaltilmasi (amplifikasyon)
seklinde tamimlanabilir. Bu hedef genetik materyal ¢ok az sayida, ¢ok fazla sayida veya
ilgisiz DNA’lar arasmda olsa bile g¢ogaltilabilir, homojen bir DNA materyali haline
getirilebilir ve kolayca da identifiye edilebilir. PCR kiigiik voliimler halinde hazirlanr. 0,5
ml mikrofijj tiiptine 100 pl hacimde (15 pl, 25 pl, 50 pl gibi hacimlerde olabilir) materyal
konur. Bu materyaller arasinda aranan hedef DNA sekanslari, primerler, DNA polimeraz,

deoksiniikleotid trifosfatlar ve reaksiyon soliisyonu (tampon) bulunur (Arda 1997).

Bu hazirliklardan sonra PCR islemi ile DNA amplifikasyonunun prensibi; sicaklik,

zaman ve siklus sayilarinin istenildigi gibi ayarlanabilen thermal cycler’lar icerisinde;

1- DNA’nin denatiirasyonu (denaturation),
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2- DNA'’lara primerlerin baglanmasi (primer annealing),
3- Primerlerin uzamasi (primer extention, primer elongation)

agamalarindan olugmaktadir (Arda 1997).

2.6.2.6.A. Hedef DNA’mn denatiirasyonu:

Biitiin gerekli materyaller ¢ok kiigiik miktarlarda mikrofiij (Eppendorf vs.) tiiplerine
konduktan sonra 6zel bir aletin (Thermal cycler) goézlerine yerlestirilir. Alet otomatik
olarak 1s1y1 95 °C;ye yiikselterek bu 1s1da hedef DNA’larin denatiirasyonu (niikleik asit’in
iki iplik¢iginin birbirlerinden ayrlarak tek iplik¢ik haline gelmesi) saglanir. Bu islem i¢in,
materyalin tiiriine gére degismek iizere 3-5 dakika kadar bir siire yeterli olmaktadir (Arda
1997, Gibbs 1990, Vosberg 1989).
2.6.2.6.B. Primerlerin baglanmasi

Ayarlanmus olan siire sonrasinda, alet 1s1y1 50-52 °C’ye indirerek ortamda bulunan iki
tiir primerin, her birinin komplementeri oldugu tek iplik¢ik hedef DNA {izerindeki spesifik
sekanslara baglanmas: gergeklestirilir. S6yle ki, primerlerden biri kendine ait 5/-terminusu
ile hedef DNA’lardan birinin 3’-ucu ile ve diger primerler de, ikinci tek iplik¢ik DNA’nin,
antiparalel olan diger ucunda bulunan 3’-ucuna baglanarak, DNA polimeraz’in ¢alisma
yoniine uygun olarak ( 5'— 3') baglamrlar. Bu iglemlerin tamamlanmas: da yaklagik yine

3-5 dakika kadar devam eder (Arda 1997, Bej ve ark 1991, Gibbs 1990, Vosberg 1989).

2.6.2.6.C. Polimerizasyon

Bu baglanma siiresi bitince aletin 1s1s1 hemen 70-72 °C’ye ¢ikarak, tiipler i¢inde
bulunan ve 1stya dayanikli olan Tag polimeraz enzimi, 5 —»3' yoniinde olmak iizere,
ortamdaki niikleotidleri kullanarak, primerlerin 3’ -terminusuna niikleotidleri yerlestirir ve

boylece hedef DNA sekansmin bir kopyas: elde edilir. Polimerizasyon reaksiyonunda,
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hedef DNA’nin tek iplik¢ik sekanslari kalip 6devi goriir. Bu siirede yaklagik 3-5 dakika
sii;'mektedir (Arda 1997)

Boylece, PCR’1in 3 asamadan olusan ve yaklagik olarak 10-15 dakika kadar devam
eden birinci amplifikasyon agamasi, tekrar 1sin 95 °Céye yiikseltilmesi ve aym agamalarin
25-30 kez tekrarlanmasi durumunda tek bir hedef DNA segmenti, 2" formiiliine gore
yaklagik 33,6 milyon adet ¢ogaltilmus olur (Arda 1997, Gibbs 1990, Vosberg 1989).
2.6.2.6.D. PCR sonu¢larimin degerlendirilmesi

PCR {irtinleri belli uzunluktaki DNA fragmentlerini igerir. Bu tirlinleri goriintiillemek
icin agaroz veya poliakrilamit jeller kullanilarak elektroforez islemi yaplhr. Elektroforez
isleminden sonra ethidium bromide, giimiis boyama veya otoradyografi metotlarindan
birisi kullanilarak goriintiileme islemi yapilabilir.

PCR tekniginden faydalamlarak; hastalik etkenlerinin teshisi, genetik hastaliklarin
teshisi, organizma ve populasyon biyolojisi galigmalari, adli tip, kanser, cinsiyet tayini gibi
¢aligmalar rahatlikla ve hizli bir gekilde yapilabilmektedir (Cetinkaya 1998, Arda 1997,

Alkan ve ark 1997, Bej ve ark 1991, Peura ve ark 1990, Wright and Thomas 1990, Deacon

ve Lah 1989).
2.6.3. DNA dizi analizi (DNA sequencing)

DNA dizi analizi bir DNA molekiiliinii olugturan niikleotid dizilerinin sirasinin
belirlenmesi iglemidir. Bu amagla gok ¢esitli metotlar gelistirilmekle beraber en ¢ok
kullanilanlardan birisi zincir terminasyon (sonlandirma) metodudur. Bu metotta tek
zincirli DNA molekiilii her bir niikleotid i¢in (A, T, C ve G) 4 adet reaksiyon miksine
ayrilir. DNA dizi analizi reaksiyonlarinda normal niikleotidlerin yam sira, radyoaktif bir
madde veya florasan bir boya ile igaretlenmis dideoksiniikleotid denilen 6zgiin baz

analoglar1 kullamilir. Reaksiyon miksini igeren her bir tiipte tek zincirli bir DNA kalibs,
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uygun bir primer, DNA polimeraz enzimi, 4 niikleotid ve dort tip dideoksiniikleotidlerden
sadece biri bulunur (Oner 2002¢, Hoelzel 1995).

DNA polimeraz enzimi, template DNA’y1 kullanarak yeni DNA molekiillerini
sentezler. Dideoksiniikleotidler 3’ - OH grubu igermediklerinden dolay: bir sonraki
niikleotid ile 3’ bag: olusturamaz ve DNA sentezi o noktada sonlanir. Bdylece her bir tiipte
uzunluklann birbirlerinden bir niikleotid farklt olan, degisik uzunluklardaki DNA
molekiilleri birikir. Her bir reaksiyon tiipiindeki 6rnekler jel elektroforezi islemine tabi
tutularak DNA pargalar1 birbirinden aynlir ve goriinfimleri saglandifinda bantlarin
goriiniimii merdiven benzeri bir gériintli olusturur. Dizi asagidan yukar dogru okunarak,
baz dizilimi gergeklestirilen DNA kalibinin tamamlayicisinin 5den 3"ne dogru niikleotid

dizisi belirlenmis olur (Oner 2002c, Hoelzel 1995).

DNA dizi analizi genlerin organizasyonu, dogasi ve ayrica gen ve gen fiiriinlerinin
degismesine neden olan mutasyonlarin sayisi, yeri ve gegidi ile ilgili bilgiler verir. Dizi
analizi aynica prokaryotik ve Okaryotik genlerde yer alan kontrol bdlgelerinin
organizasyonu ile ilgili c¢aligmalarda ve proteinlerin amino asit dizilerinin ortaya

¢ikariimasinda kullanilir (Oner 2002c).
2.6.4. Kantitatif dzellik lokuslar1 (Quantitative Trait Loci, QTLs)

Varyasyon olmadan organizma veya populasyon diizeyinde higbir genetik analiz
gergeklestirilemez. Bir bagka deyisle, bu varyasyon organizmalar arasindaki dikkati ¢eken
farkliliklar: igine alir. Ornek olarak, cigeklerde renk farkliliklar, ucan canlilarda kanat
uzunluk ve kisaliklari, bakteri ve viruslarda enfekte etme kabiliyetleri, insanlarda uzunluk,
agirlik populasyon igerisinde degisiklik gosteren ozelliklerdir. Biyolojik varyasyonu
siniflandirmak, geleneksel genetik metotlarla bunlan analiz etmek oldukga giictiir. Bu

onemli dzellikler, kendilerine spesifik olarak gelistirilen 6zel metotlarla 6lgiliir. Kantitatif
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genetik, bircok genetik ve g¢evre faktorii tarafindan kontrol edilen, bu komplex yapidaki

Ozelliklerle ilgilenen bir disiplindir (Gardner ve ark 1991).

Hayvan yetistiriciliginde ekonomik degeri olan et, siit ve dol verimi gibi degerler
(fenotip) kantitatif 6zellikte olup, ¢ok sayida genin toplamali (additif) etkisi ile sekillenir.
Kantitatif  karakterlerin  kontroliinden sorumlu olan kromozom bdlgelerinin
tanimlanmasinda QTL (Quantitative Trait Loci) kullamilmaktadir (Beuzen ve ark 2000).
Hastalik ve karakterlerle ilgili gen(ler) ve QTL’lerin belirlenmesinde “aday gen analizi
(candidate gene analysis)” ile “genom tarama-konumsal belirleme (genome searching and
positional clonning)” teknigi olmak iizere iki temel metot kullanilmaktadir. Aday gen
analizi y6nteminde; eger bir genin fonksiyonu biliniyorsa, normal ve etkilenmis gruptaki
bireylerin genetik dizilimleri kargilagtinlarak, dizilimde bir mutasyon olup olmadif
aragtirilabilir. Fakat fonksiyonu bilinen gen sayismin sinirlt olmasi bu teknigin kullanimim
kisitlamaktadir. Ikinci teknik ise oldukga karmasik ve birka¢ basamaktan meydana
gelmektedir. Ilk olarak ilgili karakteri tasidii bilinen bir pedigride enformatif DNA
markerleri kullanilarak QTL’in bulundugu kromozom bélgesi tespit edilir. Daha sonra bu

kromozom bdlgesindeki tizerinde ¢alisiimakta olan karakterle ilgili genler aragtirilir (Haley
ve Visscher 1999).

2.7. Molekiiler Markerlar

Kalitim gekilleri, morfolojik (renk gibi), biyokimyasal (izoenzimler gibi) ve DNA
diizeyinde (molekiiler markerlar) izlenebilen karakterlere genetik markerlar denir. Bu
karakterlerin marker olarak isimlendirilmesinin nedeni, ¢alisilan organizmadaki ilgilenilen
diger ozelliklerin genetigi hakkinda dolayh da olsa bilgi saglamalandir. Molekiiler
markerlar DNA’min aktif bolgelerinden (genler) veya herhangi bir genetik kodlama

fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerinden gelistirilebilirler (Yildinm ve Kandemir
2001).
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Biyokimya alanindaki gelismeler son 20 yilda markerlar konusunda da yeni bir ¢igir
agmstir. Oncelikle birbirinden ayrilabilir formda olup aym iglevi olan enzimlerin
(izoenzimler) veya depo proteinlerinin marker olarak kullanilabilecegi ortaya konmusgtur.
Daha sonra DNA’nin kendisinin dogrudan marker olarak kullanilma fikri ortaya ¢ikmigtir.
DNA diizeyindeki polimorfizmi agiklamalar1 sebebiyle molekiiler markerlar genetik
¢aligmalarda anahtar rolii oynarlar (Vignal ve ark 2002, Yildirim ve Kandemir 2001).
2.7.1. Protein markerlar

Protein markerlari, depo proteinleri ve enzim proteinleri olérak ikiye ayrilirlar. Depo
proteinleri elektroforez islemine tabi tutulup boyandiklarinda elde edilen farkli genotipler
genetik marker olarak kullamlabilir. En Onemli avantajlart ¢abuk, giivenilir ve
tekrarlanabilir olmalaridir. Dezavantajlan ise sayica ¢ok az olmalandir.

Enzim markerlar: ise, alloenzim ve izoenzim olarak iki grupta incelenebilir.
Alloenzimler aym genin farkls allelleri tarafindan meydana getirilmektedirler. Izoenzimler
ise farkl1 genler tarafindan {iretilen, ancak iglevleri ayni olan enzimleri ifade etmektedirler.
Alloenzim ve izoenzimleri birbirinden ayirt etmek icin elektroforez islemi uygulanir. Jel
tizerinde elektrik akim etkisiyle proteinler tagidiklan yiik ve kiitle oranina gore farkli
hizlarda hareket ederler. Daha sonra jel, ilgili proteine spesifik boya  maddeleri ile
boyanarak proteinin jel izerindeki pozisyonu belirlenir ve farkli alleller tanimlanir. Enzim
markerlarimin en 6nemli avantajlari, analizlerinin giivenilir, hizli ve ucuz olmasidir. Yine

enzim markerlarmin da sayilarinin az olmasi dezavantajlarini olusturur (Yildinm ve

Kandemir 2001).

2.7.2. DNA markerlan

DNA markerlan farkli genotiplere ait DNA niikleik asit dizili farkliigini cesitli

sekillerde ortaya koyan markerlardir. Bunlar; DNA’nin enzimatik kesimi sonucu elde

28



edilen RFLP’ler ve PCR kullanimina dayali olan SSCP, RAPD, AFLP, STS, SNP,
mtDNA, VNTR, STR veya mikrosatellitlerdir.

Bu markerlar kisaca incelenecek olursa;
2.7.2.1. Restriksiyon enzimleri uzunluk polimorfizmi (RFLP)

DNA sarmali 6zgiil Restriksiyon Enzimi (RE) ile kesildigi zaman farkh uzunluklarda
DNA fragmentleri olusur ve bu DNA’lar elektroforez islemi ile gozlenebilir. Bu olusan
DNA fragmentleri RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) olarak adlandinlir.

Bu markerlar radyoaktif veya non-radyoaktif tarzda etiketlenmis bir DNA par¢asinin
(prob DNA), aragtirilan bir DNA Ornegindeki benzer veya aym dizilisteki DNA’ya
melezlenebilmesini baz almaktadir. RFLP teknigi kesim enziminin tanidigi bélgedeki tek
niikleik asit baz degisikligini dahi tanir, Tamima yerinin baz degisikligi farkli genotipler
arasimndaki polimorfizmin bir sebebidir. RFLP teknigi ile kullanilan prob DNA’nin temsil
ettigi lokus analiz edilmektedir. RFLP probu olarak genellikle 200-2000 baz uzunlugunda
DNA pargalan kullanmlir.

RFLP tekniginin avantajlari; tiirler, cinsler hatta familyalar arasinda transferleri
miimkiindiir. Bir diger avantaji da giivenilir olmasidir. Farkli arastiricilar, farkl
laboratuarlarda ayni sonuglari elde edebilmektedirler. Orta diizeyde polimorfizm oranlar
vardir, En 6nemli dezavantaji ise analizler pahalidir, ayrica fazla zaman ve ig giicii
gerektirir (Yildinm ve Kandemir 2001, Solak ve ark 1997).

2.7.2.2. Tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP)

SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)’de 200 bg’lik PCR firiinleri
kullamldiginda tek baz degisimi igin en hassas ydntem olarak bilinmektedir. Ancak
poliakrilamit jel elektroforezinde iyonik giig, sicaklik, jel derisimi polimerizasyonu ve
gliserol miktan gibi ¢esitli faktorler sonuglar etkilemektedir. Bu nedenle her laboratuarda

en iyi sonug i¢in kosullar optimize edilmelidir. Aym1 PCR iiriinii ile RFLP ve DNA dizi
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analizi yapilabilmeside SSCP yénteminin tercih nedenlerinden birisidir (Aksoy ve ark

1999).

PCR ile ¢ogaltilan ¢ift zincir DNA, renatiirasyonu Onleyen kimyasal maddelerin
bulundugu bir ortamda 90-95 °C’ye kadar 1sitildit zaman iki tane tek zincir meydana
gelmektedir. Ortam hizla sifir dereceye kadar sogutuldugunda zincirler kendi iginde
kivrilip katlanarak birbirinden farkli iki yapi ortaya ¢ikmaktadir. Tek zincir DNA’larin
konformasyonel yap1 farkindan doléyl elektroforezde farkli hizda gé¢ etmesi SSCP
yonteminin temelini olugturmaktadir. Mutasyon igeren DNA molekiilii normal halinden
farkli konformasyonlar olusturup elektroforezde normalden farkli hizda gog ettiginden
dolayi teshis edilebilmektedir. Bu yontemle DNA fragmentinde baz degisiminin bulundugu
belirlenmesine ragmen mutasyonun tiirii ancak DNA dizi analizi ile teshis edilmektedir

(Aksoy ve ark 1999, Solak ve ark 1997).

Nokta mutasyonlarinin DNA dizi analizi ile kesin olarak teshis edilebilmesine ragmen
taranacak DNA fragmenti biiylidiikce teshis sliresi ve analiz maliyeti artmaktadir. SSCP
analizi RFLP ve DNA dizi analizinden 6nce mutasyonun lokalize oldugu bélgeyi

belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (Aksoy ve ark 1999).
2,7.2.3. Rastgele cogaltiimis DNA farkliligi (RAPD)

1990°da yeni genetik bir marker 2 farkli grupta gelistirilmis ve RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA) olarak adlandirilmigtir. RAPD, nadiren sentezlenen tek
primerli random (rastgele) DNA segmentlerinin amplifikasyonunu temel alir. Bu DNA
segmentleri genomik parmak izinde polimorfizmi karsilagtirmak i¢in kullanilabilir. RAPD
tekniginde DNA problan ya da spesifik primerlerin tasarimi i¢in bilgiye ihtiyag yoktur.

Prosediir blotting ya da hibridizasyon adimlarini i¢erdigi igin basit ve hizlidir. DNA’mn
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¢ok kii¢iik miktarlarina ihtiya¢ duyulur. Ancak PCR sartlarii tam olarak saglamak sarttir

(Kaythan 2000).

RFLP ile kargilastiridiginda, RAPD marker’larinin daha az zaman ve para gerektirdigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte tipik 6zelliklerinin bazilar1 (dominant expresyon tekrar
edebilme derecesinin degigkenligi, capraz tiir veya populasyonlarin transferindeki zorluklar
gibi) harita olusturma ve karsilagtirma igin faydasini smrlar. Aksine mikrosatellit

markerlan yiiksek derecede polimorfik ve kodominanttir (Joobeur ve ark 2000).
2.7.2.4. Cogaltilan par¢a uzunlugu farkhihg (AFLP)

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) analizleri selektif restriksiyon
fragment amplifikasyon teknikleri kategorisine aittir. Genomik DNA’dan restriksiyon
fragment setlerinin selektif amplifikasyonunu temel alir. DNA restriksiyon enzimleri ile
kesilir ve daha sonra ¢ift zincirli adaptorler fragmentlere baglanir. AFLP analizleri igin
saflastinimis kiiclik bir genomik DNA’ya ihtiyag vardir. Bu DNA 2 restriksiyon enzimi
(RE) ile simirlandirilir. Bu RE’lerin biri ortalama bir kesim sikligina, digeri ise yiiksek bir
kesim sikhigina sahiptir. Cift zincirli oligoniikleotid adaptérlerinde ilk sinirlandirma bélgesi
ligation (enzimatik birlesme)’dan sonra restore edilmeyecek sekilde dizayn edilir. Bu da es
zamanh restriksion (sinirlama) ve ligation’a izin verir. Oysa baglénan fragmentler tekrar
birbirinden ayrilirlar. Bolge belirlendikten sonra spesifik primerli PCR amplifikasyonuna
tabi tutulur. Bu spesifik primerler 3’ sonlarinda bilinmeyen kromozomal restriksiyon
fragmentlerine dogru yiiriiyen ii¢ niikleotidden birinin uzamasini saglar. Bir selektif
niikleotidin uzamas: ligate edilmis fragmentlerin 1 /4’iinii amplifiye eder. Oysa her iki
primerdeki 3 selektif niikleotid, fragmentlerin 1 / 4.096’stm amplifiye eder. Daha sonra
ortalama kesim siklifina sahip olan PCR primeri isaretlenir, poliakrilamit jel elektroforezi
(PAGE) iglemine tabi tutulur. Sonugta 200 adet banttan 40 adet yiiksek derecede informatif

kalip elde edilmis olur (Savelkoul ve ark 1999).
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En yeni ve en ¢ok gelecek vaat eden metodlardan birisi AFLP analizidir. Bu metot

tiretkenligi ve ayirtmeciiimn yiiksek giicii ile universal uygulamalara kombine edilir.

Artan sayilardaki raporlarda, mikrobial tip tayini, phylogenetik calismalari, medikal

teshisler, bitki ve hayvanlarin genetik haritalann i¢in AFLP analizinin kullanmildif:

bildirilmektedir. AFLP iiretkenligi ve kuvvetinden dolayr RAPD testinin iizerinde yaygm

bir popularite kazanmigtir (Lan ve Reeves 2000, Savelkoul ve ark 1999).
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2.7.2.5. Dizisi etiketlenmis alanlar (STS)

STS (Sequence-Tagged Sites) teknifi RFLP giivenilirligini ve PCR kolaylhifim bir
araya getiren bir tekniktir. Niikleotid dizisi bilinen az kopyalit RFLP problarindan yeterli
uzunlukta (16-24 niikleotid) baslatict DNA’lar gelistirilmekte ve bu baglaticilarla genomik
DNA iizerinde ¢ok spesifik sartlarda DNA {iretimi yapilmasiyla RFLP probunun temsil
ettigi lokus gogaltilmaktadir. Teknik kullanim olarak RFLP’ye gére daba kolay, ucuz ve
hizlidir. Az miktarda DNA gerektirir. Farkli haritalar arasinda transferi miimkiindiir.
Teknigin dezavantaji, ilgili RFLP probunun niikleik asit dizilisinin bilinmesini ve buna
gore bir ¢ift baglatict DNA gelistirilmesini gerektirir. Ayrica polimorfizm oram orta
diizeydedir (Y1ldinnm ve Kandemir 2001).
2.7.2.6. Tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs)

SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) birbirleriyle karsilastirilan farkh 2 bireye ait
sekanslar arasinda tek bir niikleotid farkhilifim gosteren degisimlerdir. Bu degigimlerin
evrim bilimi i¢in dnemi; molekiiler antropoloji ¢aligmalarinda kullan11mé$1, tiirlerin atasal
genlerinin  izlerinin siiriilmesi, deZisimlerinin aragtinlmasi ve go¢ yollannin
belirlenmesinde kullamlmasidir (Ulgenalp 2002).
2.7.2.7. Mitokondrial DNA (mtDNA) |

Niiklear genom yaninda ¢ok kiigiik kalan ancak hiicre i¢in gok 6nemli olan bir de
mitokondri genomu vardir. Yapist ¢ok basittir, prokaryotik genom o6zelliklerini gosterir.
Niiklear genomdaki tekrarlar ve genlerdeki intron bolgeler mevcut degildir. Niiklear
genomun aksine mitokondrial genomun % 93’ kodlayan dizilerden olusur. Ancak
mtDNA’'nin kodladig iirlinler mitokondri fonksiyonlar i¢in yeterli olmadigindan burada
fonksiyon goéren proteinlerin bir kismu da niiklear genom tarafindan kodlanir. Zigot

olusumu sirasinda sperm hiicreleri sadece niiklear genomu verdiklerinden mtDNA’nin

maternal kalitimi s6z konusudur (Ayter 2002).
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mtDNA’nin anne tarafindan kalitilmasi 6zelligi yam sira, hiicre i¢indeki kopya sayisi
cok biiyiikk oldugundan kriminal laboratuarlarda incelenmesi istenen ve genellikle ¢ok az
miktarda bulunan biyolojik delillerden identiﬁkasybna gidebilmek mtDNA yoluyla ¢ok
kolay olabilmektedir. Niiklear DNA ile incelenmesi ¢ok zor olan eski kemikler, ileri
derecede degrade olmus biyolojik materyal veya tek ve koksiiz kil 6rneklerinde mtDNA ile
biiyiik basar elde edilmektedir (Kalfoglu ve Yiikseloglu 2002).

2.7.2.8. Degisken sayih ardarda tekrarlar (VNTR)

VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)’ler veya minisatellitler genellikle DNA
iizerinde ardigik tekrarlayan diziler iginde yer alan 10-100 baz ¢ifti (bg) uzunlugunda kisa
tekrar birimlerinden olusur. VNTR lokuslart gen i¢inde sifrelenmeyen diziler olup
genellikle kromozomlarin subtelomerik bolgelerinde yerlesmislerdir ve genom iginde
dagmnik halde bulunurlar (Aksoy ve ark 1999). Bu polimorfizm 6rnekleri tekrarlayan dizide
olusan varyasyonlarla ortaya ¢ikar. Allel sayisi ¢ok genis olup (multiallellik) bir¢ok RE ile
tamimlamalan1 yapilabilir. VNTR problan ya lokusa spesifik olabilir ya da polimorfik
lokuslara (fingerprinting igin kullanilan minisatellit problari) dagilms olarak bulunabilir.

VNTR’ler RFLP’lere gore daha informatif belirleyicilerdir (Solak ve ark 1997).

VNTR lokuslarmin en oOnemli o6zellikleri ardisik tekrar sayilarinin ve tekrar
birimlerindeki niikleotid dizilerinin degisim gostermesidir. Bu nedenle biiyiikk oranda
allelik varyasyon gosterirler. Bu varyasyonlarin esit olmayan ¢apraz gegisler veya
replikasyon kaymas: ile ortaya ¢iktif diistiniilmektedir. Bir lokusta ¢ok sayida farkli
degisken dizilerin varlig1 sonucu toplumda ¢ok sayida allel (hiperallelizm) olusur ve gok
sayida birey heterozigot olur. Bazi VNTR lokuslarinda heterozigotluk %100°lere kadar
varmaktadir. VNTR lokuslarmimn tiplendirilmesinde ilk kullanilan y&ntemler Southern blot
teknigine dayali DNA analiz yontemleriydi. Ancak giiniimiizde VNTR analizleri icin

kullanilan yontemler, PCR teknigi ile degisken sayida ardisik tekrarlar (VNTR) igeren
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DNA fragmanlarinin bu yorelere komplementer uygun primerlerle amplifikasyonu,
amplifiye iiriiniin jelde yiiriitiilmesi ve daha sonra ethidium bromit ile boyanarak UV 1sik
altinda gozlenmesi esasina dayanmaktadir. VNTR lokuslan yiiksek polimorfik 6zellikleri
nedeniyle 6nemli genetik belirleyiciler olarak kabul edilirler. Bu nedenle gesitli alanlarda
yaygin olarak uygulanmaktadirlar. Bu alanlar; gen haritalanmasi, kimliklendirme, paternite
testleri, adli tip, prenatal tani, kanser ile iligkili odaklarin belirlenmesidir (Aksoy ve ark

1999).
2.7.2.9. Basit dizi tekrarlar1 veya mikrosatellitler (SSR veya STR)

PCR tekniginin gelistirilmesiyle biyoteknoloji alaninda son 20 yil igerisinde hayal
edilemeyecek ilerlemeler olmugtur. Farkli canli tiirlerine ait populasyonlarin bireylerinin
cesitli DNA bolgeleri yiikseltgenip incelenebilmeye baslanmigtir. Bir tiiriin populasyonlar
gibi evrimsel olarak yakin canli gruplarimin karsilastirmali olarak caligilacagi ya da
populasyonlarda yakin zamanda olusmus olan bir olayin izlerinin aranacag bir durumda en

¢ok kullanilan genetik isaretlerden biride mikrosatellitlerdir (Togan ve ark 2003).

Mikrosatellitler, genom igerisinde mono-di-tri-tetra-penta niikleotid dizilimlerinden biri
seklinde okaryotik genom boyunca ardigik olarak tekrarlanan kisa DNA motifleridir. Bu
tekrarlar (AT)n, (GT)n, (ATT)n veya (GACA)n seklinde gosterilmekte ve n ardigik tekrar
sayisim1 gostermektedir. Bunlar yiiksek siklikta meydana gelir ve tiim genom boyunca
neredeyse tek diize dagitilmiglardir. Yiiksek degiskenlikleri onlar ekolojide tercih edilen

bir marker yapmustir, ¢linki dogal populasyonlarda akrabalik derecelerinin belirlenmesini

saglamaktadirlar (Hancock 1998).

SSR (Simple Sequence Repeat) veya STR (Short Tandem Repeat) diye de ifade edilen
mikrosatellitler basit diziler i¢inde yer alan tekrarlar olmasi nedeniyle polimorfik yapiya

sahiptirler (6rnegin (AC), tekrarlari gibi). Bir mikrosatellit igeren DNA molekiiliiniin
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amplifikasyonu degisken biiyiikliikte fragmentler {iretir (Bhattramakki ve ark 2000, Liu ve

ark 2000, Solak ve ark 1997).

Yiiksek derecede polimorfik &zellie sahip olan mikrosatellitler, bireyden bireye 2-6
niikleotidlik kiigiik farkliliklar gésterirler ve mikrosatellit bélgeleri genom boyunca
rastgele dagilirlar. Yiiksek derecede degiskenlik g6steren bu DNA dizileri genom boyunca
yaygin olarak goriilmektedirler. Bu ardigik tekrar dizilerinin g6sterdigi tekrar sayisi ayni
lokus bakimindan incelenen bireyler arasinda farklilik gésterirler. Her tip tekrar sayisi bir
allele karsilik geldiginden bir lokus 6-30 allel igermektedir. Allel sayismn fazlahf:
populasyon ig¢i ve populasyonlar arast genetik farkliifin ¢oziinlirligiinii artirdifindan
ayrica goéreceli olarak ucuz ve kolay calisilabildiklerinden dolayr birgok populasyon
genetigi c¢aligmalarinda mikrosatellitler tercih edilmektedir. Bu yliksek derecede
polimorfizm gekli ve lokusa spesifik markerlar olmast nedeniyle mikrosatellitler ayrica
linkage (bilesiklik) analizleri, ebeveyn tayini alanlarmda da olduk¢a yaygin kullamm
alanlanna sahiptir (Togan ve ark 2003, Zane ve ark 2002, Yildinm ve Kandemir 2001,
Ellegren ve ark 1997, MacHugh ve ark 1997).
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Sekil 2.2. DNA’daki mikrosatellit tekrarlar [(CA)g ve (GT)g]
2.8, Istatistiksel Analizler

Populasyon genetigi ¢aligmalarinda kullanilan birgok istatistik metodu geligtirilmistir.
Klasik genetik markerlar igin kullanilan istatistik metotlar1, mikrosatellit markerlariyla elde
edilen verilerin yorumlanmasi igin yeterli olmamaktadir. Mikrosatellit verilerinin analizi
icin yeni istatistiksel metotlar geligtirilmigtir. Luikart ve England (1999)'m yaptig1 bir

cahsmada mikrosatellit verileri i¢in yapilan bilgisayar pogramlari ve yeni istatistiksel
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metotlar hakkindaki son yenilikler kisaca anlatilmigtir. Bu ¢alismada kullanilacak olan
istatistiksel metotlar hakkinda genig bilgi materyal ve metot kisminda verilmeye
calisilacaktir.

2.9. Koyun ve Diger Bazi Evcil Hayvanlarda Yapilan Genetik Cahsmalar

Molekiiler genetik alanindaki gelismeler hayvan 1slahina da aym sekilde yansimistir.
Artik biitiin diinyada ekonomik 6nemi olan g¢iftlik hayvanlarinda, molekiiler genetik
teknikleri kullamlarak, hayvanlarin verim 6zellikleri yiiksek karakterleri tespit edilerek, bu
ozelliklerin populasyonlarda artiriimasi ¢aligmalart yapilmaktadir. Bunu yapmak igin de
mevcut populasyonlarin genetik yapilarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Populasyonlarin genetik yapilar1 belirlenirken onceleri protein diizeyinde caligmalar
yapilmaktaydi. Geligen bilim ve teknoloji ile birlikte ¢aligmalar DNA diizeyine inmistir.
DNA diizeyindeki ¢aligmalarda en ¢ok kullanilan markerlardan biri de mikrosatellitlerdir.

Dinyanin  birgok {ilkesindeki aragtiricilar, kendi {ilkelerine has hayvan
populasyonlarinda mikrosatellit markerlar1 kullanarak ¢alismalar yapmugtir. Fakat
Tiirkiye’de DNA diizeyindeki ¢aligmalar olduk¢a yeni sayilabilecek durumdadir. Asagida
koyun ve baz1 diger evcil hayvanlarda yapilan genetik ¢aligmalar konusunda bilgi
verilecektir.

Romanov ve Weigend (2001) Ukrayna ve Almanya’da yetigtirilen evcil ve yaban
tavuklarinda 20 populasyon ve 224 bireyde, 14 mikrosatellit lokusu ile genetik gesitlilik ve
genetik farkhiliklan caligmuglar ve mikrosatellitlerin populasyon ve irklann genetik
iligkileri konusunda oldukg¢a kullamgh olduklarimi ve gelecekteki arastirmalar ve koruma
stratejileri gelistirilmesi i¢in faydali olacaklarim belirtmislerdir.

Aranguren-Mendez ve ark (2001)’nin eseklerde yaptig1 ¢calismada, Ispanya’da bulunan
ve populasyon sayilari oldukga azalan ve yiiksek oranda akrabah yetistirmeye bagh oiarak

yok olma riski tagiyan eseklerde genetik gesitlilik ¢alisilmig, bu calismada 13 adet at
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mikrosatelliti kullanilmig, ASB-2 mikrosatelliti hari¢ diger biitiin mikrosatellitlerin
eseklerde de kullanilabilecegi goriilmiis ve HMS-1 mikrosatelliti digindakilerin hepsinin
polimorfik oldugu ve HMS-5 lokusunun digindaki biitiin lokuslarda Hardy-Weinberg
dengesinden (HWE) sapma gozlendigi bildirilmektedir. Yapilan ¢alismada kullanilan
hayvanlar arasinda 6nemli bir genetik farklilifin olmadig: fakat biitiin populasyonlarin
calismada kontrol olarak kullanilan bir at populasyonundan biiyiikk farkliik goésterdigi
belirlenmisgtir.

Morera ve ark (1999) 5 Ispanyol képek wkinda 5 mikrosatellit lokusu kullanarak
genetik cesitliligi aragtirdiklart ¢aligmada iwrklar arast gesitliligi  gostermek igin
mikrosatellitlerin ¢ok kullamigl markerlar olduklarim bildirmislerdir.

Iberia domuz wklarinda 25 mikrosatellit markeri kullanilarak yapilan bir ¢alismada
(Martinez ve ark 2000) genetik gesitliligin olduk¢a yiiksek oldugu, ayrica 19 lokus
acisindan da HWE’den sapma gozlendigi ve bu sapmayla birlikte varyasyonun ¢ok diisiik
oldugu bildirilmigtir. HWE’de goriilen bu sapmanin nedeninin ya genetik siiriiklenme veya
populasyonun bir dar bogazdan ge¢mis olmasina bagli olabilecegi séylenmektedir.
Caligmada kullanilan mikrosatellitlerin populasyonlarin genetik yapismi arastiran
¢aligmalarda kullamlabilecegini bildirmiglerdir.

Saitbekova ve ark (1999) 20 adet sigir mikrosatellit markeri kullanarak 8 farkli Isvigre
keci wkinda genetik gesitliligi aragtrmuglar ve sigir mikrosatellitlerinin kegilerde de iyi
randiman verdigini belirtmislerdir.'Yapllan ¢alismada Isvigre kegi irklarmm birbirleriyle
genetik olarak yakin iligkili oldugunu gézlemlemislerdir. Arastiricilar mikrosatellitlerin
kegi iwklar arasindaki farkhiigin gosterilmesinde kullamlabilecek ¢ok giigli markerlar
oldugunu ve ilerde populasyonlarm gegmisi ile ilgili yapacaklari ¢ahsmada yine

mikrosatellitleri kullanacaklarini belirtmiglerdir.
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Luikart ve ark (1999) 8 kegi mikrosatelliti, 9 sigir mikrosatelliti ve 5 adet koyun
mikrosatelliti olmak {izere toplam 22 mikrosatellit markeri kullanarak kegilerde ebeveyn
tayini (parentage test) konusunda ¢aligmiglardir.

5 adet sig1r ve 1 adet koyun mikrosatelliti olmak iizere toplam 6 mikrosatellit markeri
ile Cin’de bulunan 5 yerli ke¢i wkindaki genetik iligkiyi arastiran Yang ve ark (1999)
sonuglarm kegilerin tarihi gegmisi ve bulunduklart cografyayla uyumlu oldugunu
belirtmiglerdir.

Schmid ve ark (1999) 30 mikrosatellit lokusu kullanarak Isvigre’deki 5 farkh sigir
rrkinda genetik ¢esitliligi ¢alismuslardir. Herens irki hari¢ diger populasyonlarin HW
dengesinde oldugu gbzlemlenmistir. Herens irkinda HW dengesinden sapma sebebinin de
daha ¢ok akrabali yetistirme ve null alleli olusumuna bagli olabilecegi belirtilmektedir.

Moazami-Goudarzi ve ark (1997) 10 Avrupa sifir irkinda 17 mikrosatellit ve 11 kan
grubu, transferin ve B-Kazein lokuslarimi kullanarak bu sigir wklan arasindaki genetik
cesitlilifi aragturmmglardir. Yine bu ¢aligmaya benzer olarak Kantanen ve ark (2000)’da
wrklar arasi genetik iligki, populasyonlar aras1 genetik cesitlilik ve populasyonlarin genetik
yapisim araghirmak i¢in 10 mikrosatellit lokusu, 11 alyuvar enzim sistemi, 4 siit proteini ve
4 plazma proteini lokuslarint kullanarak 20 Kuzey Avrupa siir irkinda gahigmiglardir,
Aragtiricilar genellikle mikrosatellit galigmalarinin 5-12 lokus arasinda degistigini, bu
sayinin birbirinden biiyiik oranda farkl irklar (émegin Afrika sifirlar1 ve Avrupa sigirlari)
arasinda yapilan g:ahsrhalarda populasyonlart birbirlerinden aywrmak i¢in yeterli
olabilecegini fakat birbirine genetik olarak yaklh olan wrklarin (6rnegin Hereford, Friesian

ve Simental sifir wklar) evrimsel iligkilerinin gosterilmesinde yetersiz olacagim

bildirmektedirler.
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6 yerli ispanyol sigir wkinda 30 mikrosatellit lokusu kullanarak bu wklar arasindaki
genetik cesitliligi arastiran Martin-Burriel ve ark (1999), diger Avrupa sigir wklarinda
bulunan sonuglara benzer sonuglar bulduklarim belirtmislerdir.

MacHugh ve ark (1997) Afrika, Avrupa ve Asya kitalarindaki Zebu (Bos Indicus) ve
Taurine (Bos Taurus) wklarma ait 20 farkhh populasyonda 20 mikrosatellit lokusu
kullanarak bu irklarin evrimsel iligkileri ve molekiiler biyocografyalarini incelemiglerdir.

Bishop ve ark (1994) 172 mikrosatellit, 3 RFLP, 4 SSCP, 9 eritrosit antijeni ve 7 serum
proteini kullanarak sigir genom haritasini ¢ikartmiglardir.

Eski Diinya ve Yeni Diinya Holstein Friesian sigir populasyonlarinda yapilan bir
galismada (Hanslik ve ark 2000) 211 hayvanda 39 mikrosatellit markeri kullanilmugtir,
Genetik cesitliligin 5 Holstein Friesian sigir irkinda da benzer oldugu gézlenmis ve bu
oranin 0,43-0,48 arasinda oldugu bildirilmistir. Bireylerdeki allel paylasim uzakliklarina
dayali olarak cizilen agagta, Eski Diinya ve Yeni Diinya Holstein Friesian sigirlarinda
genetik farklihigm agikga gorildigi bildirilmektedir. Aym gekilde Fsr degerlerinin
hesaplanmasiyla bulunan populasyonlar arasindaki farklihifin olduk¢a &nemli oldugu
bildirilmistir. |

Yakin Dogu sigir wklarinda mikrosatellitlerle yapilan bir ¢alisgmada (Loftus ve ark
1999) 20 lokusta toplam 228 allel gozlenmis ve lokus basina ortalama 11,4 allel diistiigii
bildirilmigtir. Caligmada en yiiksek allel sayis1 Yakin Dogu irklarinda (Irak ve Dogu
Anadolu Kirmuzisi), en diigitk allel sayilann da bu bolgenin diginda yasayan irklarda
(N’Dama, Jersey ve Ongole) gozlenmistir. Horgiigsiiz sifir wrklarindaki genetik gesitlilik ve
allel sayilarinin bulunduklan bolgeyle onemli bir iligki gosterdigi belirtilmigtir.

Karsilagtirmali genom ¢aligmalari ruminantlarin genom organizasyonlarinin birbirine
ok benzedigini ortaya koymaktadir. Ornegin, sigirm 30 ¢ift kromozomu olmasima ragmen

koyun genomunda yukarida da belirtildigi gibi 27 ¢ift kromozom bulunmaktadir. Sigir 1.
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ile 3., 2. ile 8. ve 5. ile 11. giﬁ kromozomiarinin birlesik halleri koyunun ilk {i¢ kromozom
giftlerinin (1., 2. ve 3.) benzeridir. Bu iki tiiriin diger kromozomlardaki gen siralamalan
benzemektedir (Kappes 1999). Sigir mikrosatellit markerlerinin %70 kadar koyunda PCR
yontemiyle kullanilabilmekte ve yaklagik olarak %60 kadar1 enformatifdir (Maddox 2000,
de Gortari ve ark 1998). Bu 6zellik bu tiirler i¢in genetik bilgi paylagimim ve 6zellikle
koyun genetik ¢aligmalarinin hizim olumlu yénde etkilemektedir.

Buchanan ve ark (1994)’nin koyunlarda yaptigi bir ¢aligmada 8 koyun mikrosatelliti
kullamlmmgtir. 6 farkli populasyonda (Romney, Border, Leicester, Suffolk, Awassi,
Avustralya ve Yeni Zelenda Merinoslart) akrabalik iligkisi olmayan ortalama 40-50
bireyde yapilan ¢alismada farkli irklardan alman 6rneklerin allel frekanslarinin oldukga
onemli farkliliklar g6sterdigi bildirilmistir. Bu allel frekanslarinin ¢alisilan irklardaki bir
bireyi bile tammlamak i¢in dogrulugu yiiksek sonuglar verdigi bildirilmigtir. Allel
frekenslarimn farkliliklan kullanilarak soy agac ¢izilmis ve ¢izilen agagta Merinoslarin bir
grup; Border Leicester, Suffolk ve Romney irklarnin bagka bir grll1p ve Awassi (Ivesi)
rrkinin hepsinden farkli bagka bir grup olusturdufu gozlemlenmistir. Merinos ve Ingiliz
k1 koyunlarin protein polimorfizmi ¢aligmalariyla da ayriminin basarildigini fakat belirli
wklarin evrimsel iligkilerinin mikrosatellit markerlarla daha iyi gosterilebilecei
bildirilmistir.

Farid ve ark (2000) Kanada’da yetistirilen 10 adet koyun irkinda toplam 257 koyun
kullanarak 10 mikrosatellit lokusu agisindan koyunlarda wk i¢i ve wklar arasi genetik
cesitliligin seviyesini belirlemislerdir.

Boyce ve ark (1997) biiylik boynuzlu (bighorn) koyun irklarinda populasyonlar ve
bireyler arasindaki g:enetik cesitliligi Major Histocompability Complex (MHC) ve
mikrosatellit lokuslar1 agisindan aym ik ve bireylerde karsilastimuslar ve genetik

¢esitlilign MHC ve mikrosatellit markerlan yéniinden benzer oldugunu gozlemlemiglerdir.
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Ik kapsamli koyun genom haritas1 1995 yilinda Crawford ve ark (1995) tarafindan
gelistirilmistir. Bu harita koyun genomunun 2070 cM’lik boliimiini kapsiyordu. Yapilan
caligmada kullanilan markerlarin 7 RFLP ve 7 protein markeri diginda hepsi mikrosatellit
markeriydi. Mikrosatellit markerlarindan 19 adedi bilinen mikrosatellitler ve gerisi 86
koyun, 126 sigir ve 1 geyik mikrosatellitini kapsiyordu. Bulunan énemli sonuglardan birisi
koyunlarin genetik olarak ¢ok heterojenik yapida oldugu seklinde belirtilmistir. Bundan {i¢
yil sonra 1998 yilinda (de Gortari ve ark 1998) koyun genomunda 2. jenarasyon linkage
(bilesiklik) gen haritas1 yaymlanmigtir. Bu ¢aligmada 2-3 gen haritas1 birlegtirilmigtir.
Cahgmada kullanilan 519 markerin 504’4 mikrosatellit markerlandir. Toplam gen
' haritasiin uzunlugu 3063 cM, ortalama marker aralig1 ise 6,5 cM bulunmustur. Uglincii
generasyon linkage haritasi 1093 marker igermekte olup 3500 cM uzunlugundadir ve
markerler arasi ortalama uzaklik 3.4 cM olarak bulunmustur (Maddox ve ark 2001).
ARKDB veri tabaninda (http://www.thearkdb.org) Nisan 2003 itibariyle koyun genomunda
1722 marker (bunlarin 370 adeti gen) bulunmaktadir.

Bighorn koyunlarinda 10 mikrosatellit markeri kullanilarak yapilan bir ¢aligmada
(Gutiérrez- Espeleta ve ark 2000) 13 farkli bolgeden 279 adet koyun kullanilmis ve bu
koyunlarda genetik ¢esitlilik ve populasyon yapilari incelenmistir. Calismada biitiin
lokuslar yoniinden genetik ¢esitliligin énemli diizeyde oldugu belirtilmistir. Aragtiricilar
ayrica populasyonlar arasindaki genetik farkliligin yiiksek oldugunu, genetik ve coprafi
'uzakhk arasinda pozitif iligki bulduklarim bildirmiglerdir.

Arranz ve ark (2001a) Ispanya’daki koyun rklarinda (Churra, Latxa, Castellana, Rasa-
Aragonesa, Merinos ve Awassi) mikrosatellitleri kullanarak, bu irklar arasinda genetik
farkhilif1 aragtirmuglardir. Yapilan aragtirmada Latxa wkmda kiimelesme en yiiksek
diizeydeyken, Merinoslarda en diisiik seviyede bulunmus, ayrica Merinos 1rkimin 6zel bir

gruplagma gosterdigi ve diger bazi wklarla da yakin iligkili oldugu gozlemlenmistir.
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Arruga ve ark (2001) Raga Aragonesa irki koyunlarda babalik testi igin 4 mikrosatellit
lokusu kullanmuglar, heterozigotlugun olduk¢a yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir.
Sonugta mikrosatellitler ile serum transferrin lokusunun birlikte kullamilmasiyla babalik
tayininde % 97,2 oraninda dogru sonuglar alinabilecegini belirtmiglerdir.

Hedrick ve ark (2001)’min Tiburon Adasi’ndaki Desert Bighorn koyunlarinda
mikrosatellit ve MHC lokuslarim kullanarak yaptiklari bir ¢aligmada, Tiburon Adasi’ndaki
populasyonda genetik ¢esitliligin Arizona bolgesindeki ayni irka ait alt gruplardan daha az
oldugunu gozlemlemislerdir. Ayrica Tiburon populasyonuyla, Arizona’daki Ornekler
arasinda genetik uzakligin fazla oldugunu ve bu durumun populasyondaki genetik
stiriiklenmeden kaynaklanabilecegini, bunun sebebinin de populasyonun olusumunda az
sayida aym erkek bireylerin kullanilmasindan ve bilinmeyen diger etkilerden
kaynaklanabilecegini belirtmektedirler.

Ellegren ve ark (1997)’nin polimorfik o6zellikteki mikrosatellitlerle yaptigt bir
galismada 13 sigir, 14 koyun mikrosatellit markeri kullanilmigtir. Polimorfik olan
markerlardan 6 sigir mikrosatellitinin koyunlarda, 7 koyun mikrosatellitinin de sigirlarda
monomorfik oldugu, heterozigotiuk derecesinin oldukga yiiksek diizeyde oldugu
belirtilmistir. Ayrica bu iki tiir arasinda farkliifin boyutu ve genetik ¢esitliligin derecesi
bakimindan agiklayici bir iligki bulunamadig bildirilmigtir.

Baltik koyun wklarinda yapilan bir ¢aligmada (Grigaliiinaite ve ark 2003) 197 adet
koyun ve 15 adet mikrosatellit markeri kullanilarak genetik ¢esitlilik aragtirilmig,
cahsmada kullamilan biitiin mikrosatellitlerin polimorfik oldugu, beklenen ve gézlenen
heterozigotluklar arasinda biiyiik bir farkliligin gézlenmedigi belirtilmistir.

Diez-Tascon ve ark (2000)’'nin 6 Merinos ki koyun populasyonu arasinda
mikrosatellit markerlarla genetik gegitliligi arastirdig1 bir ¢aligmada 253 adet akrabalik

iliskisi olmayan birey ve 20 adet mikrosatellit markeri kullamilmstir. 6 populasyon
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arasindaki genetik ¢esitliligin birbirine benzer sonuclar verdigi, calisilan markerlardan 2
tanesinin Hardy-Weinberg dengesinden sapma gosterdigi bildirilmigtir. Bu 2 markerin,
pedigrisi bilinen numunelerle incelendiginde yanliy sonuglar verdigi belirlenmi§ ve
¢aligmadan ¢ikarilmugtir. Ayrica Portekiz Siyah Merinos populasyonunda yiiksek derecede
akrabali yetistirme sonucu heterozigotlugun ¢ok diisiik oldugu ve populasyonun risk
altinda bulundugu bildirilmektedir.

Ispanyol koyun wrklarinda yapilan bir ¢aligmada (Arranz ve ark 2001b) 18 mikrosatellit
markeri ve 6 Ispanyol yerli koyun wki kullamilarak genetik cesitlilik arastirilmis ve
Merinos koyun irki her lokusta goriilen allel sayisinin en yiiksek olmas: bakimindan en
yiksek genetik gesitliligi gdsterirken, Latxa irkinda genetik ¢esitlilik en diigiik diizeyde
gozlemlenmistir. Aym aragtiricilara ait baska bir caliymada (Arranz ve ark 1998) ispanyol
koyun 1rklar1 arasindaki genetik iliski mikrosatellit markerlarla arastirnlmis ve 5 Ispanyol
irk1 koyun, 19 mikrosatellit markeri kullanilmus, ayrica Awassi (Ivesi) koyun k1 referans
rk olarak kullanilmigtir. Ayni sekilde Merinos irkinda genetik gesitliligin en fazla oldugu
ve en diisik varyasyonunda Awassi wkinda gozlendigi bildirilmigtir. Awassi ki ile
Ispanyol 1rklan arasmda biiyiik bir farkliligin oldugu gozlemlenmistir. Caligma sonuglarina
gore de morfolojik verilerin tek bagma wklar arasi genetik iligkinin tanimlanmasinda
yetersiz oldugu, genetik markerlar1 da i¢ine alan galigmalarm bu konuda biiyiikk fayda
saglayacag bildirilmistir.

Stahlberger-Saitbekova ve ark (2001) 16 koyun, 9 sigir ve 6 keci mikrosatelliti
kullanarak, Isvigre koyun irklarindaki genetik iliskiyi arastirmiglardir. Ayrica 7 Isvigre
koyun irkina ilave olarak, 1 adet yaban tipi Mouflon galigmaya flahjl edilmigtir. Biitiin yerli
koyun 1wklarinda ortalama heterozigotlugun oldukga yﬁi<sek oldugunu, Mouflon
populasyonunda ise en diigiik oldugunu belirtmislerdir. Biitiin sigir, kegi ve koyun

mikrosatellit markerlarmm koyunlarda iyi sonuglar verdigini gézlemlemislerdir. 19-20



allel sayisi ile BM1818, INRA063, MAF70 ve OarJMP29 lokuslarinin yiiksek derecede
informatif oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica OarFCB193 lokusunun 107 baz ¢ifti uzunlugu
ile % 92’1k bir frekansla Mouflon populasyonunda &zel bir allele sahip oldugu
gozlemlenmistir. Ozel allellerin diger koyun irklarinda da bulundugu fakat frekanslarmin
% 10’u gegmedigi belirtilmigtir.

Tirkiye’deki yerli ve melez toplam 5 koyun populasyonu (3 yerli, 2 melez)
kullanilarak yapilan bir ¢aligmada (Soysal ve ark 2001) toplam 174 birey, 3 mikrosatellit
markeri yoniinden incelenmistir. Yapilan ¢aligmada toplam 45 adet allel gézlemlenmis,
populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde oldufu ve varyasyonun yiiksek oldugu
bildirilmistir.

2.10. Cahiymanin Amaglari

Ciftlik hayvanlarinda ekonomik degeri olan verim Ozelliklerinde bagarili 1slah
caligmalarinin  yapilabilmesi i¢in, bu hayvanlarin genetik yapilarimin iyi bilinmesi
gerekmektedir. Genetik yapinin belirlenmesi ¢aligmalar1 daha 6nceleri protein ve enzim
polimorfizmine dayali tekniklerle yapilmaktaydi. Son yillarda bu g¢alismalar direkt DNA
gozlenerek yapilabilmektedir. Bu nedenle birgok arastirici kendi tilkelerine ait 1slah ve
yerli gen kaynaklarinin korunmasi stratejilerinde DNA’ya dayali markerlarin da
kullamilmas: igin galigmaktadirlar. Tiirkiye’de bu konuyla ilgili ¢aligmalar hem yeni hem
de simirli sayida bulunmaktadir. Bu amagla, lilkemiz ¢iftlik hayvanlar igerisinde % 59,3
(DIE 2002) gibi Snemli bir dilimi teskil eden koyunlarda mikrosatellit markerlar
kullamlarak yapilan bu g¢aliyma planlanmigtir. Calismanin amaglart kisaca ozetlenecek
olursa;

- Oncelikli amag, Tiirkiye’de populasyon genetigi alismalar igerisinde yeni sayilabilecek
mikrosatellit markerlarla yapilan ¢aligmalara katkida bulunmak ve bu ¢aliyma metodunun

laboratuarda rutin uygulanabilirligini saglamak,
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- Calisilan lokuslar (OarFCB20, OarJMP29 ve OarJMP58) ac¢isindan, ¢aligmada kullanilan
koyun wrklarmnin i¢erdikleri genetik varyasyonu belirlemek,

- Melezleme ¢aligmalariyla elde edilen koyun tipleri arasindaki genetik farklilik ve
benzerlikleri belirlemek,

- Olusturulan yeni koyun tiplerinin, yerli ve kiiltiir irklarina olan genetik yakmbiklarim
(veya uzakliklarini) belirlemek,

- Calisilan koyun wrklarinda, her bir irkin kendisine ait 6zgiin allel (private allel)’e sahip
olup olmadigin1 belirlemek,

- Ulkemize ait bu wklarin genetik yapilarmin belirlenmesiyle elde edilen verilerin
kullanilarak, iilkemiz ve diger iilke koyun irklamt arasinda bir karsilagtirma imkam
saglamak,

- Calismada kullanilan mikrosatellit bélgelerine ait verilerin, yapilacak benzer galismalara

veri tabani olarak katkisim saglamaktur.
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3. MATERYAL ve METOT
Caligmada toplam 169 adet yerli, yabanci ve melez koyun irkina ait birey kullaniimigtir.
Materyal toplanilan bireyler segilirken 6zellikle bireyler arasinda uzak ya da yakin
akrabalik iligkisi olmamasina 6zen gésterilmigtir.
3.1. Materyal

Caligma materyalini olusturan kan 6rnekleri, Konya Hayvancilik Merkez Arastirma
Enstitiisii (KHMAE)’nde yetistirilen 11 adet, Konya Eregli Tarim Isletmesi (KETI)’nde
yetistirilen 4 adet ve Konya Gozlii Tarim Isletmesi (KGTI)’nde yetistirilen 13 adet olmak
lizere toplam 28 adet Akkaraman ki (Akk), yine KHMAE’de bulunan 30 adet Konya
Merinosu (KNYM), 1 adet Alman Siyah Bas (ASB), 28 adet Hasak (HSK), 30 adet
Hasmer (HSM), 13 adet F1 melezi olan AA (ASB X Akk melezi), Marmara Hayvancilik
Aragtirma Enstitiistt (MHAE)’nde yetistirilen 27 adet ASB ve 12 adet Karacabey Merinosu
(KCBM) koyun wklarindan olmak {izere toplam_ 169 adet koyundan toplanmugtir (Tablo
3.1).

ASB koyun ki artik Tiirkiye’de sadece MHAE’nde ve ¢ok az sayida yetistirilmekte
oldugundan, adi gegen enstitiiden temin edilmis olup, aralarinda akrabalik iligkileri
bulunmaktadir.

Ayrnica populasyonlan birlikte degerlendirmek ve sonuglarim daha iyi yorumlamak
amaciyla aym1 konuda caligan diger aragtiricilardan (Togan ve ark 2004, Soysal ve ark
2001) kendilerinin izni ve tavsiyesiyle temin edilen Tekirdag Inanli Tarim Isletmesi’nde
(TITI) yetistirilen 24 adet Kivircik (K1v) (Soysal ve ark 2001) ve Denizli, Burdur, Isparta
ve Mugla bolgelerindeki yetistiricilerden temin edilen 33 adet Dagli¢ (Dag) (Togan ve ark
2004) yerli rklarina ait verilerde sunulan g¢aligmada kargilagtirma amaciyla kullamlmgtir

(Tablo 3.1). Aynica galigmada kullamlan irklar ile ilgili yapilan melezlemeler tablo 3.2°de

verilmistir.
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Caligmada ayrica ayni mikrosatellit bslgelerini farkli koyun wrkjarinda daha 6nce ABI
377 yan otomatik DNA analiz cihazinda calisan arasgtiricilardan (Togan ve ark 2004)
temin edilen ve baz ¢ifti bilinen S adet DNA 6rnegi pozitif kontrol olarak kullanilmugtir.

Tablo 3.1. Kan 6rnekleri sayilari ve 6rneklerin alindig: yerler

POPULASYON | ORNEK SAYISI ORNEK ALINAN YER
Akkaraman 28 KHMAE, KETI, KGTI
Konya Merinosu 30 KHMAE
Karacabey Merinosu 12 MHAE
ASB 28 KHMAE, MHAE
Hasak 28 KHMAE
Hasmer 30 KHMAE
AA 13 KHMAE
* Kiviraik 24 TITI
** Daghe 33 DENIZLI, BURDUR, ISPARTA, MUGLA
TOPLAM 226

* Soysal ve ark (2001)’dan sadece veriler temin edilmigtir.
** Togan ve ark (2004)’dan sadece veriler temin edilmigtir.

Tablo 3.2. Caligmada kullanilan irklar i¢in yapilan melezlemeler

Hasak | 1- HD3 X AkkQ = F1 (HD F1)» HD3 X F1 = G1 (ED Gl1)
2- ASB& X AkkQ =F1 (ASB F1)-» ASB3 X F1 =Gl (ASB Gl)
3- HD(F1) X HD (G1) X ASB (F1) X ASB (G1) = Hasak (Tekin ve ark 2001)

Hasmer | 1- HD3 X KNYM@Q =F1 (HD F1)» HDJ X F1 =Gl (HD G1)
2- ASBE XKNYMQ =F1 (ASB F1)» ASBJ X F1 =Gl (ASB G1)
3- HD(F1) X HD (G1) X ASB (F1) X ASB (G1) = Hasmer (Tekin ve ark 2001)

ASB ASB’nin genotipinde HD olduguda bildirilmektedir (Akgapinar 2000)

KNYM | Merinos X Akkaraman (Yalgin 1990)

KCBM | Merinos X Kivircik (Yalgm 1990)

AA ASBJ X AkkQ =F1 (ASB F1)

3.2.Metot
3.2.1. Kan drneklerinin toplanmas:

Kan ornekleri koyunlardan Vena jugularis’ten teknifine uygun olarak K3EDTA’I1

tiplere yaklagtk 10 ml kadar alinmig ve kullanilincaya kadar —20 °C’de muhafaza

edilmistir.
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3.2.2. Kandan DNA ekstraksiyonu

Alinan kanlardan DNA’y1 ekstrakte etme iglemi Standart Fenol/Kloroform Yo6ntemi ile

yapilmugtir.

- Derin dondurucuda (— 20 °C) muhafaza edilen kan ornekleri ¢ozdiirillerek her bir
ornekten 100 pl 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine aktarildi.

- Uzerine 300 ul 1XTNE, 30 ul Tris-Hel (pH: 8), 5ul Proteinaz-K (10 mg/ml) ve 10 pl
% 20’lik SDS soliisyonlarindan ilave edildi. Tiiplerin agz1 kapatilarak 50-55 °C’de 12 saat
(1 gece) kanstiricil inkiibatdrde bekletildi.

- Inkiibasyon isleminden sonra her bir tiipe 445 pl fenol ¢ozeltisi eklenerek 10 dakika

(dk) alt {ist edilerek kanigtirildi ve 3000 rpm’de, +4 °C’de, 10 dk santrifiij (Hettich

Universal 32R) edildi.

- Santrifiij isleminden sonra tiiplerin iist kismindaki siipernatant tabakasi dikkatlice
alinarak  temiz  ependorf tiiplerine  aktanildi ve  lizerlerine 445 pl
fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklendi ve tiipler 10 dk alt st edildikten sonra
3000 rpm’de, +4 °C’de, 10 dk santrifiij edildi.

- Siipernatant tekrar temiz ependorf tiiplerine aktarildi ve bu sefer lizerine 445 pul
kloroform:isoamil alkol (24:1) eklenerek 10 dk alt iist edilip, 3000 rpm’de, +4 °C’de, 10 dk
santriflj edildi.

- Siipernatant tekrar temiz ependorf tiiplerine aktarildi ve {izerlerine — 20 °C’de
bekletilen etil alkolden (% 96) 890 ul eklendi, 10.000 rpm’de +4 °C’de 10 dk santrifiij
islemi yapildi.

- Santrifiij isleminden sonra tiiplerin dip kisminda pellet elde edildi.

- Tupler tamamen bosaltilarak pellet %70’lik 890 pl etil alkol ile 10 dk karigtirilarak

yikandiktan sonra tekrar 10.000 rpm’de +4 °C’de 10 dk santrifiij islemi yapildi.
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- Santrifiij isleminden sonra tiiplerdeki etil alkol bosaltilda.

- Pellet tizerine 100 pl TE soliisyonu ilave edilerek biitiin gece (overnight) + 4 °C’de

bekletilerek pellet ¢cozdiiriildii.

- (Cozdiiriilen pelletler kullanilmadigi zamanlarda — 20 °C’de muhafaza edildi.

Uygulamada kullamilan ¢dzeltilerin hazirlanisi;

1XTNE (30 ml)

0,1 M Tris-HC1 (pH:8) (1,5 ml)
1M NaCl (3 ml)

0,5 M EDTA (300 pl)

Distile su ile 30 mi’ye tamamlanur.

0.1 M Tris-HCI (pH:8) (1 It)
12,1 g Tris

800 ml distile su

HCI kullanilarak pH ayarlanir
Distile su ile 1 1t’ye tamamlanir,

1 M NaCl (1 1t)

58,44 g NaCl

800 ml distile su ile ¢6zdiriiliir
Distile su ile 1 1t’ye tamamlamr.

TE (100 m]
1 M Tris-HCI (pH:8) (2 ml)
1 M EDTA (pH:8) (200 pl)

Distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

0.5 M EDTA (pH:8) (11¢t)
86,1 g EDTANa,
800 ml distile su ile ¢6zdiiriiliir

NaOH ile pH ayarlamir
Distile su ile 1 1t’ye tamamlanur.

1 M EDTA (pH:8) (1 It
172,2 g EDTANa,

800 ml distile su ile ¢6zdiiriiliir
NaOH ile pH ayarlamr
Distile su ile 1 1t’ye tamamlanir.

SDS % 20 (1 1t)

200 g SDS

900 ml distile su ile ¢ézdiiriiliir
pH 7,2’ye ayarlanir

Distile su ile 1 It’ye tamamlamr

DNA ektraksiyonunda kullanilan kimyasallarin islevleri asagidaki gibidir:

TNE (Tris-NaCI-EDTA) : EDTA kanin pihtilagmasim 6nler, Ca ve Mg gibi + yiik tasiyan

katyonlar1 ortamdan uzaklagtirmak i¢in kullamlir. Sodyum tuzu izotonik ortamda niikleik

asitleri stabilize etmekte ve bu islem sonucu DNA enzimleri ortamda kalmaktadir.
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Proteinaz-K : Ortamdan proteinleri uzaklagtirmak i¢in kullanilir.
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) : Proteinleri denatiire eder ve hiicre membranlarini ¢ozer.
Fenol Kloroform : Lipidleri ortamdan uzaklagtirir.
isoamil Alkol : Kloroformu stabilize etmek igin kullanilir.
Etil Alkol : DNA’y1 ¢oktiirtir.
TE (Tris-EDTA) : DNA’nin ¢6ziilmesini ve uzun siire saklanabilmesini saglar.
3.2.3. DNA bantlarinin goézlemlenmesi

DNA bantlar1 % 0,6’lik agaroz jel kullanilarak gozlemlenmigtir. 0,18 g agaroz tartilip
(Precisa XT 1200C) 30 ml 0,5XTBE tamponu (Tris-Borik Asit-EDTA) igerisine konur ve
mikrodalga firmmda (Argelik MD582) eritilir. Bu karigim igerisine 1 ul ethidium bromide
(10 mg/ml) ilave edilir. Hazirlanan karigim, igerisinde tarak bulunan jel tepsisine (Thermo
EC 320 Minicell Primo) hava kalmayacak sekilde dokiiliir, oda sicakliginda jel polimerize
olana kadar beklenir. Daha sonra tarak dikkatlice ¢ikarilir. Jel tepsisi i¢inde TBE (0,5X)
bulunan elektroforez tankina yerlestirilir. 1 ul DNA 6rmegine 5 pl bromfenol mavisi ve 5
ul distile su ilave edilir. Hazirlanan bu kangim tarakla olusturulan jelin kuyucuklarina
dikkatlice otomatik pipetle (Gilson Pipetman P20) yiiklenir. Jele yiiklenen numuneler giig
kaynag kullanilarak (Biometra PP4000) 100 V voltajda 30 dk yiiriitiiliir. Bu islem
tamamlandiktan sonra jel UV transilluminatér (UVP TFNL-20E veya BIO-RAD Gel Doc
2000) kullanilarak g6zlemlenir ve DNA bantlar: goriintiilenir.
3.2.4. Absorbans tayini

Ekstraksiyonu yapilan ve agaroz jelde goriintilenen DNA orneklerinin saflik
derecelerini hesaplamak igin Grneklerin 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda optik
dansiteleri (OD) spektrofotometre (Schimadzu UV2100) kullanilarak hesaplandi. DNA
pelletini ¢oziindiirmek icin kullanilan TE soliisyonu blank olarak kullanildi. 50 ul DNA

omegi TE soliisyonu ile 1 ml’ye tamamlandi ve sirayla 260 nm (ODjs) ve 280 nm
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(ODyg0)’de 6lgiimleri yapildi. Sonuglar DNA 6meginin konsantrasyonu pg/ml olacak
sekilde s6yle hesaplandi:
DNA miktar1 (pg/ml) = OD360 X d.f (dilution factor, seyreltme faktorii) X 50
DNA miktart (ug/ml) = ODjgo X d.f (dilution factor, seyreltme faktorii) X 50

Daha sonra ODy¢o/ ODygp hesaplandi. Miller ve ark (1988)’a gore eger sonug 1.8-2.0
arasinda bulunuyorsa, kullanilacak DNA 6rneklerinin miktarlarinin yeterli oldugu
kamsina varildi. Eger sonug 1.8-2.0 degerinden diisiikse protein vs. kalintilarinin mevcut
oldugu anlagilarak bu 6rneklerin ekstraksiyon iglemi tekrarlandi.
3.2.5. PCR safhasi

Calismada PCR karigimu her bir 6rnek i¢in son hacim 15 pl olacak sekilde (tablo 3.3)
0,5 ml’lik steril ependorf tiiplerine hazirlanmigtir. Her PCR reaksiyonunda 2 adet negatif
kontrol (DNA Ornegi ilave edilmemis bir tlip) ve 2 adet pozitif kontrol (daha 6nce yar1
otomatik sekans cihazinda aymi gen bélgeleri yoniinden calisilmug, allel uzunluklan
bilinen DNA o6rnekleri) kullanilarak hem kontaminasyon olup olmadigi, hem de
yiikseltgenmenin dogrulugu kontrol edilmistir. PCR reaksiyonu igin optik dansiteleri
onceden hesaplanan TE iginde ¢dzdiiriillen DNA soliisyonlarindan her 6rnek igin 2,5 ul
kullaniimugtir.

Arastirmada genomik DNA’da 3 mikrosatellit (OarFCB20, OarJMP29 ve OarJMP58)

bolgesi PCR islemi ile ¢ogaltildi (amplifiye edildi).

52



Tablo 3.3. OarFCB20, OarJMP29 ve OarJMP58 lokuslarina ait PCR isleminde kullamlan

kimyasallar ve konsantrasyonlar:

Lokuslar | QarFCB20 | OarTMP29 | OarJMP58
Kimyasa
10XPCR Buffer 1,5 ul 1,5 ul 1,5ul
MgCl12 2,8 ul 0,9 pl 0,9 ul
dNTPs 0,6 pl 0,6 ul 0,3 ul
Primer (F) 1,8 pl 0,2 ul 0,6 pl
Primer (R) 1,8 ul 0,2 pl 0,6 ul
BSA - 0,4 ul 0,4 pl
DNA 2,5ul 2,5ul 2,5l
dATP 0,05 pl 0,05 pl 0,05 pl
Taq 0,06 ul 0,05 ul 0,06 ul
Distile Su 3,89l 8,6 ul 8,09 ul
Toplam 15 ul 15 ul 15 pl

Yiikseltgenen (¢ogaltilan, amplifiye edilen) mikrosatellit bélgelerine ait bilgiler tablo

3.4’de verilmisgtir.

Tablo 3.4, Calismada kullanilan mikrosatellitlere ait bilgiler

Mikrosatellit | Orijin | Kromozom Primer Sekans: (F) Primer Sekansi (R)
QarFCB20 | Ovine 2 aaatgtgtttaagattccatacagtg | ggaaaacccccatatatacctatac
OarJMP29 | Qvine 24 gtatacacgtggacaccgctttgtac | gaagtggcaagattcagaggggaag
OarJMP58 | Ovine 26 gaagtcattgaggggtogetaace | cttcatgttcacaggactttetctg

Mikrosatellit bolgelerinin ylikseltgenme islemleri thermal cycler’da (1s1 déngii cihazi)

(TECHNE Genius FGENO5TD), asagida tablo 3.5°de

gerceklestirilmigtir.

Tablo 3.5. Mikrosatellit bolgelerine ait PCR kosullar

verilen PCR kosullarinda

Sicaklik (°C) Zaman Déngii Sayisi
Oar Oar Oar Oar Oar Oar Oar Oar Oar
FCB20 | JMP29 | JMP58 | FCB20 | JMP29 | JMP58 | FCB20 | JMP29 | JMPS8
94 94 94 3dk 3dk 3dk
94 94 94 25sn 30sn 20sn
56 57 61 20sn 20 sn 20 sn 30 30 35
72 72 72 35sn 35sn 20 sn
72 72 72 10 dk 10 dk 10 dk
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3.2.6. PCR iiriinlerinin varh@mn tespiti

PCR isleminden sonra amplifikasyon {iriinlerinin olup olmadigimi kontrol etmek
amactyla % 1,5’luk agaroz jel kullanilmugtir. 0,45 gr agaroz tartilip 30 ml 0,5XTBE
tamponu (Tris-Borik Asit-EDTA) igerisine konur ve mikrodalga finnda eritilir. Bu
karigim igerisine 1 pl ethidium bromide (10 mg/ml) ilave edilir. Hazirlanan karisim,
igerisinde tarak bulunan jel tepsisine hava kalmayacak gekilde dokiiliir, oda sicakliginda
jel polimerize olana kadar beklenir. Daha sonra tarak dikkatlice ¢ikarihir. Jel tepsisi icinde
TBE (0,5X) bulunan elektroforez tankina yerlestirilir. 1 pl PCR iiriiniine 5 pl bromfenol
mavisi ve 5 wl distile su ilave edilir. Hazirlanan bu kanigim tarakla olusturulan jelin

kuyucuklarina dikkatlice otomatik pipetle yiiklenir. Jel gii¢ kaynag kullanilarak 100 V
voltajda 30 dk yiiriitiiliir. Bu islem tamamlandiktan sonra jel UV transilluminatér
kullanilarak gézlemlenir ve PCR iiriinleri goriintiilenir.

Amplifikasyonu gergeklesmeyen drnekler igin PCR iglemi tekrarlandi, amplifikasyonu
gergeklesen Ornekler ise bir sonraki isleme kadar — 20 °C’de muhafaza edildi.
3.2.7. Poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) ile PCR iiriinlerinin degerlendirilmesi

Amplifikasyon tiriinlerinin varlign % 1,5’luk agaroz jel ile tespit edildikten sonra,
poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) ile PCR iiriinleri degerlendirilerek allellerin
fenotipleri belirlenmistir. PAGE islemi DNA sequencing system (Thermo EC 160) aleti
ve 35 X 45 cm cam plakalar kullamilarak dikey (vertikal) olarak gergeklestirilmigtir.
PAGE isleminin basamaklar: agagida ayn ayr1 anlatiimugtir.
3.2.7.1. Cam plakalarin temizlenmesi

Cam plakalar deterjan kullamilarak yikamp kurutulduktan sonra, cam plakalarmn birer
yiizleri (jel dokiilecek kisim) ilk 6nce distile su ile daha sonra etil alkol ile (% 70°lik)

dikkatlice, yiizeyde elektroforez boyunca ilerleyen DNA fragmentlerine engel olacak

higbirgeyin kalmamas: i¢in temizlenmistir.
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Temizleme isleminden sonra camlardan birinin yiizeyi Sigmacote (Sigma SL-2) ile
muamele edilmistir. Bu sayede elektroforez isleminden sonra camiarin birbirinden kolay
ayrilmasi ve jelin camlardan birinin yiizeyinde bozulmadan kalmasi saglanmugtir.
3.2.7.2. Poliakrilamit jelin hazirlanisi

Elektroforez iglemi igin % 6°lik denaturing poliakrilamit jel kullanilmigtir. 8 M iire
iceren, % 6’lik akrilamit-iire karigiom hazirlandiktan sonra renkli sisede +4 °C’de
muhafaza edildi. Jel dékiilmeden 6nce bir behere 60 ml % 6°lik akrilamit-tire karigim,
600 pl % 10°luk APS (amonyum persiilfat) ve 60 ul TEMED (N,N,N/,N/ -
tetramethylethylendiamine) ilave edilip iyice karismas: saglandi.

% 6’11k Akrilamit-Ure Soliisyonu (1 1t)

Akrilamit: 57 gr

Bisakrilamit: 3 gr

Ure: 480 gr

5 X TBE: 200 ml

Isitilarak eritilir ve distile su ile 1 It’ye tamamlanir.

10 X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Soliisyonu (1 1t) (pH:8.3)
Tris: 108 gr

Borik Asit: 55 gr

EDTANa;: 9,3 gr

Distile su ile 1 1t’ye tamamlanir (pH NaOH kullanilarak 8,3’e ayarlanir).
3.2.7.3. Poliakrilamit jelin dokiilmesi

Cam plakalar arasina jel i¢in bosluk olusturmak iizere 0,4 mm kalinlifinda ve 1 cm
eninde olan plastik gubuklar (spacer) yerlestirilmis ve cam plakalarm kenarlarina jelin
sizmamasi icin plastik kiskaglar tutturulmustur. Jel diizenedi hazirlandiktan sonra

yukarida anlatildifx gibi hazirlanan 60 ml % 6’lik akrilamit-iire kangim iizerine 600 ul %
10’luk  APS  (amonyum persilfaty ve 60 pl TEMED (N,N,N,N-
tetramethylethylendiamine) ilave edilip iyice karigmasi saglandi. Daha sonra bu karigim

cam plakalar arasma, hava boglugu kalmayacak sekilde dokiildii. Jelin {ist kismina

55



numunelerin yiiklenecegi kuyucuklar olusturmak igin jel taragi yerlestirildi ve jelin
polimerize olmasi igin 1.5-2 saat kadar bekletildi. Polimerizasyon islemi tamamlandiktan
sonra jel, alt ve iist haznesinde 1 X TBE soliisyonu bulunan DNA sequencing sistemine
yerlestirildi.
3.2.7.4. Numunelerin jele yiiklenmesi ve yiiriitme iglemi

15 ul PCR iriinii igeren ependorflarin her birine 15 pl yiikkleme tamponu (Loading dye
soliisyonu) eklenerek vortekslenip (Niive NM110) iyice karigmasi saglandi. DNA
fragmentlerinin boyutunu dogru bir sekilde hesaplamak igin o~> P-dATP ile isaretli ticari
bir standart DNA (USB 70770 Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit) (lokusa
6zgl biitiin allelleri igeren standart) kullanilmusgtrr,

Yiikleme tamponu ile karigmalari saglanan numuneler thermal cycler i¢inde 94 °C’de
3 dk tutularak denatiire edilmis ve buz iizerine alinmigtir. Hazirlanan 6rneklerin her biri
bir kuyucuga gelecek sekilde otomatik pipet kullanilarak jele yiiklenmigtir. Her 20
ornekten sonra standart DNA ve yine aym jele pozitif ve negatif kontrollerde
yiiklenmistir.

Yiikleme iglemi tamamlandiktan sonra gii¢ kaynag: kullanilarak jel sistemine 40 W
giic uygulanarak numuneler yaklagik 2% saat ylrtitiilmiistiir.

Loading Dye Soliisyonu

Formamid: 10 ml
Xylene Cyanol FF: 10 mg
Bromophenol blue: 10 mg
0,5 M EDTA (pH:8): 200 pl

3.2.8. Otoradyografi ile DNA bantlarimin goriintiilenmesi ve bant uzunluklarimn
hesaplanmasi

Jelin yiriitme islemi tamamlandiktan sonra cam plakalar elektroforez cihazindan

alimp diiz bir zemine konuldu. Esnek bir yapida olan cam plaka ayiric1 yardimiyla cam

plakalar birbirinden aynldi. Cam plakalardan birinin yiizeyinde kalan jel, kromotografi
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kagidi (Whatman 3 MM) iizerine alinmustir. Kromotografi kagidi iizerine gegen jelin
yiizeyi strech film yardimiyla kaplanmig ve vakumlu bir jel kurutucu (Thermo Savant
SGD2000 Slab Gel Dryer) kullamlarak 80 °C’de 20-25 dk kurutulmustur. Kurutma
isleminden sonra jel karanlik bir odada 151k almayan bir metal kaset (Exposure Casette,
Sigma E-9510) igerisine yerlestirilmig ve iizerine dzel 35 X 45 cm ebadinda otoradyografi
filmi (Kodak Biomax MR-2, Sigma Z35,041-9) yerlestirilmistir. Kullanilan radyoaktif
maddenin yeni veya eski olusuna goére jeller kaset igerisinde 2-5 giin siireyle
bekletilmistir. Daha sonra kasetler S.U Veteriner Fakiiltesi Cerrahi Anabilim Dali’nda
bulunan otomatik film banyosu cihazinda (AFP Imaging Mini-Med/90) karanlik odada
acilarak banyo edilmigtir.
Banyo isleminden sonra jel iizerinde goriinen DNA bantlar1 DNA ladderlar yardimiyla
negatoskop iizerinde okunarak her bir mikrosatellit lokusuna ait allelerin fenotipleri
(heterozigot veya homozigot) ve uzunluklari, ayni jel {izerinde yriitiilen DNA standardi
(DNA Sequencing Kit) yardimyla belirlenmistir. Bu standartlara gére belirlenen uzunluk
degerleri Ek 1°de verilmigtir.
3.3. Veri Analizinde Kullamlacak Istatistiksel Metotlar

Cahgilan mikrosatellit lokuslarina ait allel uzunluklan belirlendikten sonra, bu allel
vzunluklarma ait veriler toplanip bilgisayarda veri matriksi dosyas: olusturularak
mikrosatellitlere ait populasyonlar i¢i ve populasyonlar aras: genetik gesitlilik (varyasyon),
Hardy-Weinberg dengesine uyum, heterozigotluk diizeyleri, Wright'in F istatistik degerleri
GENETIX 4.0 programu (Belkhir ve ark 1996-2000) kullanilarak analiz edilebilir. Bu
program http://www.univ-montp2.fr/~genetix/genetix.htm internet adresindende temin
edilebilmektedir. GENETIX programinda ayrica permiitasyon testi yapilarak

populasyonlarin F istatistik degerlerinin (Fis, Frr ve Fsr) istatistiksel 6nem seviyelerine de

bakilabilmektedir.
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Fis, Fir ve Fgr beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerlerine gore
belirlenebilmektedir (Nei 1987).

Fis, alt populasyonlarda birbirine yakin (akraba) olan bireylerin i¢inde homolog alleller
arasindaki korelasyonlar tamimlar. Yani alt populasyonlarda rastgele birlesen iki gametin
miigterek atadan gelme ihtimalidir. Alt populasyonlardaki akrabali yetistirme katsayisi
olarak tanimlanir. Alt populasyonlar igerisinde Hardy-Weinberg dengesinden sapmalarin
olciilebilmesi i¢in Fig, alt populasyonlar seviyesinde bireylerin akrabalifina deginmektedir
ve Fis = (Hs-Ho)/Hs seklinde hesaplanir.

Fir, toplam populasyonda birbirine yakin bireyler igerisinde birbirinin yerini tutan
allellerdeki korelasyonlar1 tanimlar yani populasyon seviyesinde rastgele birlesen iki
gametin miisterek atadan gelme ihtimalini belirler. Populasyonlarin akrabali yetistirme
katsayisi olarak tanimlanabilir. Fyr ile alt populasyon igerisindeki akrabaligin etkileri ve alt
populasyonlart olan populasyonlarin etkileri hesaplanir. Fir toplam populasyon iizerinden
Hardy-Weinberg dengesinden sapmalarin Sl¢limiidiir ve Fir = (Hr-Ho)/Hr seklinde
hesaplanir.

Fsr, alt populasyonlardaki genetik farkliliklarin 6lgimii igin belirlenen bir degerdir. Bir
lokus agisindan toplumlart karsilastirmada kullanilir. Alt populasyonlarda rastgele ele
alinan iki gametin miisterek atadan gelme ihtimali olup alt populasyonlar arasindaki
genetik farklilifin 6lglistidiir. O ile 1 arasinda deger alir, Belirlenen deger 1°e ne kadar
yakinsa alt populasyonlar miisterek atadan olduk¢a uzaktir demektir ve Fst = (Hr-Hs)/Hr
seklinde hesaplanir.

Burada kullanilan Ho, alt populasyonlarda gozlenen heterozigotluk ortalamasini, Hs;
alt populasyonlarda beklenen heterozigotluk ortalamasini ve Hr; toplam populasyonlardaki

heerozigotluk ortalamasin: ifade etmektedir (Nei 1987).
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Faktoriyel birlestirici analiz (Factorial Correspondence Analysis, FCA) bireyler
arasindaki akrabahigi aragtirmak i¢in yapilan bir analiz olup, ¢oklu boyutta bireylerin
birbirine yakinligimin goriilebilmesi igin yapilmaktadir. Analizde ¢oklu boyutta diagram
¢izebilmek i¢in, her bir bireyin her bir lokustaki allel sayilarina gére lineer bir bigimde
transformasyon yapilmaktadir. Genellikle 3 eksenli ¢izilen gekil daha ¢ok aydinlatic bilgi
icermektedir (Byrne va ark 2001, MacHugh ve ark 1997). GENETIX 4.0 programinda bu
analiz ile bireylerin 3 boyutlu diagram iizerinde haritasi ¢ikarilir.

GENETIX programinda kullanilan veri diizeni ayrica GeneClass (Cornuet ve ark 1999)
programinda da kullanilabilmektedir. GeneClass programu ile Ayrim Testi (Assignment
Test), Dar bogaz (Bottleneck) testide (Cornuet ve Luikart 1996) yapilabilmektedir. Dar
bogaz testi ile populasyonun biiyiikliigiinde yakm gegmiste bir azalmanin olup olmadig:
yani bu populasyonun ge¢mis donemlerde bir darbogazdan gecip ge¢medigi, yok olma

tehlikesi altinda kalip kalmadig1 hakkinda bilgi edinilebilmektedir.

Populations 1.0 istatistik programinda (http://www.cnrs-gif/pge/bioinfo/populations)
GENEPOP dosya diizeni kullanilir. GENETIX programu diizeninde yazilan veriler
GENEPOP programindaki dosya diizenine doniigtiiriilebilmektedir. Bu programda genetik
uzakligin belirlenmesi igin dendrogramlar ¢izilebilmektedir (Neighbor-Joining Tree,
Komsu birlestirme agaci). Bu programda populasyonlar arasindaki D genetik uzaklifina
ve bireyler arasindaki paylasilan allellerin oranlarina dayali olarak komsu birlestirme

agaglar1 (NJT) ¢izilebilir.
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4. BULGULAR
4.1. DNA Ekstraksiyonu Sonuglar:
Standart fenol/kloroform metodu ile ektraksiyonu yapilan ve TE soliisyonu ile
¢ozdiiriilen DNA soliisyonu, OD¢ ve ODago’de spektrofotometrik dlgtimii yapildiktan

sonra, % 0,6’lik agaroz jelde goriintiilenerek (Resim 4.1) ¢alismada yapilan analizlerde

kullanilmigtir.

Resim 4.1. DNA’nin % 0,6’k agaroz jeldeki goriintimii
4.2. Populasyon i¢i Genetik Varyasyon ve Heterozigotluk Diizeyleri

Calismada toplam 7 populasyon, 169 birey ve 3 mikrosatellit lokusu kullanilmistir.
Calisilan 3 mikrosatellit lokusunda toplam 49 adet allel gézlemlenmistir. Bu allellerin 16
tanesi OarFCB20, 19 tanesi OarJMP29 ve 14 tanesi OarJMP58 lokusunda (Resim 4.2, 4.3

ve 4.4) gozlemlenmistir.

Resim 4.2. OarFCB20 lokusuna ait allellerin otoradyografik goriintimii
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Resim 4.3. OarJMP29 lokusuna ait allellerin otoradyografik goriiniimii

DNA 'Standardi

Resim 4.4. OarJMP58 lokusuna ait allellerin otoradyografik gériiniimii

Populasyonlarda tespit edilen lokus basina diigen ortalama allel sayilar1 dagilimi ise
soyledir; 7.3 allel/lokus AA, 11.3 allel/lokus Akkaraman , 8.3 allel/lokus Alman Siyah Bag
(ASB), 10.3 allel/lokus Hasak, 12.3 allel/lokus Hasmer, 6.6 allel/lokus Karacabey
Merinosu, 12 allel/lokus Konya Merinosu populasyonunda gézlemlenmistir.

Populasyonlarda gozlemlenen allel sayilari, lokus bagina diisen allel sayilari ile
gozlenen ve beklenen heterozigotluk diizeyleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Biitiin gozlemlenen alleller igerisinde 4 tanesi sadece tek bir populasyonda goriilmiis
olup, o populasyona &zgii (private allel)’diir. Bu 6zgiin alleller 1’er adet olarak
Akkaraman, Alman Siyah Bas, Hasak ve Hasmer irklarinda gézlemlenmistir. Calisilan 3
lokus agisindan AA, Karacabey Merinosu ve Konya Merinosu irklarinda herhangi bir

populasyona 6zgii allele rastlanilmamigtir.
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Tablo 4.1. Populasyonlarda Gériilen Genetik Cesitlilik

AA | AKK | ASB | HASAK | HASMER | KCBM | KNYM

Numune Sayist 13 28 28 28 30 12 30
0arFCB20 8 12 i 10 12 74 13

He 0.862 | 0.871[0.758 | 0.874 0.901 0.823 | 0.876

Ho 0.692 | 0.821]0.893 | 1.000 0.897 0.917 | 0.767
OarJMP29 T 16 10 12 15 14 14

He 0.754 10.870]0.873 | 0.805 0.890 0.823 | 0.895

Ho 0.846 | 0.643 | 0.786 | 0.786 0.800 0.667 | 0.933
OarJMP58 7 11 8 9 10 6 9

He 0.803 | 0.762 | 0.834 | 0.771 0.710 0.725 | 0.830

Ho 0.846 | 0.821 | 0.893 | 0.786 0.700 0.833 | 0.800
Ortalama/Lokus 73 11.3 8.3 10.3 12.3 6.6 12
Ozgiin Allel 0 1 1 1 1 0 0

Ortalama He/Lokus | 0.806 | 0.834 | 0.822 | 0.817 0.834 | 0.790 | 0.867

Ortalama Ho/Lokus | 0.795 | 0.762 | 0.857 | 0.857 0.799 0.806 | 0.833

4.3. F Parametreleri

Populasyonlar i¢in hesaplanan genel Fis degerlerinin -0.051 ile 0.088 arasinda degistigi

belirlenmistir (Tablo 4.2). Her bir lokus i¢in hesaplanan Fis degerleri Ek 2’de verilmistir.

Tablo 4.2. Fis Degerleri Tablosu

Populasyon Fis
AKKARAMAN | 0.088 ns
ASB -0.044 ns
HASAK -0.051 ns
HASMER 0.043 ns
MERINOS 0.040 ns
AA 0.015 ng
KM -0.021 ns

(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns:istatiksel olarak anlamh degil)

Mevcut allellerin Genetix 4.0 programu kullamilarak, her bir populasyon iginde 1000

kere permiitasyonu yapilmis ve hesaplanan Fis degerlerinin dagilim grafigi cizilerek;

gergek Fis degerlerinin bu dagilim grafikleri ile karsilagtinlmast ile yapilan “‘Gnemlilik

testi (Significant test)”” sonucu populasyon Fis deBerlerinin “‘6nemli (significant)

olmadigr’” goriilmiistiir.
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Populasyonlar arasi varyasyonun énemli olup olmadifini gérmek igin Fsr degerleri

hesaplanmig (Tablo 4.3) ve yine Fsr degerleri iginde ‘6nemlilik testi’” yapilmustir. Biitiin

lokuslar i¢in hesaplanan Fsr degeri 0,053 olup bu degerin istatistiki olarak énemli oldugu

(P< 0,001) belirlenmistir.

Tablo 4.3. Fsr (Alt diagonal) ve D (Ust diagonal) Degerleri Tablosu

AKK ASB HSK HSM KMER AA KCBM
AKK 0.356 0.168 0.221 0.225 0.184 0.339
ASB |0.096™** 0.360 0.282 0.362 0.430 0.406
HSK |0.026** 0.105™** 0.145 0.207 0.139 0.324
HSM | 0.027*** 0.083*** ]0.008ns 0.121 0.236 0.285
KMER | 0.043*** 0.077*** 10.039*** |0.024** 0.313 0.305
AA 0.026 0.116*** ]0.001ns | 0.034** 0.043** 0.412
KCBM | 0.039** 0.113** ]0.053*** |0.033** 0.064*** 0.078**

(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns:istatiksel olarak anlamh degil)

4.4. Filogenetik iliskileri Gosterir Sema Agaclar

Yukardaki tabloda goriilen (iist diagonal) Nei’nin Da genetik uzakligi kullanilarak

komsu birlestirme (Neighbor Joining, NJ) metodu ile gizilen agaca bakildiginda Alman

Siyah Bag ve Karacabey Merinosu farkli birer grup, Hasak, AA ve Akkaraman birlikte bir

grup ve Hasmer ile Konya Merinosu farkli bir grup olusturmustur (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Neighbor Joining Metodu fle D, Olgiitii Kullanilarak Cizilen Agag
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Gruplar incelendiginde Alman Siyah Bas ve Karacabey Merinosu agacin ayn1 tarafinda
farkli birer grup olusturmustur. Bu iki 1k ayn1 ¢iftlikte bulunmaktadir. Ayrica Karacabey
Merinosu yurt disindan ilkemize getirilen Merinoslarm Kivireik ki koyunlarla
melezlemesiyle olusmustur. Alman Siyah Bas ve Karacabey Merinosu arasindaki Fgr
degeri 6nemli (P<0.001) olup, aralarindaki Da (0.406) genetik uzaklik degeri de diger
populasyonlara gére oldukea yiiksek gériinmektedir.

Apag incelendiginde Hasmer ve Konya Merinosu yine bir arada goriilmektedir.
Aralarindaki Da genetik uzakhk degeri (0.121) oldukga diisiik oldugu goriilmektedir.
Hasmer wki olusturulurken melezlemede Konya Merinosu, Alman Siyah Bas ve
Hampshire Down (HD) irklart kullamlmistir. Melezlemede, agagtan goriildiigii gibi
Merinos ve Alman Siyah Bas etkisinin fazla oldugu gériilmektedir.

Diger bir grupta yine melez irklar olan AA ve Hasak populasyonlaridir. Zaten bu iki
populasyon arasindaki Fsr degerinin istatistiki olarak onemsiz (P>0.5) oldugu
goriilmektedir. Bunlarda da daha ¢ok Akkaraman ve HD 1k etkisi goriilmektedir. Hasak
k1 olusturulurken yine Akkaraman, Alman Siyah Bas ve Hampshire Down irklarn
kullanilmistir. AA populasyonu ise Akkaraman ve ASB irklarmin F1 melezleridir. AA-
Akkaraman ve Hasak-Akkaraman populasyonlar: arasindaki D genetik uzaklik degerleri
de srayla 0.184 ve 0.168 olup, bunlarinda genotip olarak birbirlerine oldukga yakin
olduklar goriilmektedir.

Bireyler arasi allel paylasim uzakliklart (ASD) ile NJ metodu kullamlarak cizilen
agacta (Sekil 4.2) aym populasyonlara ait bireylerin yer yer bir arada oldugu fakat araya
bagka populasyonlarinda karigtigi goriilmektedir. Yine populasyonlar arast uzaklig

gosteren afagta (Sekil 4.3) yukarda Sekil 4.1°de gosterilen agacin verilerini

desteklemektedir.
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Asagida (Sekil 4.3) verilen agagta goriildiigii gibi, Sekil 4.1°deki agact destekler
nitelikte ASB ve KCBM agacin bir bolgesinde, KMER ve HSM vyine birlikte bir grup ve
AA, HSK ve AKK ise birlikte bir grup olmak tizere 3 farkli grup olusmustur. Hasmer
populasyonu  Merinoslara yakin gbriiniirken, Hasak populasyonlari Akkaraman
populasyonlarina yakin bulunmaktadir. Hasmer olusturulurken Merinos disiler, Hasak
olusturulurken Akkaraman disiler kullanilmistir. Bu Merinos ve Akkaraman etkileri de

gayet agik sekilde goriilmektedir.

Sekil 4.2. ASD ile Neighbor Joining Metodu Kullanilarak Gizilen Agag
(A:AKK, B: ASB, C: HSK, D: HSM, E:KMER, F: AA, G:KCBM)
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4.5. Faktoriyel Birlestirici Analiz Sonuclar1 (Factorial Correspondence Analysis;
FCA)

Bireylerin genetik gesitliligini gosteren FCA grafiginde Alman Siyah Bag (Mavi renkli)
ki diger wklardan ayrilmis ve en uzakta goriilmekte, diger iklarin ise bir arada
kiimelestigi goriilmektedir (Sekil 4.4).

4.6. Bireylerin Hangi Populasyona Ait Oldugunu Belirleme Testi (Assignment Test)

Gene Class programui kullanilarak yapilan testte, bireyler kendi populasyonlarindan
bagka, en az 2 farkli populasyona daha dahil edilmektedir. Yani bireyler ¢alisilan 3 lokus

bakimindan genotip olarak kendi fenotiplerindeki irkta gruplanmamigtir. (Ek 3)
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Sekil 4.4. FCA Grafigi

Mavi:ASB, Sari:AKK, Gri:HASMER, Pembe:MERINOS, Yesil:AA, Beyaz:HASAK,

Koyu Mavi: KARACABEY MERINOSU
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4.7. Sunulan Caliymadaki Bulgularmm Kivircik ve Daglic Populasyonlanyla Birlikte
Degerlendirilmesi
Yapilan ¢alismada elde edilen bulgular, yerli koyun irklarimizda mikrosatellitlerle populasyon
genetifi calismalarini siirdliren aragtiricilardan temin edilen Kivircik (Soysal ve ark 2001) ve
Dagli¢ (Togan ve ark 2004) populasyonlarinda ayni mikrosatellit bolgelerine ait verilerinde
kullamilmasiyla tekrar yorumlanmgtir.
4.7.1. Populasyon ici genetik varyasyon ve heterozigotluk diizeyleri
9 populasyon birlikte degerlendirildiginde 3 mikrosatellit lokusunda toplam 61 adet allel
g('izlemlennlis. ve bu allellerin 18 tanesi OarFCB20, 27 tanesi OarJMP29 ve 16 tanesi
OarJMP58 lokusunda g6zlemlenmistir. Tablo 4.1°de belirtilen lokus bagina diisen ortalama
allel sayilarmna ek olarak Kivircik ve Dagli¢ populasyonlarinda lokus basmna ortalama 11,3’er
adet allel tespit edilmistir. Ttim g6zlemlenen alleller igerisinde 11 tanesinin populasyona
6zgiin oldugu ve bu allellerin 1’er adet Akkkaraman, Hasak, Hasmer populasyonlarinda, 6
adet Kivircik ve 2 adette Daglic populasyonlarinda oldugu tespit edilmigtir (Ek 4).
Laboratuarimizda ¢alisilan 7 populasyonla birlikte Kivircik ve Dagli¢ populasyonlarimin
birlikte degerlendirilmesiyle elde edilen, populasyonlarda gézlemlenen allel sayilari, lokus

basina diigen allel sayilan ile gézlenen ve beklenen heterozigotluk diizeyleri tablo 4.4’te

gOsterilmigtir.
Tablo 4.4. Populasyonlarda Gériilen Genetik Cegitlilik
AA | AEKK | ASB | HSK | HSM | KCBM | KNYM | KIVIRCIK | DAGLIC
Numune Sayist 13 28 28 28 30 12 30 24 33
0arFCB20 8 [ 12 | 7 | 10 ] 12 7 13 11 10
He 0.862|0.871]0.758|0.874| 0.901| 0.823 | 0.876 | 0.902 0.811
Ho 0.692]0.821]0.893] 1.000{ 0.897| 0.917 | 0.767 | 0.875 0.849
OarJMP29 7 | 11 [ 10| 12| 15 7 14 14 14
He 0.75410.870[0.873]0.805| 0.890] 0.823 | 0.895 | 0.840 0.877
Ho 0.8460.643 | 0.786 | 0.786| 0.800| 0.667 | 0.933 | 0.792 0.818
OarJMP58 7 | 11 ] 8 9 [ 10 6 9 9 10
He 0.803|0.762|0.834| 0.7710.710| 0.725 { 0.830 0.738 0.796
Ho 0.846]0.821]0.893|0.786 | 0.700 | 0.833 | 0.800 | 0.455 0.724
Ortalama/Lokus 73 | 113 | 83 | 103 [ 123 | 66 12 11.3 11.3
Ozgiin Allel 0 1 0 1 1 0 0 6 2
Ortalama He/Lokus | 0.806 | 0.834] 0.822]0.817] 0.834] 0.790 | 0.867 | 0.827 0.828
Ortalama Ho/Lokus | 0.795 0.762 | 0.857 | 0.857 [ 0.799 | 0.806 | 0.833 | 0.707 0.797

NOT: Italik karekterde yazilan veriler Tablo 4.1°de sunulmustu.
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4.7.2, F parametreleri

Populasyonlar i¢in ayr ayr1 hesaplanan genel Fis degerlerinin -0.051 ile 0.148 arasinda

degistigi belirlenmistir (Tablo 4.5). Biitiin populasyonlar igin hesaplanan Fis degeri 0.030

olup bu degerin istatistiki olarak 6nemli olmadigi (P > 0.5) fakat Kivircik populasyonu i¢in

hesaplanan Fis degerinin istatistiksel olarak énemli oldugu (P<0.01) belirlenmistir.

Tablo 4.5. Fis Degerleri Tablosu

Population Fis
AKKARAMAN [ 0.088ns
ASB -0.044ns
HASAK -0.051ns
HASMER 0.043ns
KMER 0.040ns
AA 0.015ns
KCBM -0.021ns
KIVIRCIK 0.148%**
DAGLIC 0.038ns
GENEL 0.030ns

(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns:istatiksel olarak anlamli degil)

Biitiin lokuslar igin hesaplanan Fsr degeri 0.071 olup bu degerin istatistiki olarak
onemli oldugu (P< 0.001) belirlenmistir. Biitiin populasyonlar igin hesaplanan Fgsr degerleri
tablo 4.6°da gosterilmistir. Biitiin populasyonlarm birbirinden farkli oldugu fakat Hasak-

Hasmer ve Hasak — AA populasyonlar: arasindaki farkimn istatistiki olarak énemsiz oldugu

gorilmektedir.

Tablo 4.6. Fsr (Alt diagonal) ve D (Ust diagonal) Degerleri Tablosu

AKK ASB HSK HSM KMER AA KCBM KIV DAG
AKK 0.356 0.168 0.221 0.225 0.184 0.339 0.278 0.354
ASB 0.096%x* 0.360 0.282 0.362 0.430 0.406 0.516 0416
HSK 0.026%** 0.105%* 0.145 0.207 0.139 0.324 0.340 0.395
HSM 0.027** 0.083 %4 0.008ns 0.121 0.236 0.285 0.349 0.438
KMER 0.043%* 0.077k 0,039tk 0.024** 0.313 0.305 0.355 0.489
AA 0.026* 0.116%0* 0.001ns 0.034** 0.043%* 0.412 0.439 0.410
KCBM 0.039%* 0. 1] 3%k 0.053 %4 0.033%* 0.064%#x 0078k 0.386 0.432
KIV 0.1074x* 0.144% %% 0,12 0.124p%* 0.095%** 0.116%*%* 0.153%%* 0.477
DAG 0.016* 0.104%x%x 0.063%x* 0.063%** 0.075%»* 0.070** 0.080Q%* 0.115%%»

(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.,001, ns:istatiksel olarak anlamh degil)

Populasyonlarin D degerlerine bakildiginda en biiyiik genetik uzakhgin Alman Siyah
Bag — Kivireik populasyonlan arasinda, en diigiik genetik uzakligin ise Hasmer — Konya

Merinosu populasyonlar arasinda oldugu goriilmektedir.
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4.7.3. Filogenetik iliskileri gosterir jema agaglar
Nei’nin Da genetik uzakligi kullamilarak komgu birlestirme metodu (NJT) ile gizilen

agacta 3 ana grup olustugu gorillmektedir (Sekil 4.5).

HIVIRCIIG
~ AKICARAMAN
@
HASAK
h3
. AR
[ e e HASMER
‘ B
| » , KONYA
WERIMOSU
KARACABEY
MERIHOSL
W
238
k3
DAGLIG

B

Sekil 4.5. Neighbor Joining Metodu Ile D5 Olgiitii Kullamilarak Cizilen Agag

Bu gruplardan birisi, tek bagma Kivircik populasyonudur ve diger populasyonlardan
ayri olarak gruplagmugtir.

Ikinci grupta Akkaraman, Hasak ve AA populasyonlar bir grup ve Hasmer ile Konya
Merinosu populasyonlarida bagka bir grup olusturmustur. Bunlardan Hasak ve AA birlikte
gruplanmis olup Fst degerleride istatistiki olarak énemsiz bulunmustur.

Ugiincii grup ise Karacabey Merinosu, ASB ve Dagli¢c populasyonlarmdan meydana
gelmektedir. Fakat tablo 4.6’da goriildiigii gibi bu grubu olusturan populasyonlarin
birbirine uzaklig1 fazladir. Hasmer-Konya Merinosu veya Hasak-AA populasyonlarindaki
genetik yakinlik bu grupta yoktur.

Populasyonlar arasi uzaklifi gosteren agacin bagka bir gorliiniimi de sekil 4.6°da

verilmigtir. Bu agagtada gruplanma aym sekilde olmustur. Kivircik populasyonu tek basina,
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Akkaraman, Hasak, AA ile Konya Merinosu ve Hasmer birlikte biiyiik bir grup ve son

olarakta Karacabey Merinosu, Alman Siyah Bas ve Dagli¢ ayrt bir grup olarak agaci

sekillendirmigtir.
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ASB /
\ /
Vi
\\ y
\ /
\\ ,
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K‘\\/‘
KARACABEY .
MERINOSU T 2 - KIVIRCIK
——

\.‘f&_q__
' AKKARAMAN
™=
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MERINOSU ~— /f N
HASMER - HASAK
ai i AA

Sekil 4.6. Neighbor Joining Metodu le Cizilen Agacin Baska Bir Goriintimii
Bireyler aras1 allel paylasim uzakliklari (ASD) ile ¢izilen agagta (Sekil 4.7) ise yine Sekil
4.2°de belirtildigi gibi ayn1 populasyonlara ait bireylerin yer yer bir arada oldugu fakat araya

baska populasyonlarmda karistig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.7. ASD ile Neighbor Joining Metodu Kullamlarak Cizilen Agag
(A:AKK, B: ASB, C: HSK, D: HSM, E:KMER, ¥: AA, G:KCBM, H: K1V, I: DAG)
4.7.4. Faktoriyel birlestirici analiz senuglar: (Factorial Correspondence Analysis; FCA)
FCA grafiginde ASB ve Kivireik irklars diger populasyonlardan ayrilarak kendi graplarin:
olusturmuglar ve yine Dagli¢ irkida diger populasyonlara yakin olmakla beraber bireyleri
birlikte guplanmstir. Diger populasyonlann ise birlikte ve kangik gruplandify goriilmektedir
(Sekil 4.8).
4,7.5. Bireylerin hangi populasyena ait oldugunu belirleme testi (Assignment Test)
Gene Class program kullamlarak yapilan testte, bireyler kendi populasyonlarindan bagka,
en az 2 farkl: populasyona daha dahil edilmektedir. Yani bireyler ¢alisilan 3 lokus bakimindan

genotip olarak kendi fenotiplerindeki irkta gruplanmamugtir (Ek 3).
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Sekil 4.8. FCA Grafigi
Yesil: DAG, Kahverengi: KIV, Sari: AKK, Beyaz: HSK, Pembe: AA, Gri: KM, Mavi: ASB,

Koyu Yesil: KMER , Koyu Mavi: HSM
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5. TARTISMA ve SONUC

Cok yonlii verim o6zelliklerine sahip ve bu ozelligiyle biitiin iilkelerde ekonomi
igerisinde dénemli bir yeri olan koyun, ayn1 zamanda degerli bir gen kaynagidir. Bruford ve
ark (2003)’'nin da vurguladiklarn gibi, koyunun evciltme merkezine en yakin yerel
irklardan olan Tiirkiye’deki' yerli koyun irklar1 ve melezlerinin gen kaynagi olarak
Onemleri biiyiiktiir. Diinyada koyunla iigili DNA markerlariyla yapilan genetik
calismalarin sayisi oldukga fazladir. -Ancak iilkemizde konu ile ilgili galigmalarin
yetersizligi sunulan ¢alismanin 6nemini artirmaktadar.

Calismada 3 adet mikrosatellit marker kullanilarak, iilkemizde melezleme
caligmalartyla elde edilen Hasmer ve Hasak koyun genotipleriyle, bunlarin olusumunda
kullanilan yerli ve yabanci koyun wrklar arasindaki benzerlik ve farkliliklar ortaya
konulmaya c¢alisilmistir. Ayrica ¢alismanin bir diger amaci da, yerli irklanimizda ¢alisan
diger arastiricilardan (Togan ve ark 2004, Soysal ve ark 2001) saglanan verilerin de
kargilagtirmali olarak kullanilmasiyla tilkemizdeki yerli ve melez koyun wrklarinda genetik
cesitlilik (heterozigotluk) diizeylerinin, populasyonlar arasi ve populasyon i¢i genetik
farkliliklarin ve galigmada adi gegen fenotipik olarak bir wrka ait olan bireylerin, genotipik
olarak hangi diizeyde o irka ait olduklarinin belirlenmesidir. Diger arastm"cxlardan (Togan
ve ark 2004, Soysal ve ark 2001) elde edilen verilerin kullanilmasinin bir nedeni de,
sunulan galigmadaki populasyonlarin melezleme ¢aligmalar1 nedeni ile akraba olmalarina
karsin s6z konusu arastiricilarin kullandiklart Kivircik ve Dagli¢ populasyonlarinin, bu
caligmanin materyalini olusturan populasyonlarla bir akrabalik iligkisi bulunmamasi ve bu
populasyonlarin katilim ile yapilan kargilagtirmali analizlerin akrabalar arasindaki
iliskilerin diizeylerinin daha iyi gozlemlenebileceginin diigiiniilmesidir.

DNA ekstraksiyonu igin materyal olarak kan kullanilmustir. Kandan DNA

ekstraksiyonu standart fenol/kloroform yontemi ile yapilmugtir. Ideal olan DNA saflig1 igin
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OD,60/OD52gg oraminin 1.8-2.0 arasinda olmasi onerilmekte ve bu oramin diigiik olmas:
ortamda protein varlifinin isareti olarak degerlendirilmektedir (Miller ve ark 1988). Bu
¢alismada da kullanilan DNA 6rneklerinin OD,40/OD5g9 oraninin 1.8-2.0 arasinda olmasina
Ozen gosterilmis ve oranlann verilen sinirdan diisiik olmasi hallerinde Grnekler tekrar
ekstrakte edilmiglerdir.

Elde edilen DNA’larla yapilan PCR isleminden sonra ortaya ¢ikan iiriinler, denatiire
dikey jel elektroforezi kullanilarak elektroforez islemine tabi tutulmustur. PCR agamasinda
dNTP’lerden birisi (dATP) radyoaktif isaretli olarak kullanildigindan elektroforez
isleminden sonra jel, otoradyografi iglemine tabi tutularak gériintiiler 6zel rontgen filmleri
lizerine almmig ve bu sayede alleller arasmdaki bir bazlik degisimler bile
hesaplanabilmistir. Cerit ve ark (2001) goriintiileme iglemi i¢in giimiis boyama tekniginin
de diigiik maliyetli ve ¢ok kullanilan tekniklerden birisi oldugunu, ancak bu y6ntemde jel
lizerinde bantlar digindaki bolgelerinde boyanmasmin s6z konusu olabilecegini
bildirmiglerdir. Bu c¢aliyjmada da benzer sonuglarla kargilasilmig, otoradyografik
goriintiilerde ilgili bdlgenin disindaki bélgelerde de bant goriintiisii (non-spesifik bantlar)
alindigindan bantlarin koyulugu, bulundugu bolge, pozitif kontrollerle denenme, aym
bireylerden 6rneklerin bazen 2-3 kez jel iizerinde yiiriitiilmesi ile sonuglarin dogrulugu
saglanmugtir.

Mikrosatellit markerlar ¢iftlik hayvanlarinda pedigri analizleri ve populasyon genetigi
caligmalarinda oldukga yaygin bir sekilde kullamilmaya baglanmugtir (Luikart ve ark 1999).
Yapilan ¢aligmada 1 melez, 1 yabanci, 2 adet melezleme ¢aligmalariyla elde edilen yeni
genotipler, 3 adet yerli olmak tizere 7 adet koyun populasyonu kullamilmigtir. Ayrica yerli
koyun irklarinda calisan diger arastiricilardan (Togan ve ark 2004, Soysal ve ark 2001)
temin edilen Kivircik ve Dagli¢c populasyonlarina ait mikrosatellit verileri de kullamlarak

toplam 9 populasyon birlikte degerlendirilmistir.
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5.1. Genetik Cesitlilik ve Hardy-Weinberg Dengesi

Sunulan c¢alismada 3 mikrosatellit lokusu (OarFCB20, OarJMP29 ve OarJMP58)
yoniinden populasyon igi ve populasyonlar aras: genetik varyasyonun (gesitliligin) yine
evcil hayvanlarda mikrosatellitlerle yapilan ve agagida Ozetlenen bazi caligmalardan
yiiksek oldugu gozlenmistir.

Gutiérrez- Espeleta ve ark (2000) koyunlarda 9 mikrosatellit lokusu kullanarak
yaptiklar: bir galigmada genetik ¢esitliligi 0.184 ile 0.732 degerleri arasinda bulduklarim
bildirmiglerdir. Baltik koyun wklarinda 7 populasyon ve 15 mikrosatellit lokusu
kullamilarak yapilan bagka bir c¢aliymada (Grigaliunaite ve ark 2003) beklenen
heterozigotluk (He, expected heterozygosity) degerlerinin 0.574 — 0.760 arasinda
gozlemlendigi, Diez — Tascon ve ark (2000) ise Merinos irki koyunlarda bu degerleri 0.679
— 0.763 arasinda bulduklarmi bildirmektedirler. 1998 yilinda Ispanyol yerli koyun
rklarinda mikrosatellitlerle genetik iligkinin arastirildigi bagka bir ¢alismada ise (Arranz
ve ark 1998) ortalama gézlenen heterozigotluk (Ho, gozlenen heterozygosity) degerlerinin
0.713 — 0.771 arasinda bulundugu bildirilmektedir.

Diger bazi evcil hayvanlarda da mikrosatellitlerle yapilan ¢aligmalara bakildiginda;
Hanslik ve ark (2000 ) Eski ve Yeni Diinya Holstein sigir irklarinda heterozigotlugun 0.43
— 0.53, Schmid ve ark (1999) Isvigre sigir irklarinda 0.60 ~ 0.69 arasinda oldugunu, keza
sigirlarda Moazami-Goudarzi ve ark (1997) 0.53 ~ 0.66, Kantanen ve ark (2000) 0.45 -
0.69, Machugh ve ark (1997) 0.432 — 0.658, Loftus ve ark (1999) ise 0.54 — 0.79 arasinda
degerlerin bulundugunu bildirmislerdir. |

Isvigre kegilerinde (Saitbekova ve ark 1999) ortalama heterozigotlugun 0.51 — 0.58

arasimda oldugu bildirilirken, Cin yerli kegi irklarmnda (Li ve ark 2002) He degeri 0.611-

0.784 arasinda bulunmustur.
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Yapilan bazi ¢aligmalarda belirlenen toplam allel sayilan incelendiginde, Schmid ve
ark (1999) 5 Isvigre sigir wkinda 30 mikrosatellitle yaptiklar: ¢aligmada toplam 255 adet
allel, Farid ve ark (2000) 10 koyun populasyonunda 10 mikrosatellit lokusu kullandiklan
caligmada toplam 93 adet allel, Soysal ve ark (2001) 3 mikrosatellit lokusuyla 5 koyun
populasyonunda yaptiklari ¢aligmada ise toplam 45 adet allel tespit ettiklerini
bildirmektedirler.

Sunulan ¢alismada, kullanilan populasyonlarda goriilen genetik gesitliligin oldukg¢a
yiiksek oldugu ve ortalama He degerlerinin 0.790 — 0.867 ve Ho degerlerinin de 0.762 —
0.857 arasinda oldugu gézlenmistir. Toplam 49 adet allel tespit edilmis, bu allellerden 16
tanesi OarFCB20 lokusunda, 19 tanesi OarJMP29 ve 14 tanesi de OarJMP58 lokusunda
belirlenmigtir. Bulunan 49 adet allelden 4 tanesinin 6zgilin ailel oldugu gozlemlenmistir,
Ayni populasyonlara Togan ve ark (2004)’nin Dagli¢ ve Soysal ve ark (2001)’nin Kivircik
populasyonlarinin verileri de ilave edildigi zaman, He degerlerinin yine aym sekilde 0.790
— 0.867 oldugu ve Ho degerlerinin ise benzer olarak 0.707 — 0.857 arasinda oldugu
gozlemlenmistir. Yine bu populasyonlarin ilavesiyle gézlemlenen toplam allel sayismnin 61
adete yiikseldigi ve bu allellerden 18 tanesi OarFCB20 lokusunda, 27 tanesi OarJMP29 ve
16 tanesi de OarJMP58 lokusunda gozlemlenmis olup, 11 tanesinin 6zgiin allel oldugu
tespit edilmistir.

Yukarnida belirtilen sonuglara bakildiginda genetik ¢esitliligin koyunlarda
mikrosatellitlerle yapilan ¢aligmalarda bildirilen degerlerden yiiksek oldugu goriilmektedir,
Bu yiiksekligin sebebi, ¢alisilan lokuslarin yiiksek heterozigotluklarindan veya Tiirkiye’nin
cografi agidan koyunun evcillestirme kaynaklarina yakin olusundan ya da yeterli diizeyde
seleksiyon ¢aligmasi yapilamamasindan kaynaklanmisg olabilir.

Soysal ve ark (2001)’nin Tiirkiye’deki yerli ve melez koyun irklarnin kullanildig

mikrosatellitlerle yapilan ¢aligmalarinda populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik
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gesitliligin oldukea yiiksek oldugu, OarFCB20 lokusu yoniinden Akkaramanlarda 9, Konya
Merinoslarinda 7 allel saptanirken, ortalama beklenen heterozigotluk (He) degerini 0.75-
0.77 arasinda bulundugunu bildirmektedirler. Bu ¢aligmadaysa ayni wrklara ait allel sayilar
12 - 13 ve He degerleri 0.871 — 0.876 olarak bulunmugtur.

Degerlerin Soysal ve ark (2001)’in degerlerinden yiiksek olmasinn ¢alismada
kullanilan Akkaraman populasyonlarina ait orneklerin 3 farkli bodlgeden toplanmug
olmasindan, Konya Merinoslarinin aym ¢iftlikten alinmig olmasina karsin 3 yil sonra
orneklenmesi ve bu siire iginde populasyona yeni bireylerin girmis olma ihtimalinden
kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir. Ancak hem Soysal ve ark (2001)’nin ¢aligmalarinda
hem de bu ¢alijmada Konya Merinosu populasyonuna ait herhangi bir o6zgiin allele
rastlanilmamasi yapilan ¢alismanin sonuglarini destekler niteliktedir.

Tablo 5.1. Bazi evcil hayvan populasyonlarinda mikrosatellitler ile yapilan ¢alismalarin karsilagtiriimas:

Tiir Ismi | Lokus He Ortalama Allel Sayist Kaynak

Koyun | 10 Adet | 0.184 -0.732 24-44 Gutiérrez- Espeleta ve ark (2000)

Koyun | 15 Adet | 0.574 -0.760 4.4-109 Grigaliunaite ve ark (2003)

Koyun | 20 Adet | 0.679 —0.763 - Diez-Tascon ve ark (2000)
Sigir | 39 Adet | 0.43-0.53 - Hanslik ve ark (2000)
Sigar | 30 Adet 0.60 0.69 - Schmid ve ark (1999)
Sigir 17 Adet | 0.53-0.66 6-77 Moazami-Goudarzi ve ark (1997)
Kegi 20 Adet | 0.51-0.58 . - Saitbekova ve ark (1999)
Kegi 17 Adet | 0.611 -0.784 524-7.71 Li ve ark (2002)

Koyun | 3 Adet | 0.790 - 0.867 6.6—12.3 Sunulan Calisma

He: Beklenen Heterozigotluk

Populasyon ve Ornek sayisi, lokuslarda beklenen heterozigotluk ve ortalama allel
sayilar igin 6nemli bir etkendir. Stahlberger-Saitbekova ve ark (2001) Isvigre koyun
rrklarinda OarFCB20 ve OarJMP29 mikrosatellitleriyle genetik iligkiyi aragtirmus, bu
lokuslara ait allel sayilarini ve ortalama He degerlerini sirasiyla, OarFCB20 lokusunda 15
ve 0.71, OarJMP29 lokusunda ise 20 ve 0.78 olarak bulmuslardir. Sunulan galismada

degerler, OarFCB20 lokusunda 18 ve 0.853, OarJMP29 lokusunda ise 27 ve 0.847 olarak
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bulunmustur, ortalama He degerleri arasinda kiigiik farkliliklar olmasina ragmen, bu
calismada lokuslarda goriilen allel sayilarinin daha yiiksek oldugu gozlenmis, bu farkliligin
caligtlan populasyonlarin farkliligindan ya da populasyonlarin ilk evcillegtirilmedeki ata
populasyonlara yakin olmalarindan, belki de Avrupa’daki koyunlar kadar kesin ve siki bir
seleksiyon baskisinda olmamalarindan kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir.

Diez-Tascon ve ark (2000) 6 farkli Merinos irki koyunda OarFCB20’ninde yer aldig:
20 adet mikrosatellit lokusu fizerinde ¢aligmuslar ve OarFCB20 lokusunda 13 allel
saptarken, heterozigotluk oranmin 0.679 ile 0.763 arasinda degistigini gdzlemisler ve
Merinos populasyonlan arasindaki genetik gesitliligin birbirlerinden fazla farkli olmadigim
bildirmiglerdir. Sunulan galigmada ayni lokus agisindan Karacabey Merinosunda 7, Konya
Merinosunda 13 adet allel belirlenirken, He degerleri Karacabey Merinosu’nda 0.823,
Konya Merinosu’nda 0.876 olarak gozlenmis ve heterozigotluk diizeylerinin Diez-Tascon
ve ark (2000)’min bildirdigi diizeylerden yiiksek oldugu goriilmiis, bu olgunun
populasyonlarin  farklilifindan kaynaklanabilecegi diigtintilmiistiir. Allel sayilan
bakimindan Konya Merinosu aragtiricilarin sonuglari ile uyum gdsterirken, Karacabey
Merinosunun allel sayilart diisiik bulunmustur. Bu farklihigin nedenlerinden birisi
Karacabey Merinosu igin kullamlan ornek sayisimn azhigi (n=12) olabilir. Ayrica
Karacabey Merinosu’nda ortalama Ho degerinin He degerinden yiiksek olmasi, ya ebeveyn
olarak oldukga farkli kosullarda yetistirilmis bireylerin bir jenerasyon dnce melezlendigini
ve bu F1 veya F2 melezlerinde ¢alisildigim ya da siiriiye kisa bir siire 6nce yeni bireylerin
katilmug olabilecegini akla getirmektedir.

Arranz ve ark (1998) Ispanyol koyunlarinda yaptiklari bir ¢alismada lokus basina
diisen ortalama allel sayis1 (9.9) ve ortalama heterozigotluk (0.771) bakimindan en yiksek
genetik gesitlilifin Merinos ki koyunlarda goriildiigiindi bildirmektedirler. Aymi

aragtincilarin baska bir ¢aligmasinda (Arranz ve ark 2001a) yine Merinos wkimin her
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lokusta gozlenen allel sayisi bakimindan en yiiksek degere sahip olduklarmi (MAF70
lokusunda 16 allel) belirtmiglerdir. Sunulan ¢aligmada da Konya Merinosu’nda ortalama
He degerinin 0,867 bulunmast ve OarJMP29 lokusunda 14 allel gozlenmesi
Merinoslardaki genetik ¢esitliligin  yiiksek oldugunu desteklemektedir. Karacabey
Merinosu’nda ise OarFCB20 ve OarJMP29 lokuslarnda 7°ser adet allele rastlanirken
ortalama He degeri 0.790 olarak gozlemlenmis ve 6rnek sayisi az olmasina ragmen genetik
cesitliligin yiiksek oldugu goriilmektedir.

Farid ve ark (2000) 10 koyun irkinda 10 mikrosatellitle yaptiklan ¢alismada hem lokus
bagma diisen ortalama allel sayisim (4.3 — 6) hem de He degerlerini (0.53 — 0.67) daha
diigikk oranda bulduklarini ve fenotipik karakterlere gore yapilan seleksiyonun genetik
¢esitlilifin azalmasina neden oldugunu bildirmektedirler. Yine Boyce ve ark (1997)’nin 14
koyun populasyonunda mikrosatellitlerle yaptiklart ¢aligmada, lokus bagina diigen ortalama
allel sayisimin 2.3 — 5 arasinda oldugunu, He degerlerinin ise 0.359 — 0.766 arasinda
degistigi bildirilmektedir.

Sunulan ¢aligmada ise lokus bagina diisen ortalama allel sayisi 6.6 — 12.3 arasinda,
ortalama He ise 0.790 — 0.867 degerleri arasinda gozlemlenmistir. En diisiik allel sayist
Karacabey Merinosu’'nda (6.6) goriillitken en yiiksek allel sayis1 Hasmer (12.3)
populasyonunda goriilmiigtiir.

Luikart ve ark (1999)’mn ebeveyn tayini igin kegilerde kullandiklar
mikrosatellitlerden biriside yine koyun mikrosatellitlerinden olan OarFCB20’dir. Bu lokus
agisindan He degerlerinin 0.497 — 0.513 arasinda oldugu allel sayisinin da 4 — 7 arasinda
degistigi bildirilmektedir. Sunulan ¢aliymada ise aym lokus agisindan He degerlerinin
0.758 — 0.902 arasinda oldugu ve allel sayilarinin da 7 -13 arasinda degistigi ve kegilerden

yiiksek oldugu gézlemlenmisgtir.
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Alman Siyah Bas, Hasak ve Karacabey Merinosu irklarinda ortalama Ho degerlerinin
He degerlerinden yiiksek oldugu gozlemlenmekte ve bu nedenle bu populasyonlarda
heterozigot bireylerin segilmis olabilecegi diigiiniilmektedir. AA populasyonunda drnek
say1s1 az olmasina ragmen genetik cesitliligin yiksek oldugu (He= 0.806 ve Ho= 0.795)
gozlemlenmistir. Sunulan galigmanin sonuglarina bakildiginda Alman Siyah Bag ve Hasak
populasyonlarinda da Ho degerlerinin He degerlerinden yiiksek oldugu (hem OarFCB20
| lokusunda, hem de biitiin lokuslar i¢in ortalama deger olarak) goriilmektedir. Alman Siyah
Bag populasyonunun artik Tiirkiye’de fazla yetistiriciligi yapilmamakta, sadece MHAE’de
kiigiik bir populasyon olarak bulunmaktadir. Bu yiizden bireylerde akrabalik oram
yilksektir. Hasak populasyonu ise sadece KMHAEFE’de yetistirilmektedir ve sonuglara
bakildiginda akrabali yetigtirme etkileri gdze garpmaktadur.

Irklara 6zgiin alleller (private allel) birgok ¢aligmada belirtilmistir. Gutiérrez- Espeleta
ve ark (2000) koyunlarda yaptiklar bir ¢aligmada 13 adet koyun populasyonunda 7 adet
Ozgiin allel tespit ettiklerini bildirmektedirler. Lokus basina diigen ortalama allel sayis: ise
2.4 — 4.4 arasinda bulunmustur. Yine 15 mikrosatellit lokusu ve 7 populasyonla yapilan
bagka bir ¢alismada (Grigaliunaite ve ark 2003) lokus bagina diisen ortalama allel sayisinmn
4.4 — 10.9 arasinda oldugu ve 36 adet Ozgiin allele rastlanildig1 belirtilmektedir. Merinos
koyunlarinda yapilan bir ¢aligmada (Arranz ve ark 2001a) 18 mikrosatellit lokusu ve 6
farkli Merinos populasyonu kullanilmis ve toplam 15 adet 6zgiin allelin tespit edildigi
bildirilmistir.

Sunulan galismada da toplam 7 adet farkli koyun populasyonunda lokus basina diisen
ortalama allel sayismin 6.6 (Karacabey Merinosu) ile 12.3 (Hasmer) arasinda degistigi
gozlemlenmis ve tespit edilen 49 adet allelden 4 tanesinin O6zgiin allel oldugu
belirlenmigtir. AA, Karacabey Merinosu ve Konya Merinosu populasyonlarinda 6zgiin

allele rastlanilmamugtir. Tespit edilen 6zgiin allellerin allel frekanslarinin genelde 0.1°den
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kiigiik oldugu belirlenmis, Kivircik ve Dagli¢ populasyonlarinin verilerinin de ilavesiyle
toplam allel sayisiin 61 oldugu, lokus bagina diisen ortalama allel sayisinin degismedigi
ve bu allellerden 11 tanesinin Ozgiin allel oldugu Kivircik populasyonunda OarJMP58
lokusunda gozlenen 6zgiin allelin frekansinm 0.5 oldugu gozlemlenmistir. Fakat sunulan
caligmanin sonuglarina bakilacak olursa 6zgiin allellerin bir irki tanimlamada kesin bir
kriter olamayacag1, ancak elde bulunan sinirh sayidaki populasyonlarda az da olsa bir fikir
verecegi kanusina varilmustir. Clinkd ilk 7 populasyonla yaptigimz testlerde Alman Siyah
Bas populasyonunda OarJMP58 lokusunda 148 baz giftine denk gelen bolgede 1 6zgiin
allel bulunurken, Kivircik ve Daglic populasyonlarinin ilave edilmesiyle aym bolgede 1
allel de Dagli¢ populasyonunda gozlemlenmistir. Bunun da anlamu populasyon sayist
arttikca ayni allellerin bagka populasyonlarda da goriilebilecegi ve 6zgiin allellerin bir irka
spesifik olamayacagy seklinde disiiniilebilir.

Schmid ve ark (1999)’'nin sigirlarda tespit ettikleri toplam 255 adet allelden 55
tanesinin 6zgiin allel oldugu ve bu 6zgiin allellerden sadece 8 tanesinin frekansinin 0.1’den
bityiik oldugu bildirilmistir.

Hedrick ve ark (2001)’nin koyunlarda yaptiklar1 bir ¢alismada lokus basina diigen
ortalama allel sayisinin 2.5 — 3.9 arasinda oldugu ve caligilan populasyonlardan Tiburon
Island populasyonunun yok olma tehlikesi gegirdigi bildirilmektedir.

Sigirlarda yapilan ¢aligmalara bakildiginda, 6 yerli Fransiz sigirr wkinda 23
mikrosatellitle yapilan bir ¢alismada (Maudet ve ark 2002) lokus bagma diigen ortalama
allel sayisimin 5.61 — 6.52 arasinda degistigi ve 34 adet 6zgiin allel tespit edildigi
bildirilmektedir. 10 mikrosatellit lokusu kullamlarak 20 farkli Avrupa sigir irkinda yapilan
bagka bir ¢aliymada (Kantanen ve ark 2000) ise ortalama allel sayis1 3.4 — 6.4 arasinda

iken, 6zgiin allel say1s1 14 olarak tespit edilmistir.
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Yerli ve melez wklarimmzin, diger iilkelere gére daha yiiksek allel sayisi ve genetik
cesitlilige sahip oldugu goriilmektedir. Bunun en dnemli sebebinin cografi bolge olarak
koyunun evciltilme kaynagma yakin olmamuzla iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Bruford
ve ark 2003). Sunulan ¢alismada gézlenen allel sayillarindan daha yiiksek allel sayisina
sahip caligmalarda ise ya c¢alisilan mikrosatellit sayis1 ya da kullanilan populasyon
sayilarinin daha fazla oldugu goériilmektedir.

Gutiérrez- Espeleta ve ark (2000) koyunlarda yaptiklari bir g¢alismada biitiin
populasyonlarin Hardy-Weinberg (HW) dengesinde olduklarini gozlemlerken, Holstein
ki sigirlarda yapilan bagka bir ¢aliymada (Hanslik ve ark 2000) ve Arranz ve ark
(1998)’'min koyunlarda yaptiklari diger bir ¢aligmada ise ¢aligilan populasyonlarin bazi
lokuslar agisindan HW dengesinden sapmalar gosterdigi bildirilmektedir.

Sunulan ¢alismada alt populasyonlar icerisindeki akrabal1 yetistirme katsayis1 olarakta
bilinen Fis degerlerine bakildiginda —0.051 ile 0.088 (Kivircik ve Dagli¢ verileri ilavesiyle
-0.051 — 0.148) arasinda degistigi goriilmektedir. Populasyonlarin Fis degerleri
incelendiginde, Kivirctk populasyonu digindaki populasyonlara ait degerlerin istatistiki
olarak 6nemli olmadig1 (P > 0.05) ve populasyonlarda HW dengesinden sapma olmadigi
gozlenmistir. Fakat Kivircik populasyonuna ait Fis degerinin istatistiki olarak 6nemli
(P<0.01) oldugu, populasyonda HW dengesinden bir sapma oldugu, bunun nedeninin de
akrabal1 yetigirmeye bagh oldugu diigtiniilmektedir.

Fig degerlerinin pozitif olmas: genelde heterozigot azlig1 olarak tanimlanmaktadir. Yine
Fis degerlerine bakildiginda Alman Siyah Bas, Hasak ve Karacabey Merinosu
populasyonlarinda bu degerlerin negatif oldugu yani populasyonlarda heterozigot fazlalig
oldufu goézlemlenirken diger populasyonlarda pozitif (+) Fis degerlerinin bulunusu

heterozigot azlifin (homozigot fazlalif1) gostermektedir.
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AA genotipi genelde Alman Siyah Bag erkekleri ve Akkaraman disileri kullanilarak
olusturulmugtur. KHMAE’nde bu genotipin olugturuldugu yillarda mevcudu az olan
Alman Siyah Bas populasyonunda erkek bireylerinde az sayida olmasi nedeniyle bu
populasyonda akrabalik olmasi kuvvetli ihtimaldir. Bu sebeple AA genotipinde homozigot
fazlalig1 olmasi beklenen bir durumdur.

Aym giftlikte yetigtirilen Akkaraman, Hasmer, Konya Merinosu ile ayrica Kivircik
populasyonlarinda da aym durum (pozitif Fig degerleri) s6z konusudur. Pozitif olan
degerlerin oldukga kiigiik olduklar1 fakat Kivirctk populasyonunda bu degerin 0.148
oldugu dikkati ¢ekmektedir.

Heterozigot azliginin sebepleri genellikle populasyonu olusturan alt populasyonlardan,
null alleli varligimdan veya yetistiricilik uygulamalarindan (seleksiyon vs)
kaynaklanabilmektedir. Null allellerinin frekanslar1 X = (He — Ho) / (1 + He) formiiliine
gére (Brookfield 1996) hesaplanabilmektedir. Kivircik irki igin bu formiile gére yapilan
hesaplamada null allel frekansimnin degerinin oldukga diigiik (0.06) oldugu belirlenmistir.
5.2. Populasyonlar ve Bireyler Arasindaki Genetik Farklihklar

Populasyonlar aras1 genetik farkliliklarin belirlenmesi igin hesaplanan Fgt degerlerinin
istatistiki olarak Onemli oldugu (P<0.001) belirlenmigtir. Calismada kullanilan
populasyonlar i¢in hesaplanan Fgr degerinin 0.053 (Kuvircik ve Daglicla birlikte 0.071)
oldugu, bu degerin istatistiksel olarak énemli (P<0.001) oldugu ve AA — Hasak ve Hasak —
Hasmer populasyonlar1 diginda biitlin populasyonlarin birbirlerinden farkli oldugu
gozlenmistir.

AA ve Hasak genotipinin her ikisinde de Alman Siyah Bas ve Akkaraman geni
bulunmaktadir. Bu yiizden iki genotipin birbirinden ayrilmadig1 ve Fsy degerinin istatistiki
olarak énemsiz (P > 0.05) oldugu goriilmektedir. Ayn1 durum Hasak ve Hasmer genotipleri

icinde gegerlidir. Her iki genotipte de Hampshire Down ve Alman Siyah Bas wrklan
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melezleme ¢aligmalarinda kullanilmistir. Bu yiizden Hasak ve Hasmer genotiplerinin
birbirine ¢ok yakin ve Fsr degerlerinin istatistiki olarak 6nemsiz (P > 0.05) oldugu
goriilmektedir. Ayrica AA, Hasak ve Hasmer populasyonlarinn aym giftlikte olmalar1 da
bagka bir faktor olarak diitiniilebilir.

Yapilan karsilastirmalarda bulunan Fsr degerlerine gore en kiigiikk deger 0.001 (AA-
Hasak) iken en yiiksek deger 0.153 (Kivircik-Karacabey Merinosu) olarak tespit edilmigtir.

Fsr degerleri sonucuna gore AA-Hasak ve Hasak-Hasmer karsilagtirmalan digindaki
biitiin populasyonlarin birbirinden farkli oldugu ve bu farkin istatistiki olarak &nemli
oldugu (P<0.05) gozlenmistir.

Koyunlarda yapilan diger ¢aligmalarda bulunan ortalama Fsr degerlerine bakildiginda
Gutiérrez- Espeleta ve ark (2000) bu degeri 0.264, Farid ve ark (2000) 0.163, Byrne ve ark
(baskida) 0.18 olarak tespit etmiglerdir. Bu degerler ile karsilastinldifinda sunulan
¢aligmada bulunan Fsr degerinin (0.071) bahsedilen ¢aligmalardan olduk¢a diisiik oldugu
ve bunun anlamu da galigmada kullamlan populasyonlar birbirinden farkls olsada genetik
olarak aralarinda fazla bir uzaklik olmadig1 olarak diistiniilebilir. Fakat bunun baska bir
sebebi de ¢aliymada kullamlan mikrosatellit sayis1 ve 6rneklemenin yapildig: wklarm
cografi olarak dagilimindan kaynaklanabilir. Ciinkii yukarda bahsedilen Gutiérrez-
Espeleta ve ark (2000) ile Farid ve ark (2000)’'min bahsedilen calismalarinda 10’ar
mikrosatellit lokusu kullanmiglar, Byme ve ark (baskida) ise 20 mikrosatellit lokusu
kullanmiglar ve ayrica caligtiklart numuneler Ingiltere’den Urdiin’e kadar olan genis bir
cografyayr kapsamaktadir. Sunulan ¢aligmada ise imkansizliklar nedeni ile ancak 3
mikrosatellit lokusu ¢alisilabilmis, 6rnekleme melezleme caligmalarinda kullanilan ve bu
yiizdende genotipik olarak birbirleriyle iliskili olan, smili bir cografyay: kapsayan
bireylerden yapilmus ve biitiin bu nedenlerden dolayr da Fgr degerinin diger aragtiricilarin

sonuglarindan diisikk oldugu gézlemlenmigtir.
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Arranz ve ark (2001b)’nin Ispanyol koyun irklarinda yaptiklan ¢aligmada Fsy degeri
0,068 olarak belirlenmis ve Ispanyol koyun irklari arasmda yakin bir genetik iligki
oldugunu belirtmislerdir. Bu sonug¢ yukarda bahsedildigi sekilde yerel bir cografyay: temsil
etmekte ve sunulan ¢alismadaki Fst sonuglarini destekler niteliktedir.

Da (Nei 1987) genetik uzaklik degerlerine bakildiginda, her iki Olgiitin de
populasyonlar arasi uzaklign olgtiikleri hatirlandiginda, beklendigi gibi, Fst degerlerine
parelel sonuglar gozlemlenmigtir. En diisiik genetik uzaklik 0.121 (Konya Merinosu -
Hasmer) ve en yiiksek genetik uzaklik degeri ise 0.516 (Kivircik — Alman Siyah Bas)
olarak gdzlemlenmistir.

Nei (1987)’nin D4 genetik uzakligi kullanilarak ¢izilen komsu birlestirme agacinda
(Neighbor-Joining Tree; NJT) 3 ana grup olusmustur (Sekil 4.1). Bu gruplardan birisi
sadece Kivircik populasyonudur. Ikinci grup, iki alt gruptan olusan ve genellikle Konya
civarindan 6rneklenen gruptur. Bu alt gruplardan birisi Akkaraman, Hasak ve AA’dir,
diger alt grup ise Hasmer ve Konya Merinosu’ndan olugsmaktadir. Ugtincii grup ise Daglig,
Alman Siyah Bag ve Karacabey Merinosu populasyonlarindan meydana gelmektedir. Fakat
tiglincli gruptaki ktimelesme, Hasmer-Konya Merinosu veya Hasak-Akkaraman
kiimelegmesi gibi akrabalik iligkisine dayanmamaktadir. Ugiincli gruptaki populasyonlar
(Daglig, Alman Siyah Bas, Karacabey Merinosu) diger populasyonlarin hepsine uzaktir.
Kendi aralarinda bir benzerlik sergilemekte ancak agagta birbirleri arasindaki mesafeden
de goriilecegi gibi bu benzerlikler daha 6nceki gruplarda akrabalar arasinda gérillen
benzerlikten ¢ok daha azdir.

Bu gruplardan ilkinde tek olarak gruplagan Kivircik populasyonu, Fsr degerlerine gére
de bitin populasyonlardan farkli (P < 0.001) goriinmektedir. Aslinda Karacabey
Merinoslarmin olusumunda Kiviretk ki kullamldift igin Kivircik populasyonunun bu

populasyona genetik olarak yakin olmasi beklenirdi. Fakat biiyiik ihtimalle rastlantisal
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genetik sapma sonucu kendi iginde farklilagmus olabilir. Ancak bir wk i¢in (FCA
sekillerinde de goriildiigii gibi) bir merkez civarinda yogun olarak toplanan &6zgiin bir
genotipler toplulugu gézlenmemektedir. Karacabey Merinosu olusumunda Kivircigin
hangi bireylerinden yararlamildigi, bizim 6rneklerimiz igine Kivircik dagiliminin hangi
kogesinden allel aktarildigina baglh olarak boyle bir fark goriilmiis olabilir. Bu ¢aligmada
kullanilan Hasmer ve Hasak genotiplerinin olugturulmasina 1986’1 yillarda baglanmsg
fakat Karacabey Merinoslarnin olusturulmasina ise 1935’lerde yani daha eski zamanlarda
baglanmigtir. Bu uzun siire igerisinde rastlantisal genetik sapma, populasyonlardaki
farkliligin olugumunda etkili olmus olabilir.

Ikinci grupta ise Hasmer ve Hasak genotipleri ile bunlarin olusumunda kullamlan yerli
ve melez populasyonlar goriilmektedir. Bu grup beklenildigi gibi ¢ikmustir. Akkaraman,
Hasak ve AA birlikte bir alt grubu olusturmuglar. Zaten Hasak genotipinin olusumunda
Akkaraman ve AA populasyonu kullamlmigtir. Bunlardan Hasak ve AA daha yakin
gorinmekte ve Fsr degerlerine goére de (P > 0.05) birbirlerinden farksiz olduklan
anlagilmakta ve Dy genetik uzaklik degerleri de (0.139) diger populasyonlara goére oldukga
kiigiik goriinmektedir. Tkinci alt grupta da Hasmer ve bu genotipin olusumunda kullanilan
Konya Merinosu bulunmaktadir. Yine bu iki populasyon igin hesaplanan Fsr degeri 6nemli
goriinse de (P < 0.01), D4 genetik uzaklik degerleri diger ikili karsilagtirmalardaki uzaklik
degerlerine gore (6rnegin Konya Merinosu - Alman Siyah Bas Da degeri 0.362) oldukga
diigiiktiir (0.121).

Uglincii grupta ise Alman Siyah Bas, Dagli¢ ve Karacabey Merinosu birlikte
gruplanmustir,. Alman Siyah Bas — Dagli¢ populasyonlar1 arasindaki Fsr degeri 0.104
(P<0.001), D4 degeri ise 0.416 olarak belirlenmistir. Ayn1 degerler Alman Siyah Bag -
Karacabey Merinosu arasinda 0.113 (P<0.001) ve 0.406 olarak belirlenmigtir. Bu degerlere

bakildiginda da her {i¢ populasyonunda genetik olarak birbirine uzakliklarinn hemen

86



hemen aym  fakat aralarindaki farkhihgin Hasak-Akkaraman veya Hasmer-Konya
Merinosu’ndaki iligkiden daha biiyiik oldugu s6ylenebilir.

Populasyonlarda ikigerli mikrosatellit lokusu kullanarak hesaplanan Da genetik uzakhk
degerleride (Ek 5) benzer sonuglar vermistir. OarFCB20 — OarJMP29 lokuslariyla
hesaplanan Da degerlerine gore en yakin populasyonlar 0.103 degeri ile Konya Merinosu
ve Hasmer populasyonlar:, en uzak populasyonlar ise 0.550 degeri ile Kivircik ve Alman
Siyah Bas populasyonlar1 olarak bulunmugstur. OarFCB20 ~ OarJMP58 lokuslariyla
hesaplanan D, degerlerinde ise genotip olarak en yakin populasyonlar 0.111 degeri ile
Hasmer ve Hasak, en uzak populasyonlar ise 0.528 degeri ile Dagli¢ ve Konya Merinosu
populasyonlart olarak belirlenmistir. OarJMP29 — OarJMP58 lokuslartyla yapilan
hesaplamadada yine benzer sekilde genotipik olarak en yakin populasyonlar 0.138 degeri
ile yine Hasmer ve Hasak, en uzak populasyonlar ise 0.545 degeri ile Kivircik ve Alman
Siyah Bas olarak belirlenmigtir.

Ikili mikrosatellitlerle cizilen NJT’lerde (Ek 6), ii¢ mikrosasatellitle ¢izilen agaca
benzer sekildedir, Kivircik ve Daglig biitiin populasyonlardan farkli goriinmektedir. Yine
ikili mikrosatellitlerle ¢izilen NJT’lerde birbirine genotipik olarak yakin olan Hasak — AA,
Konya Merinosu — Hasmer gibi akrabalik iligkisi olan populasyonlarin birlikte grup
olusturmalar1 saglanabilmigtir.

Populasyonlar aras1 farkliligin Fgr degerlerine goére istatistiki olarak énemli olmasina
ragmen, giiclii bir gruplagma goézlenememektedir. Bu nedenle 3 boyutlu diizlemde FCA
metoduna gore c¢izilen 3 boyutlu grafikte de (Sekil 4.8) populasyonlarin hemen hemen
hepsinin ayn1 bolgede toplandig: ve sadece Alman Siyah Bas, Kivircik ve bir miktarda
Dagli¢ populasyonunun ayri bir gruplagsma gdsterdigi gozlemlenmistir. Bu sekilde genetik
varyasyonun % 72.2’si gekile belli bir agidan bakilarak 3 boyutta gézlenmigtir. FCA grafigi

ve agaclar aym1 degerlerin farkl ele almiglarim1 temsil etmektedir. Agagta populasyonlar
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tek noktadir, grafikte her birey kendi yer almugstir. Irklara ait bireylerin genotiplerinin
caligilan lokuslar acisindan ne kadar ¢ok ortiistiigiinii gostermek agisindan bu grafik
gosterimi yardimc1 olmaktadir. Irklar birbirlerinden kesin ¢izgilerle ayrilan, bireyleri
birbirine gok benzeyen 6zgiin dagilimlar géstermemektedir.

Byrne ve ark (basimda)’da ¢aligtiklar1 Avrupa koyun irklar1 arasinda (20 mikrosatellit
ile ¢aligtiklar1 halde) yliksek diizeyde bir genetik farklilik gézlemlemelerine ragmen, 3
boyutlu grafikte irklara ait bireylerin birbirinden ayrildi1 bir dagilim bulamanuglardir.
Barker ve ark (1997) mandalarda yaptiklan bir ¢galigmada D, uzakli: kullanilarak ¢izilen
agagta populasyonlar aras1 genetik iligki gosterilmis, baz1 kiimeler populasyonlar arasi
farklilign ¢ok giiclii olarak desteklemese de Swamp populasyonlarinin Lanka ve Murrah
populasyonlarindan farkinin agik¢a goriildiigiinii bildirmektedirler.

Soysal ve ark (2001)’nin koyunlarda yaptigi benzer bir ¢alismada da populasyonlar
aras1 farklilifn gosterilmesi i¢in Nei’nin D, uzakhigi kullamlarak ¢izilen agacta Ivesi
wkinin ayn bir grup, Konya Merinosu ve Akkaraman ayn bir grup ve Tiirkgeldi ile
Kuvircik irklarmin bagka bir grup olarak ayrildig: belirtitmektedir. Olugan bu gruplardaki
koyunlarin ge¢miglerinde Konya Merinosu’nda Akkaraman geninin, Tiirkgeldi rkinda da
Kivircik geninin oldugu bildirilmektedir. Yine bireyler arasindaki farkhiliklan géstermek
i¢in allel paylagim uzakliklar: kullanilarak g¢izilen agagta da ayn1 irka ait bireyler yer yer bir
arada gruplansa da aralara baska irklara ait bireylerin girdigi de bildirilmektedir. 3 boyutlu
diizlemde ¢izilen FCA grafiginde de bireylerin belirgin bir ayrisma gdstermedigi ve
degisik wrklara ait bireylerin bazi yerlerde birbirleri ile karistiklan bildirilmektedir. Sunulan
¢alisma sonuglan ile Soysal ve ark (2001)’nin sonuglan birbirlerini destekler niteliktedir.

Arranz ve ark (2001b) koyunlarda 18 mikrosatellit lokusu kullanarak yaptiklari
¢aligmada, bireylerin hangi populasyona ait olduklarini belirlemek icin assignment testini

kullanmiglar ve sunulan ¢aliymada da kullamlan Bayesian metodu ile en yiiksek
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performans: aldiklarini belirtmiglerdir. Buchanan ve ark (1994) wklar arasinda gézlenen
allel frekanslari farkliliklanmin bir bireyin hangi wka ait oldugunu belirlemede
kullanilabilecegini belirtmiglerdir. Arastiricilar koyunlarda 8 mikrosatellit lokusu
kullanarak yaptiklar: ¢alismada 4 koyun wkinda (Awassi, Romney, Border Leicester ve
Suffolk) % 98’in iizerinde dogru sonug aldiklarini, Booroola irkinda ise % 95’in iizerinde
dogru sonu¢ aldiklarini fakat Merinoslarin siklikla diger Booroola wrklar ile karigtigim
belirtmiglerdir.

MacHugh ve ark (1998)’nin Avrupa sigir irklarinda 10 mikrosatellit lokusu kullanarak
yaptiklan caligmada assignment testinde 5 populasyonda % 99’un {izerinde, 2
populasyonda ise % 94 oraninda dogru sonuglar aldiklarimi belirtmektedirler. Farid ve ark
(2000)’nin koyunlarda 10 mikrosatellit lokusu kullanarak yaptiklar ¢aligmada assignment
testi sonuglarmm % 90,2 - % 99,7 arasinda oldugu en fazla hatanmn Ingiliz irklaninda
gorildiigii ve Ingiliz wklarnin birbiriyle kanistign bildirilmektedir.

Maudet ve ark (2002)’'nin Fransiz sigwr wklarinda yaptiklan galigmada, assignment
testinin gliven aralifinin artmasiyla (6rnegin P<0,05’ten 0,001°e) testin dogrutuk oraminin
azaldifi, ayrica aralarinda genetik farklilifin az oldugu bireylerde assignment testinin
dogrulugunun da azaldig: bildirilmektedir.

Soysal ve ark (2001) koyunlarda yaptiklar1 ¢aligmada fenotipik olarak bir irka ait olan
bireyin, 3 mikrosatellit lokusu kullanilarak yapilan assignment testinde genotipik agidan
aymi irkta gruplanmasinin miimkiin olmadigim gozlemlediklerini belirtmektedirler.

Sunulan ¢aliyjmada da Bayesian metodu kullanilarak 3 mikrosatellit lokusuyla
assignment testi yapilmis fakat Soysal ve ark (2001)’nin sonuglarina benzer sekilde ve
daha 6nce 3 boyutlu grafikte de gorilen ortiigen dagilimda olusan beklentimize paralel
olarak bireylerin kendi populasyonlarinda tam olarak gruplanmadigi, bir bireyin kendi

wrkindan bagka en az 2 farkl: irkta daha gruplandig: gézlemlenmigtir. Bu durum Byrne ve
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ark (basimda)’da da go6zlendigi gibi genel bir durum olmakla beraber, Maudet ve ark
(2002)’'nmin  belirttigi gibi populasyonlar arasindaki genetik farklibiklarin g¢ok biiyiik
olmamasinin etkisinin oldugu da diigtiniilmektedir. Ciinkii sunulan ¢aligmada kullanilan
populasyonlar i¢in hesaplanan Fsr degeri 0.053, Kivircik ve Dagli¢ poulasyonlarinin da
ilavesiyle bu degerin 0.071 oldugu gbzlemlenmisgtir.

Sonug:

Calismada 3 mikrosatellit lokusu kullanilarak, melezléme calismalanyla elde edilen
yeni genotipler, yerli, melez ve yabanci koyun irklarinda genetik yapi aragtirilmgtir.

Populasyonlarda goriilen genetik ¢esitliligin oldukga yiiksek oldugu (Ho= 0.762 —
0.857 ve He= 0.790 — 0.867, Kivircik ve Dagli¢ populasyonlan ilavesiyle Ho= 0.707 —
0.857 ve He= 0.790 — 0.867) ve populasyonlarin ikili kargilastirmalari sonucunda bulunan
Fsr degerlerinin istatistiki olarak ©nemli oldugu (Fsr = 0.053, Kavircik ve Daglig
populasyonlariyla birlikte 0.071, P<0.001) belirlenmistir.

Fsr sonuglarina gore biitiin populasyonlarin birbirinden farkli oldugu fakat melezleme
¢aligmalariyla elde edilen Hasak - Hasmer ve Hasak — AA populasyonlarmn
kargilagtirmalar1 sonucu elde edilen Fsr degerinin istatistiki olarak énemsiz oldugu ve bu
populasyonlarin kullanilan mikrosatellit lokuslari agisindan birbirinden farkli olmadig:
g6zlemlenmistir.

Populasyonlarin Fig degerlerinin -0.051 — 0.088 ( Kavircik ve Daglig populasyonlariyla
birlikte ~0.051 — 0.148) arasinda degistigi, sadece Kivircik populasyonunda Fys degerinin
istatistiki olarak émemli (P<0.01) oldugu ve HW dengesinden sapma gézlendigi ve bu
populasyonda akrabali yetistirme etkisinin oldugu, diger populasyonlarda Fis degerlerinin
istatistiki olarak 6nemsiz oldugu ve HW dengesinden sapma gézlenmedigi belirlenmistir.

Populasyonlarin genetik gesitliliklerinin yiiksek olmasmna ragmen D, genetik uzaklik

degerlerine gore, populasyonlarin birbirlerine genetik olarak uzak olmadiklar:
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gozlemlenmistir. Cizilen FCA grafiginde de Alman Siyah Bag, Kivircik ve Daglig
populasyonlarimin farkli kiime olusturarak ayrildigi, diger biitiin populasyonlarin birarada
kiimelendigi belirlenmisgtir.

Caligilan populasyonlarda tespit edilen ozgiin genetik aynsmanmn g¢ok belirgin
olmamasinin temel nedenini iilkemizde verim Ozelliklerinin artirilmasi amaciyla
yetistiriciler tarafindan bilingsizce yiriitiilen melezleme c¢aligmalan olugturmaktadir.
Rastgele yapilan bu melezlemeler koyun wklarinin 6zgiin genetik yapilarini bozmakta ve
genetik ayrigma azalma egilimine girmektedir. Bu olguda iilkemize 6zgii irk olarak gen
kaynaklarimizin degerlerinin azalmasina yol agmaktadir.

Caligilan wklar genetik olarak birbirleriyle yakin akraba olduklarindan, assignment
testinde bireyler sadece kendi populasyonlarinda degil, bilakis kendi populasyonlan
yanisira en az iki ayr irk iginde daha gruplanmislardir.

Yabanci tilkelerde mikrosatellitlerle yapilan ¢aligmalarin gogunda PCR iglemini izleyen
elektroforez islemi DNA Genetik Analizatdr cihazlarinda otomatik olarak yiiriitiilmiis ve
bu sayede en az 30 mikrosatellit lokusuyla galigmalar yapilmigtir. Sunulan ¢aligmada ise
hem yeni bir metot denenmesi agisindan, hem de PCR isleminden sonraki elektroforez
isleminin manuel olarak yapilmasindan dolay1 zaman, para ve is giiciiniin kisitl olmas:
nedeniyle ancak 3 mikrosatellit lokusunda ¢aligilabilmigtir.

Ug adet mikrosatellit bolgesiyle ¢alisilmasma ragmen, gizilen komsu birlestirme
afactnda (NJT) vyerli ve melez koyun wklanmin kendi aralarinda gruplasmas
saglanabilmigtir. Ama bu konuyla ilgili gelecekte yapilacak veya yapilmas:i diigiiniilen
¢alismalarda populasyonlarin genetik yapilar1 hakkinda daha detayli sonuglar alabilmek
i¢in imkanlar dahilinde daha fazla mikrosatellit bolgesiyle ¢alisilmas: dnerilebilir.

Sunulan galigma iilkemizde hala az sayida olan ve koyunculukta da son yillarda

uygulama alami bulan DNA markerlan ile yapilan ¢aligmalardan birisi olmasiyla énem
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kazanmaktadir. Bu nedenle bu alanda bundan sonra planlanan galigmalara yol gdstermesi
ve veri tabam saglamasi agisindan énemlidir.
Ayrnica sunulan bu ¢alisma ile laboratuarimizda yapilan populasyon genetigi galigmalar

i¢in yeni bir teknik daha laboratuarimiza kazandirilmig ve uygulanabilir hale getirilmigtir.
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6. OZET
S.U. Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya (Vet) Anabilim Dah
DOKTORA TEZI / KONYA - 2004
Zafer BULUT
Damisman
Prof. Dr. Mehmet NIZAMLIOGLU
ikinci Tez Damismam
Prof.Dr. Inci TOGAN
Tiirkiye’deki Bazi Koyun Irklarimin Genetik Yapilarinin
Mikrosatellitlerle Incelenmesi

Yerli koyun wrklarimiz ayni zamanda bizim yerli gen kaynaklarimizdir. Diinyanin
biitiin {ilkelerinde son yillarda hayvan gen kaynaklanm koruma konusundaki ¢aligmalarda
hizli bir artig gdzlenmektedir. Biyoteknolojinin her alanda hizla gelistigi gﬁnﬁmﬁzde, bu
teknolojinin hayvancilifimiza da aym: hizla aktanlmasi kacinilmaz hale gelmistir.
Biyoteknoloji sayesinde islah ¢aligmalari hem daha kisa siirede hem de etkili olarak
yapilabilmektedir. Mikrosatellitler de populasyon genetigi ¢aligmalarinda kullanilan ideal
markerlardan biridir.

Caligmada 7 farkli koyun populasyonunun (Konya Merinosu, Karacabey Merinosu,
Akkaraman, Alman Siyah Bag, Hasmer, Hasak ve AA) genetik yapisini aragtirmak igin
169, aynica diger aragtiricilardan temin edilen Kivirctkk ve Dagli¢ populasyonlarmm
verilerinin de ilavesiyle toplam 226 adet birey kullamlmgtir. Koyunlarin kan 6mmekleri
EDTA’Ls tiplere alimmis ve standart fenol/kloroform metodu ile DNA izolasyonu
yapilmustir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR) y6ntemiyle
ilgili DNA bélgeleri yiikseltgenmis, PCR iiriinleri poliakrilamit jel elektroforezine tabi

tutulduktan sonra otoradyografi y6ntemiyle goriintiilenmigtir.
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Bu populasyonlarin genetik yapilarini belirlemek amaciyla 3 mikrosatellit lokusu
(OarFCB20, OarJMP29 ve OarJMP58) incelenmis ve toplam 49 adet allel, Kivircik ve
Dagli¢ populasyonlariyla birlikte toplam 61 adet allel gézlenmistir. Akkaraman, Hasak,
Hasmer, Kivircik ve Dagli¢ populasyonlarinda olmak iizere toplam 11 adet private (6zel)
allele rastlanmigtir. Populasyonlarin heterozigotluk diizeylerine bakildiginda ortalama
gozlenen heterozigotlugun (Ho) 0.762 — 0.857 (9 populasyon birlikte 0.707 - 0.857)
arasinda oldugu, ortalama beklenen heterozigotlugun (He) ise hem kendi
populasyonlarimizda hem de Kivircik ve Dagh¢ verilerinin ilavesinde 0.790 - 0.867
arasinda oldugu goriilmigtiir.

Calisilan populasyonlarda F istatistikleri populasyonlarin Hardy-Weinberg
dengesinde oldugunu gostermistir. Populasyonlar i¢in hesaplanan Fis degerlerinin -0.051 —
0.088 (Kuvircik ve Dagli¢ verilerinin ilavesiyle -0.051 - 0.148) arasinda degistigi ve
Kivircik hari¢ (P<0.01) biitiin populasyonlar i¢in istatistiksel olarak énemsiz (P>0.05), Fsr
degerlerinin ise (0.053, Kivircik ve Dagli¢ verilerinin ilavesiyle 0:071) istatistiki agidan
onemli oldugu belirlenmistir (P<0.001).

Sonug olarak; bu ¢aligmada kullamlan populasyonlar ve ilave edilen Kivircik ile
Dagli¢ populasyonlarinda, populasyonlar i¢i ve populasyonlar arasi genetik ¢esitliligin
yitkksek oldugu goriilmesine kargin faktoriyel birlestirici analiz sonuglarinda sadece
Kivireik, Alman Siyah Bag ve Dagli¢ populasyonlarinin farkli gruplar olusturdugu, diger

populasyonlarin ise tek bir grup olugturdugu belirlenmistir.
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7. SUMMARY
INVESTIGATION OF GENETIC STRUCTURE OF SOME SHEEP BREEDS IN
TURKEY BY USING MICROSATELLITES

Native sheep breeds are also our native genetic resources. In the last decade, there
has been observed a rapid increase in the studies on the preservation of the animal genetic
resources. It has been inevitable to apply new research techniques in husbandry studies due
to the rapid and recent advances in every aspects of biotechnology. By means of
biotechnological studies, animal improvement has been accomplished both in a short time
and in an effective way. Microsatellites are one of the favored markers used in population
genetics studies.

In this study, 169 samples from 7 different breeds were analysed (Konya Merino,
Karacabey Merino, Akkaraman, German Black Head, Hasmer, Hasak and AA), with the
addition of data from Kivircik and Dagli¢ breeds of another study, a total of 226 samples’
data were used to analyze the genetic diversity within and among breeds. The DNAs were
extracted by standard phenol/chloroform method from blood samples collected in EDTA
containing tubes. Specific genomic regions were amplified by Polymerase Chain Reaction
(PCR) and the resulting PCR products were separated by polyacrylamide gel
electrophoresis and visualized by autoradiography.

In order to investigate genetic diversity in these breeds, three microsatellite markers
(OarFCB20, OarJMP29 and OarJMP58) were studied. A total of 49 alleles were observed,
which reaches to 61 with the addition of data from Kivircik and Daglig. A total of 11
private alleles, i.e. present only in one of the breeds, were observed in Akkaraman, Hasak,
Hasmer, Kivircitk and Daglic breeds. In addition, the estimated mean observed
heterozygosities (Ho) were between 0.762 and 0.857 (which is between 0.707 - 0.857

when Kivircik and Daglig is included), and mean expected heterozygosities (He) values
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were between 0.790 and 0.867 in 7 populations of the present study which does not change
with the addition of Kivircik and Dagli¢ populations.

All the breeds studied were found to be in Hardy-Weinberg equilibrium by
applying F statistics. The resulting Fig values were between —0.051 and 0.088 (which was
between -0.051 and 0.148 when Kivircik and Daglic was included) and they were all
statistically non-significant (P>0.05), except for Kivircik (P<0.01). Moreover, Fsr values
(0.053, which was 0.071 when Kivircik and Dagli¢ was included) were found to be
statistically significant (P<0,001).

In conclusion, a high genetic variation was observed within and among the
populations including all the ones analyzed for the present study and the populations which
were included from another study. However, the Factorial Correspondence Analysis
revealed different groupings for Kivircik, German Black Head and Daglig¢ populations, but

a single group including all the rest of the populations.
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EK-1
GALISILAN POPULASYONLARDAKI MIKROSATELLITLERE AIT ALLEL UZUNLUKLARI (bp)

POPULASYON Oar FCB20 | Oar JMP29 | Oar JMP58 | POPULASYON Oar FCB20 | Oar JMP29 | Oar JMP58
AKKARAMAN 1 94104 139151 142154 HASAK 2| 100108 131131 144160
AKKARAMAN 2 94096 137149 144144 HASAK 3] 108122 139141 144144
AKKARAMAN 3 96108 139143 142144 HASAK 41 100104 115131 144168
AKKARAMAN 4 94096 133133 144154 HASAK 5 94100 141161 144168
AKKARAMAN 5 92094 137149 144150 HASAK 6 92098 115129 160168
AKKARAMAN 6 92084 131139 144146 HASAK 7 96104 117139 142158
AKKARAMAN 7 80024 131139 142168 HASAK 8 94108 131131 160168
AKKARAMAN 8 94106 141141 144154 HASAK 9 96098 141141 160160
AKKARAMAN 9 96108 131141 144144 HASAK 10| 92096 133137 144168
AKKARAMAN | 10| 92092 135137 144164 HASAK 11 96104 131141 162168
AKKARAMAN | 11 94094 139139 142144 HASAK 12| 96104 127137 166168
AKKARAMAN |12] 94098 137139 144160 HASAK 13| 94104 131141 142144
AKKARAMAN | 13| 106124 131139 144154 HASAK 14] 94104 131131 144158
AKKARAMAN | 14| 94098 139139 160168 HASAK 15] 94106 131141 144144
AKKARAMAN 15| 100106 131149 144166 HASAK 16| 94098 137137 160160
AKKARAMAN [16] 94094 137151 144150 HASAK 17| 94104 139147 144162
AKKARAMAN |17] 100106 131131 150164 HASAK 18] 94106 131137 144168
AKKARAMAN |18} 98106 141141 144160 HASAK 18] 94104 131141 152158
AKKARAMAN 19| 96108 139147 144144 HASAK 20| 102106 131141 144152
AKKARAMAN | 20| 98098 129139 144162 HASAK 21 94104 139151 166168
AKKARAMAN |21] 108120 129129 144158 HASAK 22| 98108 141141 144168
AKKARAMAN |22} 98108 137137 144160 HASAK 23| 98108 115137 144154
AKKARAMAN | 23| 100108 137137 158158 HASAK 24| 96104 131137 144144
AKKARAMAN 1241 106112 129129 144164 HASAK 251 94104 131141 144160
AKKARAMAN |25 94098 137149 150162 HASAK 26| 98100 131141 144162
AKKARAMAN |26 98112 141149 144144 HASAK 27| 94104 131141 144144
AKKARAMAN |27| 94098 129137 142144 HASAK 28| 96102 137141 144168
AKKARAMAN | 28] 100100 129137 142144 HASMER 1 0 117147 158168
ASB 1 96100 119149 144162 HASMER 2 92092 141141 144144
ASB 2 96106 117139 154162 HASMER 3 92116 117145 144168
ASB 3| 104108 117145 154160 HASMER 4 92104 127133 144144
ASB 4| 100108 149149 160162 HASMER 5 24104 117135 160160
ASB 5 96100 117143 144168 HASMER 6| 106106 131141 154154
ASB 61 100108 147147 162168 HASMER 7 92104 139161 160168
ASB 7 96100 117147 154160 HASMER 8 96112 119141 144160
ASB 8| 100106 143147 154162 HASMER 9| 100106 137141 144144
ASB 91 100106 139145 154154 HASMER 104 96108 131143 144144
ASB 10§ 108112 119147 152160 HASMER 11] 104104 119139 160168
ASB 11| 100106 117145 154154 HASMER 12| 100108 143159 144158
ASB 12] 96100 145145 160168 HASMER 13| 96100 117131 144170
ASB 13 96100 143143 160162 HASMER 14| 94102 131137 144168
ASB 14| 100108 145149 160168 HASMER 15 100116 141143 144160
ASB 15| 100100 139149 144148 HASMER 16] 90094 131139 144160
ASB 16| 106106 139143 160168 HASMER 171 94106 139139 144160
ASB 17] 100106 117143 154168 HASMER 18| 96110 131147 144168
ASB 18} 96100 145149 162168 HASMER 19| 102104 121159 144152
ASB 19] 94106 137143 166168 HASMER [20{ 92098 141141 144162
ASB 20| 100108 143147 160162 HASMER |21 96108 131141 144144
ASB 21| 100108 139145 144160 HASMER 22| 104116 119121 144160
ASB 22| 100100 149149 148168 HASMER [23] 100104 141141 142144
ASB 23| 100112 149149 162162 HASMER [24| 92104 131143 144150
ASB 24| 100106 117145 144160 HASMER |25| 104108 117131 144160
ASB 25| 96106 117147 144160 HASMER 26| 96108 141141 142144
ASB 26( 100106 119145 160168 HASMER |27] 100116 117139 142150
ASB 271 96100 139149 154162 HASMER |28] 92108 135137 158160
ASB 28| 94104 131141 144168 HASMER |29{ 94108 131131 144144
HASAK 1 102108 137141 144180 HASMER |30] 96106 141159 144144
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EK-1 (Devam)
GALISILAN POPULASYONLARDAKI MIKROSATELLITLERE AT ALLEL UZUNLUKLARI (bp)

KONYA MER 1 92108 131147 144150 KIVIRCIK 2 98106 127137 158164
KONYA MER 2 96108 139141 160160 KIVIRCIK 3 92104 135139 142158
KONYA MER 3 92116 131143 158160 KIVIRCIK 4 96104 127139 152160
KONYA MER 4 96096 137137 144158 KIVIRCIK 5 98100 137137 160160
KONYA MER 5 94104 117137 142144 KIVIRCIK 8] 110116 135135 164164
KONYA MER 6 92002 131139 142142 KIVIRCIK 9 98098 135159 138168
KONYA MER 7 92096 131139 144144 KIVIRCIK | 11] 104110 127137 138138
KONYA MER 8 96108 115145 158160 KIVIRCIK | 12| 98114 127137 138158
KONYA MER 91 100120 131159 142142 KIVIRCIK 16} 94116 135135 138158
KONYA MER 10| 96096 117131 160170 KIVIRCIK [18] 94096 127135 138138
KONYA MER 11 96120 137437 144162 KIVIRCIK 120| 100118 137137 142160
KONYA MER 12| 92116 131141 144162 KIVIRCIK (21| 100106 125137 138138
KONYA MER 13| 96096 117119 150160 KIVIRCIK 22| 104110 127135 138138
KONYA MER 141 96100 131147 158160 KIVIRCIK | 23] 94110 131135 138138
KONYA MER 15| 92092 117129 142162 KIVIRCIK 124 92094 131137 156166
KONYA MER 16| 90108 119121 158160 KIVIRCIK  |25] 94114 115137 158160
KONYA MER 17§ 0094 117131 160160 KIVIRCIK [27] 92104 144156 0
KONYA MER 18| 94104 131147 144160 KIVIRCIK [29] 94094 127135 158158
KONYA MER 19| 96120 117159 152158 KIVIRCIK 30| 92092 127137 138138
KONYAMER |20| 94098 139141 144144 KIVIRCIK {32] 110118 142158 0
KONYAMER {21 92096 131145 142144 KIVIRCIK | 33] 924110 135145 138138
KONYAMER 22| 96112 131147 142160 KIVIRCIK |34] 96106 127135 138138
KONYAMER |23| 102108 145159 142160 KIVIRCIK |35] 94106 127137 138138
KONYAMER 24| 106106 129143 142144 DAGLIC 1 96106 137137 144162
KONYAMER |25( 90094 117139 158162 DAGLIG 2 94096 160160 0
KONYAMER |26] 94094 131147 160170 DAGLIG 3 98106 139141 144150
KONYAMER |27| 92104 117129 142162 DAGLIG 4 96120 144160 0
KONYAMER [28] 96100 131137 158160 DAGLIG 5 98112 152160 0
KONYAMER |29| 96104 115161 158160 DAGLIG 6] 110112 137137 148158
KONYAMER (30] 104116 131141 144148 DAGLIG 7 96028 137141 158160
AA 1 94104 137141 144168 DAGLIG 81 110120 129139 162164
AA 2 94096 137151 144154 DAGLIG 91 108112 135137 162168
AA 3 94098 131131 168168 DAGLIG 10{ 100108 139139 144168
AA 4 24104 131137 160168 DAGLIG 11] 100120 129149 144144
AA 5 98098 131139 168168 DAGLIG 12| 98098 139149 164168
AA 6| 102108 131137 144154 DAGLIG 14| 98112 137141 150162
AA 7 96096 137141 146164 DAGLIG 15) 106108 137149 144168
AA 8 94104 131149 144168 DAGLIG 16{ 98106 142144 0
AA 9 94102 131137 144148 DAGLIG 17§ 98098 137147 142144
AA 10| 92092 137143 142144 DAGLIG 18} 98112 129129 144144
AA 11] 102108 131131 144154 DAGLIG 19| 98098 131139 144150
AA 12] 94094 131141 144160 DAGLIG 20| 106106 129143 142156
AA 13| 96106 131143 144160 DAGLIC 21 98118 137139 144144
KARACABEY MER | 1 108120 115141 144168 DAGLIG 22| 100106 139143 164164
KARACABEY MER | 2 98108 141141 144160 DAGLIG 23] 98108 137138 142160
KARACABEY MER | 3 94120 117143 144152 DAGLIG 25| 98112 131139 144144
KARACABEY MER| 4 | 100108 117117 144168 DAGLIG 26] 94098 137137 144150
KARACABEY MER | 5 94100 141141 144160 DAGLIG 27 98110 131149 144150
KARACABEY MER| 6 94120 117141 144170 DAGLIG 28| 98108 131149 144164
KARACABEY MER | 7 94096 143159 144144 DAGLIG 29] 106108 135137 162162
KARACABEY MER | 8 96120 117139 144152 DAGLIG 30 98112 137139 144150
KARACABEY MER | © 98120 139147 142142 DAGLIG 31 98100 129147 142156
KARACABEY MER | 10| 94094 143143 144160 DAGLIG 32| 98108 117147 144164
KARACABEY MER | 11 94112 117141 144152 DAGLIG 33] 98112 137139 144160
KARACABEY MER | 12| 94120 139143 142144 DAGLIG 34] 98100 135137 144144
KIVIRCIK 1 94110 132132 142156 DAGLIG 35| 98098 135139 144144
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EK-2

LOKUSLARA GORE Fis DEGERLERI

FCB20 | JMP29 | JMP58

AKKARAMAN | 0.05838 | 0.26419 | -0.07906
ASB -0.18214| 0.10204 {-0.07143
HASAK -0.14719] 0.02383 | -0.01974
HASMER | 0.00478 ] 0.10309 | 0.01456
MERINOS | 0.12696 | -0.04370( 0.03668
AA 0.20295 {-0.12821 -0.05600

KM -0.12037] 0.19635 | -0.15789
KIVIRCIK | 0.03012 | 0.05920 | 0.38953
DAGLIC |-0.04734| 0.06746 | 0.09119
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EK-4

Populasyonlann Galigilan Lokuslara G8re Bulunan Allel Frekanslari ve Ozgiin Alleller
OarFCB20 Lokusuna Ait Allel Frekanslan

Ny AKKARAVIAN | ASB | HASWMER | MERINOS AA K KIVIRCIK | DAGLIC |
90 0.0179 0.0000 | 0.0000 0.0172 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
92 0.0714 0.0000 | 0.0357 | 0.1379 0.1667 | 0.0769 0.0000 0.1042 0.0000
o4 0.2679 0.0357 | 0.2143 | 0.0862 0.1167 0.3077 | 0.333 0.2083 0.0303
96 0.0893 | 0.1607] 0.1250 | 0.1379 0.2667 | 0.1538 | 0.0833 | 0.0825 | 0.0606 |
98 0.1607 0.0000] 0.1071 0.0000 0.0167 0.1154 0.0833 0.1042 0.3788 |
700 0.0893 0.4107 | 0.0714 | 0.1034 0.0500 0.0000 0.0833 | 0.0625 | 0.0758
102 0.0000 0.0000 | 0.0536 | 0.0345 0.0767 0.1154 0.0000 0.0000 0.0000
104 0.0179 0.0357 | 0.2143 0.1724 0.0833 0.1154 0.0000 0.1042 0.0000
706 0.1071 0.2143| 0.0714 | 0.0862 0.0333 0.0385 0.0000 0.0833 0.1515
108 0.1071 0.1071| 0.0893 | 0.1207 0.0833 | 0.0769 | 0.1250 0.0000 0.0758
110 0.0000 0.0000 | 0.0000 | 0.0172 0.0000 0.0000 0.0000 0.1458 0.0455
112 0.0357 0.0357 | 0.0000 0.0172 0.0167 0.0000 0.0477 0.0000 0.1212
114 0.0000 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0417 0.0000
716 0.0000 0.0000 | 0.0000 | 0.0690 0.0500 0.0000 0.0000 0.0417 0.0000
118 0.0000 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0417 0.0152 |
120 0.0179 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 0.0500 0.0000 0.2500 0.0000 0.0455
122 0.0000 0.0000 | 0.0179 [ 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
124 0.0179 0.0000| 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
OarJMP29 Lokusuna Ait Allel Frekanslar
™) AKKARAWIAN | ASB | HASAK| HASWMER | MERINOS AA K IRCIK | DAGLIC |
115 0.0000 0.0000| 0.0536 | 0.0000 0.0333 0.0000 0.0417 0.020 0.0000
117 0.0000 0.1428 | 0.0179 0.1000 0.1333 0.0000 0.2500 0.0000 0.0152 |
119 0.0000 0.0536| 0.0000 [ 0.0500 | 0.0333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
121 0.0000 0.0000{ 0.0000 | 0.0333 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
125 0.0000 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0208 0.0000
127 0.0000 0.0000| 0.0179 | 0.0167 0.0000 0.0000° 0.0000 0.2083 0.0000
729 0.1250 0.0000( 0.0179 | _ 0.0000 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0900
131 0.1250 | 0.0179| 0.3036 | 0.1833 0.2500 | 0.4231 0.0000 0.0477 0.0606 |
132 0.0000 0.0000 [ 0.0000 [ 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0417 0.0000
133 0.0357 0.0000 [ 0.0779 | 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
135 0.0179 0.0000 | 0.0000 | 0.0333 0.0000 0.0000 0.0000 0.2500 | 0.0606 |
137 0.2143 0.0179| 0.1607 | 0.0500 0.1000 0.2692 0.0000 0.2500 | 0.2576 |
139 0.2143 0.1071] 0.0714 | 0.1000 0.0833 | 0.0385 | 0.1250 0.0417 0.7970
149 0.1071 0.0179| 0.2857 | 0.2333 0.0667 0.1154 0.2917 0.0000 0.0455
142 0.0000 0.0000| 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.02068 | 0.0152 |
143 0.0179 0.1429| 0.0000 | _ 0.0667 0.0333 0.0769 0.2083 0.0000 0.0303 |
144 0.0000 0.0000 | 0.0000 [ 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0208 0.0303
145 0.0000 0.1786 | 0.0000 [ 0.0167 0.0500 0.0000 0.0000 0.0208 0.0000
147 0.0179 0.1250[ 0.0179 | 0.0333 0.0833 0.0000 0.0417 0.0000 0.0455
149 0.0803 | 0.1964 | 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0385 0.0000 0.0600 0.0758 |
151 0.0357 0.0000 [ 0.0779 | 0.0000 0.0000 0.0365 0.0000 0.0000 0.0000
152 0.0000 0.0000| 0.0000 | _0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0152 |
156_ 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0208 0.0000
158 0.0000 0.00600| 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0208 0.0000
159 0.0000 0.0000] 0.0000 | 0.0500 0.0500 0.0000 0.0417 0.0208 0.0000
—160 0.0000 0.0000 [ 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0606 |
161 0.0000 0.0000( 0.0179 0.0167 0.0167 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
OarJNP58 Lokusuna Ait Allel Frekanslan
N) AKKARAVIAN | ASB | HASAK| HASMER | ™ [0] AA KM KIVIRCIK | DAGLIC |
138 6.0000 0.0000 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.4773 0.0000
142 0.1071 0.0000[ 0.0357 | 0.0500 0.1833 | 0.0885 | 0.1250 | 0.0682 | 0.0690 |
144 0.4643 | 0.1250[ 0.4107 | 0.5000 0.2167 0.3462 0.5000 0.0000 0.4138 |
146 0.0179 0.0000| 0.0000 [ 0.0000 0.0167 0.0760 0.0000 0.0000 0.0000
148 0.0000 0.0357 | 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0172
150 0.0714 0.0000 [ 0.0000 | 0.0333 0.0333 0.0000 0.0000 0.0000 0.1034 |
152 6.0000 0.0179] 0.0357 | _ 0.0167 0.0767 0.0000 0.1250 0.0227 0.0000
154 0.0714 0.1786 | 0.0179 [ 0.0333 0.0000 0.1154 ©0.0000 0.0000 0.0000
156 0.0000 0.0000 | 0.0000 0.0000 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0455 0.0345 |
158 0.0536 0.0000| 0.0536 0.0500 0.1500 0.0000 0.0000 0.1591 | 0.0845 |
—160 0.0774__ [0.2327] 0.1607 | 0.1833 0.2667 0.7154 0.7250 | 0.1136__| 0.0517 |
162 0.0357 0.1964 | 0.0536 | 0.0167 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.1034
64 0.0536 0.0000 | 0.0000 | _ 0.0000 0.0000 0.0385 0.0000 0.0682 0.1034
166 0.0179 0.0779( 0.0357 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0227 0.0000
168 0.0357 0.1964 | 0.1964 0.1000 0.0000 0.2692 0. 0.0227 0.0600 |
770 0.0000 0.0000| 0.0000 | 0.0167 0.0333 | 0.0000 0.0417 0.0000 0.0000

NOT: Bold yazi fle belirtilen rakamlar zgiin allelleri ifade etmektedir.
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EK-5
Mikrosatellitlerin 2'serli Kullanilmasiyla Hesaplanan DA Degerleri

Tablo Ek 4.1 OarFCB20-OarJMP29 lokuslan kullanilarak hesaplan Da Degerleri
AKK ASB HSK HSM KMER AA KCBM KIvV DAG
AKK 0 0.368 0.176 0.283 0.240 0.190 0.381 0.269 0.301
ASB 0 0.453 0.297 0.322 0.517 0.407 0.550 0.371
HSK 0 0.186 0.194 0.122 0.414 0.316 0.367
HSM 0 0.103 0.269 0.375 0.329 0.385
KMER 0 0.254 0.331 0.368 0.444
AA 0 _0.496 0.465 0.418
KCBM 0 0.384 0.376
KIV 0 0.406
DAG 0
Tablo Ek 4.2 OarFCB20-OarJMP58 lokuslan kullanilarak hesaplan DA Degerieri
AKK ASB HSK HSM KMER AA KCBM KIV DAG
AKK 0 0.302 0.149 0.166 0.179 0.179 0.223 0.265 0.327
ASB 0 0.232 0.244 0.384 0.373 0.420 0.454 0.431
HSK 0 0.1 0.207 0.122 0.248 0.301 0.402
HSM 0 0.119 0.199 0.294 0.318 0.514
KMER 0 0.312 0.282 0.289 0.528
AA 0 0.308 0.335 0.419
KCBM 0 0.393 0.473
KIV 0 0.495
DAG 0
Tablo Ek 4.3 OarJMP29-OarJMP58 lokuslari kullanilarak hesaplan DA Degerleri
‘ | AKK ASB HSK HSM KMER AA KCBM KIvV DAG
AKK 0 0.399 0.179 0.215 0.256 0.184 0412 0.300 0.432
ASB 0 0.395 0.304 0.379 0.399 0.391 0.545 0.447
HSK 0 0.138 0.219 0.174 0.310 0.404 0.415
HSM 0 0.140 0.238 0.187 0.398 0414
KMER 0 0.373 0.302 0.408 0.485
AA 0 0.433 0.516 0.392
KCBM 0 0.381 0.448
KIV 0 0.528
DAG 0
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EK-6
Mikrosatellitlerin 2'serli Kullanilarak Komsu Birlegtirme Metoduyla Cizilen Agaclar
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Sekil Ek 6.1.a OarFCB20-OarJMP29 Lokuslar1 Kullanilarak Cizilen Agag
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Sekil Ek 6.1.b OarFCB20-OarJMP29 Lokuslar: Kullanilarak Cizilen AZag
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EK-6 (Devam)
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Sekil Ek 6.2.a OarFCB20-OarJMP58 Lokuslar1 Kullanilarak Cizilen Agag
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Sekil Ek 6.2.b OarFCB20-OarJMP58 Lokuslar: Kullanilarak Cizilen Agag
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EK-6 (Devam)
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Sekil Ek 6.3.a OarJMP29-OarJMP58 Lokuslar Kullanilarak Cizilen Agag

Ad

/’ﬁ 4
KIWVIRGHK A KARACKBEY ey
" MERINGSY DASLIC

Sekil Ek 6.3.b OarJMP29-OarJMP58 Lokuslar: Kullamlarak Cizilen Agag
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