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ONSOZ

Hayvanlarla ilgili olarak filogenetik iligkilerin ve evciltme bolgelerinin
belirlenmesinde, morfolojik veriler, protein ve allozim polimorfizmi gibi ¢esitli
metotlar kullanilmig ancak son 20 yildir bu tiir caligmalar yerlerini mikrosatelit, Y
kromozomu, mtDNA ve tekli niikleotit polimorfizmi gibi molekiiler belirte¢lerin
kullanildig1 c¢aligmalara birakmistir. Molekiiler verilerin kullanildig1 teknikler
rakamsal ve tekrarlanabilir veriler olusturdugundan, incelenen wklar arasi farkliligin
istatiksel olarak ortaya konulabilmesine olanak saglamistir. Molekiiler ¢aligmalarda
uygulanan tekniklerle es zamanli gelisim gosteren istatistik analiz metotlar1 da farkli
kitalardaki tiirler, wklar ve hatta bireyler arasindaki genetik yakinliklarin ortaya
konulmasinda ve evciltmenin tarihsel siireci hakkinda oldukca 6nemli katkilar
sunmaktadir. Boylece incelenen tiirlerin ilk evciltildigi kitalar ve olasi kitalararasi
gocleri hakkinda bilgilere ulasilabilmektedir. Hatta hayvan go¢ yollarindan
yararlanilarak insan go¢ yollarmin aydmlatilmasi yoniinde olumlu c¢alismalar
yapilmistir. Ornegin Pellechia ve ark. (2007), italya’nmn orta kesimlerinde yasamis
etnik bir halk olan Etriisklerin, Yunanli tarih¢i Herodot’un hikayelerinde Lidya’dan
Anadolu’ya gb¢ eden bir kavim olarak ifade edisini, sigirlarm mtDNA’s1 yoluyla
dogrulamiglardir.

Benzer c¢alismalar, tiim diinya wklariyla 1ilgili olarak kegilerde de
yapilmaktadir. Cesitli irklardan elde edilecek molekiiler sonuglarla “yap-bozun”
parcalarinin bir araya getirilmesi saglanabilecek ve boylece kegilerin evciltme tarihi
daha net anlasilabilecektir. Bu konuda, Evciltme bolgelerinden birisi oldugu
disiiniilen Tiirkiye keci wklari ile ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alisma
ile Ankara, Honamli, Kil, Kilis ve Norduz ke¢i irklarinin mitokondrial DNA
cesitliligi ve haplogrup dagilimlar1 ortaya konulmus ve G haplogrubunu belirlemede
yeni bir metot gelistirilerek mevcut literatiire katki yapilmasi saglanmustir.

Calismalarmmin baslangicindan bitimine kadar, ilgisini esirgemeyen, fikirleri
ile galismalarima yon veren danigmanim, Veteriner Fakiiltesi Ogretim Uyesi Saym
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aldigim, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii’nden hocam Sayin Dog. Dr.
Hilal OZDAG’a en igten duygularla tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica Anabilim
Dalr’ndaki ilk giinlerimden bu yana hep yanimda olan ve desteklerini esirgemeyen
Saym Yrd. Dog. Dr. Bilal AKYUZ’e, tezimin yazim asamasinda bana olan
desteklerinden dolay1 Saymn Yrd. Dog. Dr. Emel OZKAN’a tesekkiir ederim.
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Ozge OZMEN’e, Doktora &grencisi Veteriner Hekim Ozgecan Korkmaz
AGAOGLU'na, Doktora 6grencisi Veteriner Hekim Ar. Gor. Ozlem GUCUYENER
HACAN’a ve Uzman Biyolog Nilgiin TEKIN’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Kegiler ¢ok eski ¢aglardan bu yana insan topluluklari i¢in ekonomik, kiiltiirel ve
hatta dini amaclarla kullanilmistir. “Fakir adamin sigir1” olarak da bilinen kegi,
ozellikle aile tipi kiigiik isletmelerde eti, siitli, kili ve derisinin kullanilabilmesi
sebepleriyle Tiirkiye gibi gelismekte olan birgok iilke i¢in hala onemli bir ¢iftlik
hayvanidir (MacHugh ve Bradley, 2001). Kegilerin ilk ne zaman, nerede evciltildigi
ve hangi wrklarin ilk olarak ortaya ¢iktig1 konusundaki bilinmeyenler, arkeoloji ve

genetik biliminin ortak katkilar1 ile hizla aydinlanmaya baslamistir (Zeder, 2008).

Mitokondri DNA’s1, tiirlerin cografi dagilimina goére farklhiliklar gostermesi,
genomik DNA’ya oranla daha hizli evrimlesmesi ve maternal kalitilmasina bagl
olarak disi ebeveynin geg¢misi agisindan fikir verici olmasi gibi Ozelliklerinden
dolayi, kecilerin genetik polimorfizmi caligmalarinda siklikla tercih edilen
belirteglerden birisidir (Luikart ve ark., 2001). Bu sebeplerle diger tiirlerde oldugu
gibi, keci filogenetik calismalarinda populasyon ge¢mislerinin ortaya konulmasi,
cografi ve genetik uzaklik bagintilarinin arastirilmasi, populasyonlarin farklilagsma
zamanlarmin belirlenmesi gibi konularda siklikla tercih edilirler (Naderi ve ark.,

2008; Wu ve ark., 2009).

Tiirkiye, kecinin ilk evciltme bolgelerinden birisidir. Bu arastirma Tiirkiye’deki
bazi1 yerli keci wklarmda (Ankara, Honamli, Kilis, Kil ve Norduz) mitokondrial DNA
cesitliligi, wklar arasi ve cografi farklilik ve keginin evcillestirilme tarihini

aydilatmadaki yeri incelenmistir.

1.1. Mitokondrinin Yapisi

Yunanca mitos (uitog- iplik) ve khondrion (yovopiov- tanecik) sozciiklerinden

tiiretilen ve kendine ait metabolik ve genetik otonomiye sahip olan mitokondri, baz1

memeli hiicreleri ile mikroorganizmalarda bulunan, DNA ve ribozomlar1 olan ve



cogalabilen bir organeldir (Lodish ve ark., 2003). Boyu 1-10 um arasinda, sekli ise
ovalden cubuga kadar degiskenlik gostermektedir. Bazi memeli hiicreleri ile
mikroorganizmalar (6rn., Chlamydomonas) tek ve biiyiik mitokondri icerse de
genellikle birden ¢ok sayida bulunur ve memeli karaciger hiicresinde sayilari 2500
civarma ulasabilir. Prokaryotik hiicreler, yesil algler ve memeli alyuvarlarinda
bulunmazlar. Mitokondrilerin kendi DNA ve ribozomlar1 vardir ve boliinlip ¢ogalma
ozelligine de sahiptirler. Cekirdek ve kloroplastta oldugu gibi biri i¢ digeri dis olmak
iizere iki membran1 vardir (Sekil 1.1.) ve membranlar arasi kiiciik bir bosluk bulunur
(Lodish ve ark., 2003; Lemire, 2005). Iki membran hem yapilar1 hem de gorevleri
acisindan farkliliklar gosterir. Dig membran, esit oranda yag ve proteinden olusur ve
molekiiler agirhig1 10.000’e kadar olan molekiilleri gegirebilecek porlara sahiptir. I¢
membran daha az gegirgendir ve % 20 yag, % 80 proteinden olusur. I¢ membranimn
yiizey alani, matrikse dogru uzantilar yapan Kristalarla arttirilmaktadir. Mitokondrial
matriks, mitokondrial genom, ribozom, tasiyiciRNA (transferRNA, tRNA) ve
mitokondrial fonksiyonlar i¢cin gerekli ¢esitli protein ve enzimleri igerir (Lodish ve

ark., 2003).

Membran arast
bosluk Krista

Dis Kirista baglantilar
membran

ig
membran

Sekil 1.1. Mitokondrinin yapist (Lodish ve ark., 2003’den alinarak
uyarlanmigtir).

Solunumsal oksidasyon sirasinda agiga c¢ikan enerjinin yakalanmasi ve
tutulmasindaki gorevleri nedeniyle mitokondri, hiicrenin “enerji merkezi” olarak

kabul edilir. Bunun yani sira, hiicre dongiisii ve biiylimesinin kontrolii, hiicresel



farklilasma, sinyalizasyon ve hiicre oOlimi gibi olaylarda da o6nemli rol

oynamaktadir.

Mitokondri igerisinde, 6zellikle fosforilasyon reaksiyonlar1 ve elektron transfer
zincirinde rol oynayan ¢ok sayida enzim bulunur. Mitokondri tarafindan en fazla
iiretilen biyokimyasal molekiil Adenozin trifosfattir (ATP). ATP, hiicrenin enerji
gerektiren basamaklarinda kullanilan ve yikima ugradiginda yiiksek kaloride 1s1
veren bir molekiildiir. Mitokondride ATP iiretim sistemi “oksidatif fosforilasyon”
olarak adlandrilir (Lodish ve ark., 2003; Lemire, 2005). Bunun yani sira, mitokondri
[-oksidasyon enzimleri ve temel besin maddelerinin oksidasyonu i¢in son ortak yol
olan sitrik asid sikliisii (Kreb’s dongiisii) enzimlerini de icermektedir (Lemire, 2005;
San Diego State Universitesi Kiitiiphanesi, ROHAN veritabani) (Sekil 1.2).

MITOKONDRIT

Glilcolizis
(Karbonhidratlar)

(Proteinler)

ADP-+Pi
Beta
oksidasyon

g (vaglar)

Sekil 1.2. Mitokondride ger¢eklesen 6nemli mekanizmalar ve besin enerjisinin
ATP’ye donilisiimiinde mitokondrinin rolii (San Diego State Universitesi
Kiitiiphanesi, ROHAN veritabinindan alinarak uyarlanmistir).

Mitokondri, indirgeme ve ylikseltgeme reaksiyonlar1 (redoks reaksiyonlari) ile
elektron transportunda 6nemli bir géreve sahiptir. Elektron tasiyici koenzimlerden
birisi olan olan NAD’i (nicotinamide adenine dinucleotide) indirgenmis hali olan
NADH’a, FAD’i (flavin adenine dinucleotide) ise indirgenmis formu olan FADH;’ye
cevirir (Lodish ve ark., 2003).

Mitokondrinin enerji liretimi, oksidasyon ve elektron transferi gérevlerinin yani

sira hiicre i¢in bazi Onemli gorevleri de vardir. Membran potansiyelinin



diizenlenmesi, programli hiicre Oliimii (apoptozis), hiicresel yenilenmenin
diizenlenmesi, hiicresel metabolizmanin diizenlenmesi ve steroid sentezi bunlardan
bazilaridir. Baz1 mitokondrial fonksiyonlar sadece baz1 hiicrelerde yiiriitiiliir. Ornegin,
karaciger hiicrelerindeki mitokondriler amonyagin detoksifikasyonunda rol oynayan
enzimleri igerirler (Lewin, 2004). Mitokondrial hasar ya da mutasyonlar bu
mekanizmalarda aksamalara yol agmakta ve mitokondrial ensefalomiyopati
(MELAS), Leber’in kalitsal optik noropati hastaligt (LHON), Alzheimer ve
Parkinson hastaligi (ADPD), norojenik kas zayifligi, ataksi ve retinitis pigmentosum
(NARP), sagirlik gibi gesitli hastaliklar sekillenmektedir (Giinlemez, 2003; Saara,
2000).

1.2. Mitokondrial Genom

Mitokondri evrimi tam olarak anlasilamasa da bu konu ile ilgili olarak, bir milyar yil
once oksijenli solunum yapan bir bakterinin, ilkel bir 6karyot hiicre igine adapte
oldugunu savunan endosimbiyotik teori yaygin olarak kabul gormektedir. Kendine ait
DNA’sinin olmasi, genomik DNA’dan bagimsiz replikasyona ugramasi ve protein
sentezi yapabilmesi bu goriisii destekleyen bulgulardir (Klug ve Cummings, 2002;

Lodish ve ark., 2003; Lewin, 2004) .

Mitokondride bulunan DNA’nin (mtDNA) organel igerisinde, sayilar1 2-15
arasinda degisen kopyalar1 bulunmaktadir. Dairesel bir forma sahip olan mtDNA,
insanlarda 16,569 bazdan olusurken, hayvanlarda 16-18 kilobaz (kb) arasinda
degiskenlik gosterir (Cizelge 1.1) (Saara, 2000; Klug ve Cummings, 2002; Lodish ve
ark., 2003) .



Cizelge 1.1. Tiirlere gore mtDNA genom biiyilikliigii, protein ve RNA kodlayan gen
sayilar1 (Lewin, 2004).

T Genom Protein Kodlayan | RNA Kodlayan
ur
Biiyiikligii (kb) Genler Genler

Mantarlar 19-100 8-14 10-28
Protistalar (Tek

. 6-100 3-62 2-29
hiicreli Ok.)
Bitkiler 186-366 27-34 21-30
Hayvanlar 16-17 13 4-24
Insan 16.5 13 24

Memeli mtDNA’s1 niikkleer DNA’dan farkli olarak, intron ve uzun kodlamayan
bolgeler icermez. Cok hiicreli hayvanlarin (metazoanlarin) ¢ogunda mtDNA ayni
biiytiikliiktedir ve benzer proteinleri kodlar. Ancak bazi tiirlerin mtDNA’s1 ¢cok daha
biiyiiktiir. Ornegin, maya mtDNA’s1 yaklasik 5 kat daha biiyiiktiir (=78,000 bp),
intron bulundurur ve memeli mtDNA’sindaki benzer proteinlerin yani sira
memelilerin niikleer DNA’sinda yer alan bazi proteinleri de kodlar (Saara, 2000).
mtDNA, organel i¢erisinde bakterilerde oldugu gibi ¢esitli proteinlerle paketlenmis
niikleoid halinde bulunur (Chen ve Butow, 2005).

Mitokondrial DNA, herbiri kendi basmna replike olabilen Guanince zengin agir
(H) zincir ve Sitozince zengin hafif (L) zincir olmak iizere iki zincire sahiptir. Agir
zincir, polipeptid kodlayan 13 genden 12’sini, transfer RNA (tRNA) kodlayan 22
genden 14’tinii ve ribosomal RNA (rRNA) kodlayan her iki geni iizerinde
bulundurmaktadir. mtDNA’da kodlanmayan tek bolge “Yer Degisim Halkasi” adi
verilen bolgedir (displacement loop, D-loop) ve agir zincirin kisa bir boliimiiniin
tekrarmdan olusarak ii¢iincii kisa bir zincir olusturmaktadir. D-loop bolgesi H-zinciri
replikasyon orjinini (Oy) ve L ve H-zinciri transkripsiyonu igin promotorlari

bulundurmaktadir. mtDNA iki kokenli replikasyona ugrar, yani bidirectional DNA



replikasyonu, L-zincirinden transkribe edilen bir RNA primeri kullanilarak, Oy
orjininden 5'-3' yoniinde baslatilir. Agir zincir sentezi mtDNA’nin 2/3’sini tamamlar,
tRNA genlerinden 5’ini iceren bdlgeyi kapsayan L-zincir orjinine (O.) ulastiginda,
O_ ilmik seklinde bir yap1 alir ve H zincirine ters yonde L zinciri replikasyonu
baglatilir. Sonu¢ olarak, mtDNA replikasyonu ¢ift yonli, yar1 korunumlu
(semikonservatif) ve eszamansiz (asenkronize) olarak tamamlanir (Giinlemez, 2003;
Clayton, 1982 ). Replikasyondan sonra segregasyon ve bdliinme tamamen tesadiifi bir

sekilde mitokondrinin orta noktasindan olur (Sekil 1.3) (Lewin, 2004).

H zineciri
rep, orj.

Orta noktadan bélinme baslar

L zineiri
rep. orj.

Sekil 1.3. Mitokondride replikasyon ve segregasyon (Lewin, 2004).

mtDNA transkripsiyonu ise D loop bdlgesindeki promotorlardan (agir zincir 1,
H1; agir zincir 2, H2 ve hafif zincir, L promotorlar1) birbirine ters yonde baslar ve iki
zincir de, ayn1 anda tamamen transkripsiyona ugrar (Sekil 1.4). Uzun zincire ait H1

promotoru tiim agir zinciri transkribe eder. H2, iki mitokondrial rRNA molekiiliiniin



transkripsiyonundan sorumludur. Agir zincirin transkripsiyonu ile polisistronik
transkript olusur. Hafif zincir ise ya replikasyon igin primer olarak kullanilan kiigiik
transkriptler iiretir ya da uzun bir transkipt olusturur. Transkriptler, fonksiyonel
rRNA, tRNA ve mesajcitRNA (mRNA)'larin olusumu i¢in kesilir ve islenir.
Mitokondrial translasyonlar ribozomdan bagimsiz olmakla birlikte hala tam olarak
anlasilamamustir. Ayrica, replikasyon ve transkripsiyonu igin gerekli enzimler ve
proteinler, genomik DNA tarafindan sentezlendiginden, mtDNA tam bir otonomiye

sahip degildir (Saara, 2000; Lewin, 2004).

cox

ATPase 6 AlPased

Sekil 1.4. Insan mtDNA’sinda kodlanan gen bolgeleri, replikasyon orjinleri ve
promotorlarin gosterimi. H zinciri replikasyon orjini (Oy), L zinciri replikasyon orjini
(OvL), H ve L zincirleri promotorlar1 (Py ve P.) (Saara, 2000).

Mitokondrial DNA’da mRNA’dan proteine translasyon sirasinda evrensel
oldugu diisiiniilen genetik koddan sapmalar olmaktadir (Cizelge 1.2). Ornegin UGA,
bircok tirde “dur” kodunu ifade ederken, insan ve mantar mitokondrisinde
translasyon sirasinda “triptofan” olarak ifade edilir. AGA ve AGG, tim tiirlerde
genomik DNA’da “arjinin”e karsilik gelirken memeli mtDNA’sinda “dur” kodunu,

Drosophila mtDNA’sinda “serin”i ifade eder (Lodish ve ark., 2003; Lewin, 2004).



Cizelge 1.2. mtDNA’da evrensel genetik koddan sapmalar (Lodish ve ark., 2003).

Genomik Mitokondrial
DNA DNA

Kodon Standart Memeliler Drosophila |[Neurospora |Mayalar [Bitkiler

kod
UGA Dur Trp Trp Trp Trp Dur
AGAAGG | Arg Dur Ser Arg Arg Arg
AUA lle Met Met Ile Met lle
AUU lle Met Met Met Met lle
Cuu,cucC
CUA,CUG | Leu Leu Leu Leu Thr Leu

Vertebrali mitokondrial DNA’sindaki bu kodon-antikodon degiskenligi

avantaj olarak da ifade edilebilir. Ciinkii evrensel koddan sapma sonucunda
mitokondri i¢in, ¢ekirdek DNA’sindan farkli olarak tiim kodonlarin tanimlanmasinda
en az 31 tRNA olmasi zorunlulugu gegerli degildir ve sadece 22 tRNA yeterli
olmaktadir (Lewin, 2004).

Cogunlukla yumurta dollenme esnasinda sperm hiicresine ait mtDNA’nin
hiicre i¢ine almmamasi ve embriyonun sadece anasal (maternal) mtDNA’y1 tasimasi
nedeniyle her organizma sadece bir ¢esit mtDNA igermektedir. Bu durum
“homoplazmi” admi almaktadir. Dolayisiyla mtDNA’nin kalitim1 ¢ogunlukla anaya
aittir. Ancak midye, meyve sinegi ve ar1 gibi bazi canlilarda ve klonlanmis sig1r, fare
ve koyunda bazi istisnalar da bildirilmistir. Insanlarda da bir bireyde mitokondrial
DNA’nin babasal (paternal) gectigi ve sadece iskelet kaslarinda mitokondrial

miyopatiye neden oldugu belirtilmistir (Schwartz ve Vissing, 2002).

mtDNA’nin evrim hizi niikleer DNA'ya gére 10-20 kat daha fazladir. Bunun
nedeni, oksijen radikallerine daha fazla maruz kalmasi, koruyucu ve tamir
sistemlerinin yoklugudur (Glinlemez, 2003). Bu sebeple, bazen bir hiicrede birden
fazla ¢esitte mtDNA da bulunabilir ve bu duruma “heteroplazmi” adi verilir. Her
hiicrede 10-100 arasinda degisen sayida mitokondri oldugu diistiniildiigiinde, bir

hiicrede bine yakin mtDNA’nin mevcut olabilecegi sdylenebilir. Heteroplazmik



mtDNA'lar, gametlere diizensiz geger. Sonucta tekrar tekrar boliinen hiicreler, saf

mutant veya saf normal mtDNA'lar igeren genotipe doniisebilirler (Giinlemez, 2003).

Her organ sisteminin yas ve aktivitesiyle de iliskili olarak, degisik oranlarda
mitokondrial enerjiye ihtiyaci vardir ve farkli miktarlarda mitokondri igerir. Yine her
doku farkli miktarlarda normal ve mutant mitokondrial DNA igerebilir. Mutasyona
gore degismekle birlikte dokuda mutant genomlarin orani ne kadar fazla ise ATP
iretimi o denli yetersizlesir ve doku-organ disfonksiyonlar1 baglar. Doku veya
organin enerji metabolizmasinda yetersizlige yol acacak (disfonksiyona neden
olacak) minimum mutant mtDNA miktaria esik deger (threshold effect) denir. Egik
deger, doku ve yasa gore degisir. Ornegin; beyin ve kas hiicreleri daha fazla enerji
ihtiyaci igindedir ve gelismekte olan gocuklarda daha aktiftir. Bu organlarda diisiik
miktarda mutant mtDNA klinik belirtiye yol agabilirken, daha yiiksek oranda mutant
mtDNA karacigerde belirti vermeyebilir. Sonugta, mutant ve normal genomlarin
orani, doku tipi, yas, enerji ihtiyaci gibi faktorlere baglh olarak fenotipte mitokondrial

hastaliga neden olur (Giinlemez, 2003).

Mitokondri tire dongiisti, glukoneogenezis, oksidasyon, krebs dongiisii ve en
onemlisi de oksidatif fosforilasyonda gorevli yiizlerce protein igerir. Herhangi bir
nedenle olusacak mitokondrial disfonksiyon tiim sistemleri etkileyecek ve esik
degere gore semptomlarmi verecektir (Giinlemez, 2003, Saara, 2000). Mitokondrial
DNA tarafindan kodlanan bu 6nemli genler NADH dehidrogenaz 1-6 (mt-ND1-
mtND6), Sitokrom b, Sitokrom c¢ oksidaz, Sitokrom c¢ rediiktaz (MT-CYB, MT-
CO1, MT-CO2, MT-CO3), ATP-sentaz (MT-ATP6, MT-ATP8), rRNA (MT-RNR1,
MT-RNR2) ve tRNA (MT-TA, MT-TA, MT-TC, MT-TD, MT-TE, MT-TF, MT-TG,
MT-TH, MT-TI, MT-TK, MT-TL1, MT-TL2, MT-TM, MT-TN, MT-TP, MT-TQ,
MT-TR, MT-TS1, MT-TS2, MT-TT, MT-TV, MT-TW, MT-TY, MT1X) genleridir
(National Library of Medicine, Erigim adresi:

http://ghr.nlm.nih.gov/chromosome=MT; Saara, 2000).

Mitokondri genomu ile ilgili olarak en giincel bilgilerin toplandigi, on-line

ulasilabilen veritabanlar1 bulunmaktadir. Mitokondri biyolojisi ve genetigi ile


http://en.wikipedia.org/wiki/MT-CYB
http://en.wikipedia.org/wiki/MT-CO1
http://en.wikipedia.org/wiki/MT-CO1
http://en.wikipedia.org/wiki/MT-CO2
http://en.wikipedia.org/wiki/MT-TA
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TC&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TD&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TE&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TF&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TG&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/MT-TH
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TI&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TK&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/MT-TL1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TL2&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TM&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TN&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TP&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TQ&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TR&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TS1&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TS2&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TT&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/MT-TV
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TW&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MT-TY&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/MT1X
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ilgilenenler i¢in olduk¢a faydali olan bu veritabanlarindan bazilar1 ve erisim adresleri
asagida listelenmistir.

1.Mitomap A human Mitochondrial Genome Database: Insan mtDNA’s1
polimorfizmleri ve mutasyonlarini iceren veritabanidir. Erigim
adresi:www.mitomap.org

2.Mamit-tRNA: Memelilere ait mitokondri tRNA’larina ait veritabanidir.
Erigim adresi: http://mamit-trna.u-strasbg.fr/Summary.asp

3.MitEURO: Avrupa’da mitokondrial biyogenezis ve hastalik c¢alisan
laboratuvarlarin ~ paylasimlariyla  olusturulan  bir  veritabanidir.  Erisim
adresi:www.miteuro.org

4.V-MitoSNP: Mitokondrial tek niikleotit polimorfizmi (Single Nucleotid
Polymorphism, SNP) ve kanserlerle, hastaliklarla baglantilarinin paylagildigi

veritabanidir. Erigim adresi: http://bio.kuas.edu.tw/v-mitosnp

1.3. Filogenetik Ara¢ Olarak Mitokondrial DNA

Organel DNA’s1 ¢ekirdek DNA’sindan farkli replikasyon sistemlerine sahip
oldugundan, replikasyondaki hata oran1 da farkli olmaktadir. mtDNA memelilerde,
niikleer DNA’dan daha hizli mutasyon biriktirir, fakat bitkilerdeki mtDNA’da
mutasyon birikimi ¢ekirdektekinden de yavas olmakta; kloroplast DNA’sinda ise bu
ikisinin arasinda bir oranda olmaktadir. mtDNA’nin maternal kalitimmin bir sonucu
olarak populasyon degisimlerine karsi, cekirdek DNA’sindan daha duyarlidir.
mtDNA dizilerinin populasyonlarda karsilastirilmasi evrimsel agaglarin ¢izilmesine
olanak saglar (Lewin, 2004). Bu tiir ¢alismalarda mtDNA iizerinde bulunan

12srRNA, 16srRNA, Sitokrom-b ve D-loop bolgeleri kullanilmaktadir.

mtDNA mutasyonlarmin hizi insanlarda, 1 milyon yillik siirecte ortalama % 2—
4 oranindadir. Eger iki organizma arasinda % 1 oranda mtDNA farklilig1 varsa bu
250.000-500.000 y1l 6nce bu iki organizmanin farklilagsmaya basladigin1 gosterir. Ek
olarak niikleer genin her nesilde farkli rekombinasyon gostermesi filogenetik

caligmalarinda zorluk yaratirken, mtDNA'nin homoplazmik olusu kullanilabilirligini
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arttirr. mtDNA  bu  6zelliklerinden dolayr 1987 yilindan itibaren, filogenetik
caligmalarda kullanilmaya baglanmistir (Giinlemez, 2003).

1.4. Kecilerde Filogenetik Cahsmalar ve Evciltme ile Ilgili Arkeolojik ve
Genetik Bulgular

Insanlik i¢in déniim noktalarindan birisi sayilan “Evciltme”, Neolitik ¢agda, yaklasik
11.000 y1l énce (Y.0.), “Verimli Hilal-Fertile Crescent” olarak bilinen topraklarda
(Sekil 1.5) baglamustir (Zeder, 2008).

v L JORDAN

Sekil 1.5. Firat ve Dicle nehirlerinin smnirladigi Verimli hilal bolgesi
(NASA earth Observatory; http://earthobservatory.nasa.gov/Features/HarranPlains/)

Ciftlik hayvanlarmin evciltiimesinde oncelikli olarak 4 tiiriin ad1 gegmektedir.
Bunlar sigir, domuz, koyun ve kegidir (Sekil 1.6). Evciltme tarihleri yakin olmakla
beraber koyun ve keginin ilk evciltilen tiirler oldugu bilinmektedir (Zeder, 2008)
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Sekil 1.6. Tiirlere gore evciltme tarihleri (milattan 6nce) (Zeder, 2008).

Tim hayvanlar i¢in evciltmenin ilk ne zaman, nerede oldugu ve hangi rklarin
ilk olarak ortaya ¢iktig1 konusundaki bilinmeyenler, arkeoloji ve genetik biliminin
katkilar1 ile aydinlanmaya baslamistir. Bu ¢alismalarda arkeolojik bilgiler morfolojik
ve morfolojik olmayan belirtegler basliklar1 altinda toplanirken, genetik bilgiler

molekiiler belirteclerden yararlanilarak degerlendirilir (Sekil 1.7).

1 1
Arkeolojik Genetik bilgiler
bilgiler
! I

[ Morfolojik belirtecler } [ Morfolojik olmayan } [ Molekiiler belirtegler }

belirtecler

Sekil 1.7. Evciltmenin ve irklarm tarihinin aydinlatilmasinda kullanilan belirtecler.

Evciltmenin morfolojik belirtegleri iki ana kategoride toplanabilir.

A Bir jenerasyondan digerine aktarilarak evciltmeye genetik yaniti
gosteren morfolojik belirtecler: Evcil hayvanlarin morfolojik, fizyolojik ve
psikolojik karakterlerde onemli degisiklikler meydana geldigi, daha kolay idare
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edilebilme ydniinde degisime ugradig bildirilmektedir. insanlarin yaban hayvanlar
arasindan kolay idare edebilecekleri ve faydalanabilecekleri hayvanlar1 se¢meleri ve
bu hayvanlardan yavru almalar1 sebebiyle genetik olarak aktarilan bazi morfolojik
karakterler belirte¢ olarak kullanilabilmektedir. Viicut biiyiikliigli, boynuz sekli ve
biyiikliigii gibi karakterler morfolojik arkeolojik belirtecler olarak kullanilabilirler
(Zeder ve ark., 2006).

B. Degisen cevreye bagh olarak bireysel yanitlarn gosteren morfolojik
belirtecler (suni morfolojik belirtecler): Kazi alanlarindan elde edilen kemiklerde
evciltilmis hayvanlarda goriilen bazi1 karakterlerin belirte¢ olarak kullanilmasidir.
Bunlar; yeme aligkanliklarinin degigsmesi sonucunda bir atin ikinci molar digindeki
asinma yiizeyi ya da, normalde serbest dolasima alismis bir ke¢inin agilda kapali
kalmas1 sonucu ayak kemiklerinde sekillenen patolojiler de olabilir. Bu belirtecler
insan idaresi altma giren hayvanlarda bazi olaylar sonrasinda sekillendigi i¢in bir
sonraki soya aktarilmayan ve bireye 6zgii olarak kalan karakterlerdir (Zeder ve ark.,
2006).

Morfolojik olmayan belirtegler ise suni morfolojik belirtegler gibi genetik
olarak aktarilmayan ama insan eliyle yapilan seleksiyonun sonucunda
gozlemlenebilen belirteglerdir. Bunlar kazi alanlarindan elde edilen hayvan
topluluklarma ait demografik profili tarif eden Oliim yasi, yetistirmede agirlikli

olarak tercih edilen cinsiyet gibi belirteglerdir (Zeder ve ark., 2006).

Morfolojik ve morfolojik olmayan belirteglerin kullanilmasi kazi alanlarinda
elde edilen kemikler avci-toplayict toplumu mu, tarim toplumu mu sorularmin
cevaplanmasina yardime1 olur. Ornegin; avci toplumlarda biiyiik ciisseli, ergin yasta
hayvanlar 6zellikle de erkekler tercih edildiginden kazi alanlarmdan elde edilen
kemikler kalin, gelismis ve genelde erkek hayvanlara aittir. Tarim toplumlarinda ise
daha narin, ince yapili disi hayvanlar ragbet gordiigiinden ve erkek hayvanlar da
genelde ilk reprodiiktif yillarindan sonra kesildiklerinden bdyle alanlarda elde edilen
kemikler genellikle ya digi hayvan kemikleridir ya da gen¢ kolay eriyebilir, ince
erkek kemikleridir (Zeder ve ark., 2006.; Zeder, 2008).
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Kegilerle ilgili olarak biitiin bu arkeolojik belirteglerden yararlanilarak,
evciltme konusunda iki farkli bolgeye ulasilmaktadir. Bunlar; Sanlrfa yakinlarinda
Firat nehri vadisinde Nevali Cori (11,000 Y.Q.), ve iran’da Zagros daglarmda Ganj
Dareh (10,000 Y.O.) bolgesidir. Diger olas1 evciltme bdlgelerini de igeren liste
Cizelge 1.3’de ve harita iizerindeki yerleri Sekil 1.8’de gosterilmistir. Ancak, Orta
Asya’da boyle ¢aligmalar yapilmadigindan kegi evciltme tarihi eksik kalmaktadir.

Cizelge 1.3. Keginin ilk evciltme yerleri oldugu diisiiniilen bolgeler (Hirst, 2008).

Bolge ve iilke Kazi alam Hesaplanan evciltme
tarihi

Toroslar, Urfa, Giineydogu Tiirkiye | Nevali Cori 8.500-8.000 M.O.
Toroslar, Urfa, Giineydogu Tiirkiye | Cayonii 8.500-8.000 M.O.
Giiney Kibris Rum Y&netimi Shillourokambos | 8.500-8.000 M.O.
Aksaray, Tiirkiye Asikli Hoyiik 8.000-7.800 M.O.
Zagros Daglari, Iran Ganj Dareh 8.000-7.800 M.O.
Giiney Levant, Israil Jericho 7.500 M.O.

Baluchistan, Pakistan Mehrgarh 7.000 M.O.

Sekil 1.8. Evciltme bolgelerinin harita {izerinde gosterimi (Naderi ve ark.,
2008).
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Evciltmenin tarihi, evcil kegiye koken alan yabani kegiler ve keg¢i wrklarinin
tarihi, evciltmeye katkida bulunan yabani ke¢i smiflar1 ve evcil kegide wklarin
birbirinden ayrilmaya baglamalarinin belirlenmesinde siklikla kullanilan molekiiler
belirtecler ise anasal katkiy1 gosteren mtDNA analizleri, babasal katkiy1 gosteren Y
kromozomu ¢aligmalar1 ve introgresyonu gosteren mikrosatellit analizleridir (Luikart
ve ark., 2001; Naderi ve ark., 2007; Pereira ve ark., 2009). Kan gruplar1 gibi protein
polimorfizmine dayanan siniflandirma ¢aligmalar1 da yapilmis ancak boynuz
morfolojisine gore yapilan ve yaygin olarak kabul goren klasik siniflandirma (Sekil
1.9) sonuglarina uyumlu sonuglar alinamamistir. Bu durum molekiiler analizlere
ozellikle de, mitokondrial DNA analizlerine yOnelinmesine sebep olmustur

(Manceau ve ark., 1999).

Sekil 1.9. Boynuz morfolojisine gore smiflandirma:(a) ibeks-tipi (C. [i.] ibex, C.
[i.] nubiana, C. [i.] sibirica, ve C. [i.] caucasica), (b) Ispanya kegisi tipi (C.
pyrenaica), (c) Dogu Tur’u (C. cylindricornis), (d) markhor (C. falconeri), ve (e)
bezoar-tipi (C. aegagrus). Julie Dlugos tarafindan resmedilmistir (Pidancier ve
ark., 2006).
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Hayvan tiirlerinin filogenetik analizlerinde mitokondrial DNA’nin Sitokrom-b
ve D-loop bolgeleri siklikla tercih edilmektedir (Irwin ve ark., 1991; Hiendleder ve
ark., 1998; Guiffra ve ark., 2000; Luikart ve ark., 2001). Bu iki bolgenin, kegilerin
evciltilmesi ile ilgili tarihin aydinlatilmasinda biiyilkk 6nemi vardir ve bu amagla
bir¢ok calismada kullanilmistir Kegilerde D-loop bolgesi ile ilgili olarak Manceau ve
ark., (1999); Luikart ve ark., (2001); Mannen ve ark., (2001); Sultana ve ark., (2003);
Sultana ve Mannen, (2004); Joshi ve ark., (2004); Chen ve ark., (2005); Pereira ve
ark., (2005); Sardina ve ark., (2006); Fernandez ve ark., (2006); Naderi ve ark,
(2007); Naderi ve ark., (2008) ait calismalar ile Sitokrom b bolgesi ile ilgili olarak da
Manceau ve ark., (1999); Chen ve ark., (2006); Pidancier ve ark., (2006) ait

calismalar literatiire katkilar1 agisindan 6nemlidirler.

D-loop, kegilerde yaklasik 140 degisken bolge ile en fazla varyasyonun
goriildiigii bolgedir. Bu bolgenin analizi ile wrklar arasindaki ayrim daha belirgin
olarak filogenetik agaca yansimaktadir. Sitokrom-b ise yaklasik 50 degisken bolge
kapsamakta ve bu gen bdlgesinde bulunan kodonlardaki 3.baz degisimi ile sekillenen
suskun mutasyonlar yardimiyla wklarin birbirlerinden ayrilmaya basladiklar1 zaman
ortaya konulabilmektedir. En yakin ortak ata zamani (the time to the most recent
common ancestor, TMRCA) adi verilen bu analiz ile sessiz mutasyonlarin
populasyonlardaki birikimi incelenmekte ve herbir mutasyonun olusum hizi
g6zOniine alinarak geriye dogru yil hesab1 yapilabilmektedir (Luikart ve ark., 2001;
Joshi ve ark., 2004).

1.5. Evcil Kecinin Tarihi

Boynuz yapisit ve yayilim alanlar1 géz Oniine alimarak evcil kegilerin atasi
belirlenmeye calisilmaktadir. Bazi yazarlara gore evcil keginin (Capra hircus) 5
yabani kegi tlirlinden koken aldigi ifade edilmektedir. Bunlar C. ibex, C. prisca, C.
caucasica, C. aegagrus (bezoar) ve C. falconeri (markhor)’dur (Batu, 1951). Baz1
yazarlar ise evcil keginin 3 yabani ke¢i tiirinden kdken aldigini ifade etmekte ve

bunlarin C. aegagrus, C. falconeri ve C. prisca oldugunu belirtmektedir (Akgapinar,
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1994; Yarkin, 1965). Bu kegilerin kendi aralarindaki ¢iftlestirilmelerinden fertil
doller almabilmektedir. Hibridlerin fertil olmasi 3 kegi yaban kegisini de evcil
kecinin atasi olmasi ihtimalini arttirmaktadir. Evcil keginin tarihi ve kokenine
yonelik ilk molekiiler ¢alismay1 yapan Takada ve ark., (1997) bezoarin cografi
dagilimi ve morfolojik 6zellikleri ile D-loop ve Sitokrom-b dizi analizi sonuglarina
bakildiginda evcil keginin atas1 olma ihtimalinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Zoolojik siniflandirma ile Capra cinsine ait yaban kegiler Cizelge 1.4’de verilmistir.

Cizelge 1.4 Capra cinsi altindaki tiirlerin klasik siniflandirmasi (Shackleton, 1997).

— Cins:
Capra

— Tiir:
Yaban kegisi (Bezoar Ibex) Capra aegagrus
Bati Kafkas Tur’u Capra caucasia
Dogu Kaftkas Tur’u Capra cylindricornis
Markhor Capra falconeri
Alpine Ibex Capra ibex
Nubian Ibex Capra nubiana
Spanish Ibex Capra pyrenica
Siberian lbex Capra sibirica
Walia Ibex Capra walie
Eveil kegi Capra hircus

Evcil kegilerin genetik yapisini arastiran en 6nemli genetik ¢caliyma Luikart ve
ark. (2001) tarafindan yapilmistir ve materyal olarak eski diinyadan (Avrupa, Asya,
Afrika) 88 1rki temsil eden 6rnekleri kapsamaktadir. Bu calisma, kegilerin filogenetik
tarihini anlayabilmek i¢in mitokondrial DNA’nin (mtDNA) en degisken bdlgesi olan
ve D-loop kontrol bolgesinde bulunan 1.cokdegisken bdlgenin (1. hypervariable
region, HVR-1) dizi analizini kapsamaktadir ve cografi olarak wrklar arasi iligkilere
bakilmistir. Elde edilen veriler, kegilerde evciltmenin tarihi ve irklarin ortaya ¢ikisi
icin 6nemli bir kilometre tasi oldugu soylenebilir. Bu ¢alismada (Luikart ve ark.,
2001); Avrupa, Asya, Afrika, Ortadogu ve Yakindogu’dan 44 farkli sehirden
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toplanan 406 evcil ve 14 yaban kegisine ait materyaller incelenmis ve ayrica mtDNA
haplogruplarin ilk ayrildig1 (farklilastigi) zamani hesaplamak i¢in tiim Sitokrom-b
geninin dizi analizi yapilmistir. Elde edilen dizi analizi sonuglar1 komsu birlestirme
analizi (Neighbour Joining) ve ¢ift grup aritmetik ortalama metodu ve gruplandirma
analizi (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean, UPGMA) ile
incelenmis, her iki analiz de benzer goriintiiyii vermistir. Calisma sonucunda
belirlenen 3 haplogrubun (A, B ve C) 200.000 y1l 6nce birbirlerinden farklilastiklar:
ve bundan binlerce yil sonra evciltmeye farkli zamanlarda, farkli yerlerde katilarak
yayilim gosterdiklerini belirlemislerdir (Luikart ve ark., 2001). Sekil 1.10°da goriilen
biiyiik yildiz-sekilli kiime (C.hircus A) 316 mtDNA tipini igermektedir. Daha kii¢iik
olan diger iki hat ise (C.hircus B ve C) sirasiyla, sadece 8 ve 7 mtDNA tipi
icermektedir. C.hircus B sadece dogu ve giiney Asya’da goriiliirken, C.hircus C
Mogolistan, Slovenya ve Isvigre’den alman &rneklerde goriilmiistiir. Evcil keciye en
yakin yaban kecisi C. aegagrus olarak belirlenirken (ortalama 61,3 baz degisimi),

ikinci benzer dizin C. cylindricornis’de (ortalama 84,5 baz degisimi) goriilmiistiir.
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Sekil 1.10. Kegide mtDNA haplotipleri ve komsu birlestirme analizleri (Luikart ve
ark., 2001).

Elde edilen veriler, kecinin birden fazla anasal orjinden koken aldigi
(parafiletik) ya da ilk evciltmenin ardindan diger haplogruplarin introgresyonu (gen
havuzuna dahil olma) oldugu diisiincelerini pekistirmektedir. Bu bulgular 1s183inda
yanlis eslesme dagilim analizi de yapilmis ve bu sonuglardan hareketle introgresyon
sirast i¢in bir varsayim {retilmistir. Bu varsayima gore; 10.000 yil once ilk
evciltmenin A haplogrubundan bir disi hayvanla basladigi, bundan 6000 y1l sonra C
haplogrubu ve 2000 y1l sonra da B haplogrubundan disi hayvanlarin evciltmeye dahil
edildigi diistiniilmektedir. Ayrica yine bu caligmaya gore, genetik ¢esitliligin daha
cok wklar i¢inde olmasi ve cografi farklilik gostermemesi, kegilerin kitalar arasi
yogun bir sekilde yer degistirmelerinin bir sonucu olabilecegi seklinde
yorumlanmustir. Sigirlarda total mtDNA varyasyonunun % 84’1 kitalararasi

farkliliktan gelirken, bu deger kegcilerde sadece %10’da kalmaktadir. Ancak bu
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onemli aragtirmada varilan bir diger sonug da, 6zellikle evciltme bdlgesinden yapilan
orneklemenin sayisinin arttirilmasit durumunda kegilerde evciltmenin tarihini
degistirebilecek sonucglara varilabilecegidir (Luikart ve ark., 2001). Bu 6nemli
calismanin ardindan evcil kegi rklarinda A, B ve C haplogruplarma ek olarak Joshi
ve ark. (2004) tarafindan D haplogrubu, Sardina ve ark. (2006) tarafindan F
haplogrubu, Naderi ve ark. (2007) tarafindan G haplogrubu.oldugu da bildirilmistir
Ancak bu haplogrubu tasiyan 6rnek sayilar1 yetersiz oldugu i¢in, gen havuzuna
introgresyon zamaninin hesaplanmasinda kullanilan uyumsuzluk dagilim analizinden

tutarli sonuglar alimamamaistir (Naderi ve ark., 2007).

Fernandez ve arkadaglarinin (2006) Fransa’da neolitik radyoizotop isaretleme
ile tarihlendirdikleri ve Neolitik doneme ait olduklarini bildikleri yaban kegisi
orneklerinde yaptiklar1 bir diger calismada sundugu bilgiler agisindan ayr1 bir 6neme
sahiptir. Bu calisma ile ad1 gecen Neolitik gé¢ rotalarindan 6zellikle Akdeniz yoluyla
olan dagilimin 6nemli oldugu ve ilk evciltmeye katkida bulunan haplogruplarm A ve

C hatlar1 oldugu hipotezi ortaya atilmistir (Sekil 1.11).

Sekil 1.11. C. aegagrus’un Neolitik donemde evciltme bolgesinden, Tuna ve Akdeniz
rotastyla batiya dogru dagilimi (Fernandez ve ark.,2006).

Fernandez ve ark. (2006) tarafindan bulunan bu sonug isaret ettigi iki nokta

acisindan onemlidir. Birincisi evciltmenin olas1 ilk merkezlerini ikiye indirmesidir
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(ya Tiirkiye ya da iran). Her iki bolgeden de Akdeniz yoluyla Avrupa’ya Neolitik
gocler olmustur. Ikincisi ise diger hatlarin evciltmeye katilmasi Avrupa’ya neolitik
goclerin oldugu donemden sonradir. Ciinkii 2007 yilinda Naderi ve arkadaslarinin
agirlikli olarak A haplogrubunu ortaya koydugu Giiney Avrupa’da incelenen antik
kemikler evcil kegi irklarinda goriilmekte olan A, B, C, D, F ve G haplogruplarindan
sadece ikisini (A ve G) tasimaktadir. Bu haplogruplarin daha sonra yine Tiirkiye ya
da iran’daki evciltme merkezlerinde mi gen havuzuna katildiklar1 yoksa Pakistan,
Hindistan gibi diger tiirlerin (s181r, manda vb.) evciltme merkezi olan bdlgelerden mi

dahil olduklar1 hala tam olarak net degildir.

MacHugh ve Bradley (2001) tarihte 6nemli rol oynamis evciltme bolgelerinden
daha fazla orneklem ile daha farkli sonuglar elde edilebilecegini bildirmislerdir.
Naderi ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, Luikart ve ark. (2001)
calismasinda kullanilan ve sadece A haplogrubu bulunan iwklarda ayrica D
haplogrubunun da bulundugu gosterilmistir. Bu sonug, daha fazla sayida 6rneklemle

calismanin 6nemini gostermesi agisindan onemlidir.

1.6. Filogenetik Cahsmalarda Kullanilan Teknikler

Filogenetik teriminin sozliik anlami, bir tiirlin ya da yliksek taksonomik gruplarin soy
gelisimi ve evrim ge¢misidir (Tirk Dil Kurumu, TDK; 2008). Bir grubun evrimsel
tarihi onun Filogenisi olarak adlandirilmaktadwr. Tiirler arasindaki iliskiler, wklarin
tarihi ve genetik gesitlilik ¢aligmalar1 ise filogenetik ¢alismalardir ve populasyonlar
arasindaki fenotipik ve genetik farkliliklarin belirlenmesine dayanmaktadir (Freeman
ve Herron, 2007). Bu amagla filogenetik ¢alismalarda onceleri dl¢iilebilir morfolojik
karakterler, allel gesitliligi gosteren protein ve allozimler kullanilirken, 1987 yilinda
Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR; Polymerase Chain Reaction, PCR)
yaymlanmasmin ardindan iizerindeki gen bolgeleri polimorfizmlerine dayanan yeni
teknikler daha fazla tercih edilir olmustur. Bu tekniklerin en sik kullanilanlari
Kesilmis Parcactk Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length

Polymorphism, RFLP), Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi (Amplified
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Fragment Length Polymorphism, AFLP), Polimorfik DNA’nin Rastgele Cogaltilmasi
(Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD), 2-5 baz ¢iftinin degisken sayida
tekrarmi ifade eden mikrosatelit belirtegleri, Tekli Nikleotit Polimorfizmi (TNP;
Single Nucleotide Polymorphism, SNP) ve DNA dizi analizi teknikleridir (Hartl,
2000).

DNA dizi analizi diger tekniklere oranla, populasyonlarin farklilasmasinda rol
oynayan mutasyonlar1 daha iyi ortaya koyabildigi ve mutasyon olusum hizini
kullanarak populasyonlarin ayrildigi zamanm hesaplanmasma katki sagladigi icin
filogenetik ¢aligmalarda tercih edilmektedir. Bu amagla baba ile ilgili ge¢misi ortaya
koyan Y kromozomu genleri ve ana ile ilgili gecmisi ortaya koyan mitokondri
dizileri siklikla kullanilmaktadir (Freeland, 2005).

DNA dizi analizinde iki metot uygulanmaktadr. Bunlardan birisi Maxam ve
Gilbert’in (1977) yilinda yayinladiklar1 kimyasal kirilma yontemidir (Reece, 2004).
Bu metot baz-spesifik-kimyasallar yardimiyla, DNA’da yer alan bazi niikleotit
bolgelerinde  seker-fosfat  iskeletinde rastgele  kirilmalar  olusturulmasina
dayanmaktadir. Bu amagla hidrazin, dimetil siilfat ya da formik asit kullanilarak
bazlar degisiklige ugratilmakta ve daha sonra piperidin yardimiyla degisiklige
ugramis niikleotitlerin bulundugu noktalardan DNA zinciri kirilmaktadir (Maxam ve
Gilbert, 1977; Ausubel ve ark., 2002). Bu yontemde, niikleotit dizisi saptanacak olan
DNA o6nce 5’ ucundan 32P ile isaretlenmektedir. Daha sonra DNA’nin ayr1 ayri A,
C, G ya da T niikleotitlerinden kirilmas: igin dort ayri tiipte degisime ugrama ve
kirilma tepkimeleri gerceklestirilmekte ve boylece her tiipte farkli niikleotitlerden
kirilmig boylar1 birbirinden farklt DNA parcalar1 elde edilmektedir. Elde edilen DNA
parcaciklari, yiiksek ¢oziiniirliikte poliakrilamid jel elektroforezi ile kiigiikten biyiige
dogru ilerleyerek birbirlerinden ayrilmakta ve otoradyografi uygulanarak DNA
bantlar1 goriiniir hale getirilmektedir (Sekil 1.12). Zararli kimyasallarin kullanildig1
bu yontem bir tepkimede en fazla 100 baz okumasiyla sinirli kalmaktadir (Ausubel
ve ark., 2002; Klug ve Cummings, 2002).
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Sekil 1.12. Kimyasal dizi analizi yonteminin asamalari; (a) radyoaktif isaretlemeyi,
(b) farkl niikleotitlerden kirilma tepkimelerini (c) ise elde edilen farkli boydaki DNA
parcaciklarinin jelde goriintiilenmesini gostermektedir. (Usser, 2000).

Bir diger ve daha sik kullanilan dizi analizi teknigi ise Sanger ve ark. (1977)
dideoksi dizi sonlandirma (chain termination) reaksiyonudur. Bu teknik, dNTP lerin
yani sira 3"-hidroksil (OH") grubu olmayan 2°,3’-dideoksiriboniikleozit trifosfatlarin
(ddNTP) ve DNA Polimeraz enziminin yardimiyla DNA molekiillerinin 5°—3’
yoniinde uzatilmasina dayanmaktadir (Ausubel ve ark., 2002). Reaksiyon sirasinda
DNA polimeraz tarafindan sentezlenen PZR iiriiniine herhangi bir ddNTP nin
katilmasi ile 3" pozisyonunda serbest hidroksil grubu olmadigindan yeni bir baz
eklenemez ve sentez devam etmez (Sekil 1.13). Bunun sonucu olarak da serbest
Hidroksil grubu olmayan A,G,T ve C bazlarma bagl olarak degisen boylarda PZR
tirtinleri olugsmaktadir (Hartl ve Jones,1998; Klug ve Cummings, 2002; Reece, 2004).
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OH H —> H H

Deoksiriboniikleotid trifosfat Dideoksiriboniikleotid trifosfat

Sekil 1.13. Deoksiriboniikleotit trifosfat ve dideoksi tiirevinin kimyasal yapisi
(Reece, 2004)

Sanger ve arkadaslar1 (1977) tarafindan gelistirilen metotda kalip DNA, bir
primer, DNA polimeraz, {i¢ isaretlenmemis dNTP, bir isaretli ANTP ve isaretli
dNTP’nin dANTP formunu iceren 4 ayr1 tiip igerisinde (A tiipti, G tiipii vb.) dort ayr1
PZR reaksiyonu kurulmaktadir. Reaksiyonda primer tek zincirli DNA kalibina
baglanip, ddNTP formdaki baz eklenene kadar tek bir baz yoniinden isaretli halde
uzamaktadir. PZR iriinlerinin biiylikliigliniin belirlenmesi, yiiksek ¢oziintirlikli
denatiire edici poliakrilamid jel elektroforezinde yapilmaktadir. Elektroforez
mobilitesi en yliksek olan bant en kiigcik DNA fragmentidir ve hangi ddNTP ile
olusturulmus ise primerden sonra gelen ilk baz odur. Mobilitesi ilk banta en yakin
olan ikinci bant ise ikinci bazi gostermektedir. Boylece asagidan yukariya dogru
mobilitesi giderek diisen, baz uzunlugu ise giderek artan bantlarin hangi ddNTP ile
olusturulduklar1 belirlenmekte ve 5° 3’ yoniine dogru olan baz dizilimi okunmaktadir
(Sekil 1.14.A) (Hartl ve Jones, 1998; Klug ve Cummings, 2002; Reece, 2004). Daha
sonraki yillarda gelistirilen ve artik daha yaygin kullanilan dideoksi metodunda ise
tek tiip icinde dort ANTP’de reaksiyona katilmakta ve farkli renk floresan boyayla
isaretlenmis ddNTP’ler de reaksiyona girmektedirler. Floresan isaretli ddNTP’ler
kapiller elektroforez cihazlarinda bulunan fotodedektorlerle algilanip her bir baz
farkli renkte pik verecek sekilde gorsel olarak kaydedilmekte ve bdylece hassas bir
sekilde dizileme yapilabilmektedir (Sekil 1.14.B) (Hartl ve Jones,1998; Reece,
2004).
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Sekil 1.14. Eski (A) ve yeni (B) dideoksi metotlarinin sekil {izerinde gosterimi (Hartl
ve Jones (1998) ve Reece, (2004)’den alinarak diizenlenmistir)

Kapiller elektroforez cihazlarinda dideoksi metodu ile yapilan dizi analizleri
kromotogramlar seklinde ve “SCF, ABI, AB1 veya AB” gibi veri formatlarinda
kaydedilirler. Bu kromotogramlar, floresan isaretli bazlara ait piklerden olusan
elektroferogram goriintiilerini i¢erdikleri gibi bazlarin dizilimini de vermektedirler.
Bu formatlar1 agabilen bilgisayar yazilimlar1 sayesinde incelenen kromotogramlar
genellikle Fasta formatinda kaydedilmekte ve cesitli programlar kullanilarak
populasyon istatistigi parametreleri ve filogenetik analiz parametrelerinin belirlenip
degerlendirilmesinde kullanilmaktadirlar. Bu amagla siklikla asagidaki sira

izlenmektedir:

1) Dizilerin hizalanmasi

2) Niikleotit degisimlerinin (mutasyonlarm) saptanmasit ve farklilikla ilgili
parametrelerin hesaplanmasi

3) Filogenetik agacin olusturulmasi

4) Filogenetik agacin ¢esitli parametreler agisindan degerlendirilmesi

5) Dizi analizine dayali filogenetik ¢aligmalarda kullanilan istatistik metotlarla
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yorumlanmasi.

1.7. mtDNA Dizi Analizine Dayal Filogenetik Calismalarda Sikhkla Kullanilan
Istatistik Metotlar

1.7.1. Niikleotit Cesitliligi (7)

Populasyonlar iginde, populasyonlar arasinda ve tiirler arasinda bulunan niikleotit
varyasyonunu anlagihr kilmak molekiiler populasyon genetiginin temelidir. Iki tip
Olglim metodu bulunmaktadir; bunlardan birisi varyasyon gosteren niikleotit orani

digeri ise niikleotit diizeyinde populasyonlarin ¢esitliligidir.

Niikleotit varyasyonunun 6l¢iimiiniin en basit yolu incelenen bdlgede degisken
niikleotit bdlgelerinin belirlenmesidir ve incelenen bir DNA dizisi ise ayirdedici
bolgelerin diziyi olusturan toplam niikleotit sayisina boliinmesi ile bulunmaktadir.
Populasyonda varyasyon olusturan niikleotit bolgeleri oran1 1.1 numarali denklemde
verilmistir.

p, = S Denklem 1.1

N

Denklemde S (segregating) ayirdedici bolgeleri, N ise diziyi olusturan toplam

niikleotit sayisini ifade etmektedir.

Bir diger kullanim alan1 bulan niikleotit varyasyonu 6l¢imii metodu ise sekans
ciftleri arasindaki niikleotit farkliliklarinin orani belirlenerek, bu farkliliklarin sekans
frekanslariyla tartilmasidir. Calisilan populasyondan rastgele secilen herhangi iki
DNA dizisi arasindaki ortalama niikleotit sayis1 belirlenerek hesaplanir ve 7 Simgesi
ile gosterilir. Bu istatistik deger ekolojik populasyonlar arasindaki ve i¢indeki
cesitliligi gormek i¢in ve evrimsel iligkileri belirlemek i¢in siklikla kullanilir. 7
degeri olas1 biitlin sekans ¢iftleri i¢in hesaplanacak olursa asagida verilen denklem
elde edilmektedir (Nei ve Kumar, 2000):
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g=—> K. Denklem 1.2

Denklemde, n belirli bir DNA bélgesi i¢in birbirinden farkli olmak {izere
toplam Ornek sayisini, X; ve X; degerleri i. ve ]. dizilerinin frekanslarini ifade
etmektedir. z;; ise 1. ve j. diziler arasindaki herbir niikleotit bdlgesi i¢in niikleotit

farkliliklarinin sayisidir.

1.7.2. Haplotip Cesitliligi (H)

Kromozom ya da mtDNA iizerinde yakin mesafade bulunan genler ya da niikleotit
bolgeleri gamete birlikte aktarilirlar ve bu bagl bolgeler daima birlikte bulunduklar1
icin Haplotip adin1 alirlar (Hedrick, 2005; s:8). Irklarin haplotip ¢esitliligi wrklari
karsilagtirma acisindan bilgi verici bir degerdir ve asagida verilen denklemle

hesaplanabilir.

1-> xi?)n
h :((nz—l)) Denklem 1.3

Burada xi degeri bir haplotipin frekansini, n ise gen kopya sayisini ifade
etmektedir ve mtDNA i¢in 1°dir. (Nei and Tajima, 1981; Jobling ve ark., 2004;
s:155).



28

1.7.3. Haplogrup Frekanslarinin Belirlenmesi

Haplogrup filogenetik agaglarda ayni kiimeye dahil olan ve ortak ataya sahip
haplotipleri ifade etmektedir. Haplogruplar, harfle (A haplogrubu vb. gibi) veya harf-
say1 birlesimi (R1 vb. gibi) kodlarla ifade edilmektedirler. Haplogrup frekansi bir
populasyonda bir haplogruba ait oransal frekansin Olglisiidiir ve o tiire ait genetik
cesitliligi gostermektedir. Sunulan c¢alismada referans diziler yardimiyla belirlenen
mtDNA haplogruplarinin frekansi1 her bir wk icin hesaplanmistir. Frekanslarin

hesaplanmasinda asagida verilen denklem kullanilmigtir:

Haplogrup frekansi(ij) = i populasyonunda j haplogrubunu tastyan toplam birey sayisi
i populasyonunda toplam birey sayisi

Denklem 1. 4

1.7.4. Niikleotit Yer Degistirme Oranlar

1.7.4.1. Transisyonel ve Transversiyonel degisimler

Niikleotit yer degistirmelerinin sayisimin belirlenmesi i¢in farkli yazarlar tarafindan
bircok matematiksel model olusturulmustur. Ancak bunlardan en ¢ok kullanilanlar1
Jukes-Cantor (JC69), Kimura (K80), HKY (KHY85) ve “General time-reversible”
(GTR) modelleridir (Cizelge 1.7.4.1).

DNA’da niikleotit yer degisim modeli fikri ilk olarak Jukes ve Cantor
tarafindan 1969 yilinda ortaya atilmistir. Tek parametre modeli olarak da bilinen
JC69 modeli herhangi bir DNA dizisinde niikleotit degisimleri esit olasilikla
olmakta, her 3 niikleotitden herbiri belirli bir zaman araliginda mutlaka a frekansiyla
degismektedir prensibine dayanmaktadir (Nei ve Kumar, 2000). Ancak gercek diziler
incelendiginde degisimlerin esit olmadig1 transisyonel yani piirin/piirin (A<-->G) ya

da pirimidin/pirimidin (C<-->T), degisimlerinin transversiyonel yani piirin/pirimidin
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ya da pirimidin/piirin degisimlerine (A ya da G <--> C ya da T) oranla daha sik
oldugu goriilmektedir (Nei ve Kumar, 2000). Kimura bu gézlemi dikkate alarak 1980
yilinda Kimura 2 parametre modelini 6nermistir. Bu modele gore her yil i¢in her bir
niikleotit transisyon degisim orani o’dir ve transversiyon degisim orani 2B olarak
kabul edilir. Eger iki dizinin birbirinden ayrildiklar1 zaman (t) biliniyorsa herbir yil
icin herbir bolgenin toplam yer degisim orani (r= o+28) kullanilarak toplam yer
degisim sayis1 (d degeri) asagidaki denkleme gore hesaplanabilmektedir (Nei ve
Kumar, 2000):

d=2rt= 2ot+43t Denklem 1. 5

Denklemde t iki dizinin birbirinden ayrildiklari zamanini, r herbir yil i¢in herbir

bolgenin toplam yer degisim oranini, d toplam yer degisim sayisini ifade etmektedir.

Hasegawa, Kishino ve Yano tarafindan 1985 yilinda yayinlanan HKY modeli
ise 6 parametreli model olarak kabul edilmektedir. Kimura iki parametre metodu
gibi farkli transisyon ve transversiyon oranlarii kabul etmekle birlikte GC igerigi
acisindan da farkli hesaplamalar yapmaktadir. Tamura’nin 1992 yilinda
yayinladiklar1 model ile Tamura ve Nei’nin 1993 yilinda yaymladiklar1 modellerde
de bu metodun temel prensibinden hareket edilmistir. Bir diger sik kullanilan
model de General time-reversible modelidir. Bu modelde sekans ¢iftleri i¢in ayr1
ayrt ve iki yonlii analiz yapilmakta ve 6 farkli substitusyon degisim orani, 4
niikleotit i¢in farkli frekans hesaplamasi kullanilmaktadir. Bu sebeple, non-
reversible olan diger modellerin kullanildig1 genetik mesafe Olclimlerinde A
dizisinden B dizisine elde edilen genetik mesafe ile B dizisinden A dizisine elde
edilen genetik mesafe farkli olabilmektedir (Nei ve Kumar, 2000; Holsinger, 2008).

En sik kullanilan modeller Cizelge 1.5’de verilmistir.
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Cizelge 1.5. En sik kullanilan niikleotit yer degisim modelleri (a0 ve B degisim
oranlarmni, gA, gT gC ve gG niikleotit frekanslarini, a, b, ¢, ¢ ve f her iki dizi
acisindan niikleotit frekanslarini ifade etmektedir)

A T c G
(A) Jukes-Cantor modeli
A o o o
T [ - [V
C o o
G o o o

(B) Kimura modeli

B B

A - o
T B - @ B
c B o - B
G a B B
(C) HKY modeli

A Ber  PEc g
T Bgs - L Bee
c Bz g - Bze
G gy Bz Bgc 3

(D) General Reversible Time modeli
A g bgc fc
T g, - [3: ] o
c bg dgqy - fEe
G cFy g fe e

Incelenen herhangi bir dizide niikleotit degisim oranlarmi tanimlamak ve
gorsellestirmek amaciyla gamma dagilimi kullanilmaktadir (Sekil 1.15). Olasi
degisim oranlar1 varyasyonuna gore c¢izilen egriler “a” adi verilen gamma
parametresine gore degismektedir. Yiiksek degerli parametre, iki bolge aras1 degisim

oranindaki varyasyonun diisiikk oldugunu ifade etmektedir (Holsinger, 2008)

25
20
a=0.8
15 a=2.5
1 0 o=
a=2.0
5
0.1 0.2 0.3

Sekil 1.15. Ortalama degisim oram1 0,1 olan egriler icin Gamma parametresi
ornekleri (Holsinger, 2008’den alinmis ve diizenlenmistir).
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1.7.4.2. Suskun Bolge ve Degistirici Bolge Degisimleri

Niikleotit yer degisimleri amino asit degisimleri ile sonuglanmayan DNA dizisi
degisimleri Suskun bdlge (sinonim) baz degisimleri olarak adlandirilirken, bir amino
asit degisimi ile sonuglanan baz degisimleri ise degistirici (non-sinonim) degisimler
olarak adlandirilmaktadir (Freeman ve Herron, 2007). Suskun bdlge degisimleri
dogal segilime ugrayacak bir iirlin olusturmadiklarindan zaman i¢inde siiriiklenmenin
sonucu olarak artar ya da azalirlar. Degistirici bolge degisimleri ise olusan yeni
amino asidin roliine goére dogal secilim silirecinde yararli mutasyonsa pozitif secilimle
populasyonda artmakta, zararli mutasyon ise negatif seg¢ilimle ayiklanmaktadir

(Freeman ve Herron, 2007).

1.7.5. Genetik Mesafe Ol¢iimii ve Kullanilan Metotlar

Populasyonlar arasindaki genetik varyasyonun yapisi ve miktar1 birgok faktdrden
kaynaklanabilir. Ornegin iki populasyon asagidaki nedenlerden dolay1 genetik olarak
benzer olabilir:

1. Bir populasyonun gegmiste iki gruba ayrilmistir;

2. ki populasyon arasinda gen karisimi olmustur;

3. Biiyiik bir populasyonda kiiciik bir genetik siiriiklenme olmustur;

4. Her iki populasyon da ayni1 seleksiyon etkisinde kalmistir.

Benzer sekilde iki populasyon asagidaki nedenlerden dolayi genetik olarak
farkl da olabilir:
1. Cok uzun siire dnce yalitilmis ve aralarinda hi¢ gen akimi olmamustir;
2. Biiyiik bir genetik siiriikklenme ile biiyiik farklar olugmustur;
3. Her iki populasyon da farkli seleksiyon etkisinde kalmistir.

Her iki olay i¢in birden ¢ok faktdr de rol almis olabilir. Gegmis ve geri
dondiiriilemez bir tarihte yasandigi i¢in bunlarin hangisinin/hangilerinin gergekten

etkili oldugunu belirlemek oldukga zordur. Ancak populasyonlar arasindaki benzerlik
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ve farkliliklar  kullanilarak  populasyonlar  arasindaki  genetik  mesafe

Slciilebilmektedir (Hedrick, 2005).

En sik kullanilan genetik mesafe hesaplama metotlar1 Fst ve Nei’nin standart
genetik mesafe metodu, D,’dir (Lavery, 2009). Bunlardan baska genetik mesafe
hesaplama metotlar1 da gelistirilmistir. Bu metotlardan Cavalli-Sforza metodu ve
Roger’in metodu geometrik Olgiim yaparken, Nei’nin genetik mesafe metodu,
Reynolds, Weir ve Cockerham’in metodu ile Goldstein’in mikrosatellitler igin
olusturdugu asamali mutasyon modeli (Stepwise Mutation Model, SMM) ise
biyolojik varsayimla hareket etmektedir. Ayrica SMM ve Nei'nin genetik mesafe
metodu mutasyon ve genetik kaymalar1 géz Oniine alirken, diger metotlar sadece
genetik kaymaya dayanan mesafe Ol¢limiinii kullanarak hesaplama yaparlar
(McDonald, 2008).

1.7.5.1. Nei’nin “Standart Genetik Mesafe” olciimii

Yeni genetik mesafe 6l¢iim metotlar1 ortaya konulmus olsa da hala siklikla Nei’nin
(1972) “Standart Genetik Mesafe” formiilii kullanilmaktadir. Bu formiile gore
notralite (ayristirict seleksiyonun yoklugu) ve genetik kayma vardir ve yeni
mutasyonlar zamanla paralel olarak artan yeni allellerle sonuglanir (Freeland, 2005;
s:110). Nei’'nin standart genetik mesafe Olciimii icin once 1.6 numarali denklem

kullanilarak n kadar allele sahip bir lokus i¢in genetik benzerlik (In) hesaplanir.

m

2. (PyPy)
I, = —= Denklem 1.6

\/ Z pi)(i Pe)

i=1

Pix ve Piy degerleri X ve y populasyonlarinda i. allelin frekansini ifade etmektedir. |
degeri 0 ile 1 arasinda bir deger alabilir. | degerinin 0 olmasi durumunda
populasyonlar arasinda paylasilan allel yoktur, 1’e esit olmasi durumunda ise iki

populasyon ayni allel frekansina sahiptir seklinde yorumlanabilir (Jobling ve ark.,
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2004, s:166-168; Freeland, 2005; Hedrick, 2005). Buradan yola ¢ikilarak iki

populasyon arasindaki genetik mesafe asagidaki denklemle hesaplanabilir:

D, =-In(1,) Denklem 1.7

Bu formiile dayanan Nei’nin Dy, ve D, genetik mesafe metotlar1 siklikla
kullanilmaktadir. Dyy iki grup arasindaki her bdlgede meydana gelen niikleotit yer
degistirme sayilarmin ortalamalarint kullanirken, (D,) toplam niikleotit yer

degistirme sayilarini temel almaktadir (Nei ve Kumar, 2000).

Eger populasyonlar arasinda gen akimi yoksa genetik mesafe zamana (t)
paralel olarak ve mutasyon oraniyla iligkili olarak artmaktadir. Bu baglamda, genetik
mesafe asagida verilen Denklem 1.8 ile de hesaplanabilir ve molekiiler saat
hesaplamalarinda kullanilabilir. Clinkli herhangi iki populasyon ne kadar uzun siire
birbirlerinden ayr1 kalirlarsa, DNA’lar1 {izerinde meydana gelen mutasyonlardan

oOtlirii ortaya ¢ikan genetik farkliliklar o kadar ¢ok olmaktadir.

Dn=2ut Denklem 1.8

Burada Dy genetik uzakligi u her yil igin mutasyon oranini ve t ise iki

populasyonun farklilagsma zamanini ifade etmektedir (Jobling ve ark., 2004, s:168).

1.7.5.2. Wright'in F istatistigi

Fiksasyon indeksi ad1 da verilen Wright'm F istatistigi (Fsr) allel frekanslarini temel
alan ve klasik belirtegler yardimiyla alt populasyonlar arasindaki genetik mesafenin
Ol¢ctimiinde sik kullanilan bir istatistiktir. Ayn1 zamanda gen akimi veya izolasyon
olup olmadiginin test edilmesini saglamaktadir (Jobling ve ark., 2004). Fst degerinde
“S” harfi alt populasyonlar1 (subpopulasyon) ifade ederken, karsilastirildigi toplam
populasyon varyansi ise “T” harfi ile gosterilmektedir (Hedrick, 2005; s:488).
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Populasyonlar arasi farklilagmaya sebep olan genetik kayma yiiksek oldugunda Fst
de bu oranda yiiksek olurken, iki populasyon arasi gen akisi fazlaysa (ortak ataya
sahiplerse veya gecmiste iki populasyon arasi gen akimi olmussa) Fsr de bu oranda
kiigiik olmaktadir (Fst=0). Fst degerleri 0 ve 1 arasinda degismekte ve daima (+)
degerler almaktadir. Fst degerinin hesaplanmasi i¢in siklikla asagidaki denklem

kullanilmaktadir (Hedrick, 2005; s:491; Allendorf ve Luikart, 2007; Lavery, 2009).:
Fst= 1- (Hs/Hy) Denklem 1.9

Formiilde gecen Hs degeri alt populasyon i¢in beklenen heterozigotluk, Hr
degeri ise tiim populasyon icin beklenen heterozigotluk olarak hesaplanmaktadir.

Ayrica Fst degeri hesaplanmasinda asagida verilen denklem de kullanilabilmektedir:

Fy, =V, /p(1-p) Denklem 1.10

Burada gecen p degeri iki populasyon arasindaki gen frekanslar1 ortalamasini,
V, degeri ise iki populasyon arasindaki gen frekanslar1 varyansimi ifade etmektedir
(Jobling ve ark., 2004, s:168; Hedrick, 2005; s:490).

Mikrosatellit ve Allozim gibi diploid verilerin kullanildigi ¢alismalarda Fst’nin
aldig1 deger 0,0 — 0,05 araliginda ise diisiik diizeyde yani iki populasyon genetik
olarak oldukca benzer, 0,05 — 0,25 araliginda ise orta diizeyde, 0,25’in iistlinde ise
yiksek diizeyde genetik farklilasma anlamima gelmektedir. Ancak genetik
farklilagsma ya da mesafenin degerlendirilmesinde istatistiki onemlilik testi de baz
alinmalidir. Bu amagla permiitasyon testi ile yani 1.000 hatta 10.000 defa genotipler
ortak havuzda karistirilip tekrar Orneklemenin yapilmas: ile degerlendirilmelidir
(Freeland, 2005; s:114).

Ancak mitokondrial DNA gibi haploid verilerin kullanildig1 ¢caligmalar igin de
Fst’nin uyarlanma zorunlulugu dogmus ve boyle verilerde haplotip cesitliligini (H)

temel alan bir denklem olusturulmustur. Haplotip c¢esitliligi, bir populasyonda
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bulanan haplotiplerin varyasyonunun dlgiitiidir ve pi degeri i haplotipinin
populasyondaki frekansi1 olmak iizere asagida verilen denklem ile hesaplanir (Lavery,
2009):

H=1-)p} Denklem 1.11

Elde edilen toplam haplotip ¢esitliligi 1.9 nolu denklemde toplam beklenen
heterozigotluk (Ht) yerine, populasyon haplotip g¢esitliligi ise populasyondan
beklenen heterozigotluk yerine yerlestirilerek Fsr hesaplanabilmektedir (Lavery,
2009).

Ayrica alt populasyonlar ve toplam populasyon i¢inde Hardy-Weinberg (HW)
dengesinden sapmay1 hesaplamak amaciyla Fis ve Fir degerleri de kullanilmaktadir.
Bunlardan elde edilen pozitif degerler heterozigot azligini, negatif degerler ise
heterozigot fazlaliigmi gostermektedir. Tanimlarinda kullanilan “I” harfi bireyleri
(individual) ifade etmektedir (Hedrick, 2005; s:488).

Sadece F degeri ile de gosterilebilen Fis (kanyakinligi katsayisi), bir birey
tarafindan alt populasyonun varyansinda yapilan katkiyr gostermektedir. Deger
aralig1 (+1) ve (-1) arasinda degismektedir (Lavery, 2009). Yiiksek Fis degeri alt
populasyonda kanyakinligmin artisin1 gostermekte ve bir wk i¢in ise wk ici HW
dengesinden sapmay1 vermektedir (Hedrick, 2005; s:488). Fis degeri asagidaki

denklemle hesaplanabilmektedir:
Fis=(Hs - Ho) / Hs Denklem 1.12
Formiilde gecen Hs degeri alt populasyon i¢in beklenen heterozigotluk, H,

degeri ise birey i¢in gozlenen heterozigotluk olarak hesaplanmaktadir (Freeland,
2005; s:112).
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Fir degeri ise incelenen tiim populasyonlar i¢in fiksasyon indeksini ve

kanyakinlig1 katsayisini ifade etmekte ve Denklem 1.13 ile hesaplanmaktadir.

Fir ==(Hr - H)/Hr Denklem 1.13

Fir degeri, populasyonlar i¢indeki rastgele olmayan g¢iftlesmeler (Fis) ve
populasyonlar arasindaki rastgele siiriiklenmelerin (Fst) katkilariyla olusmaktadir.
Bu sebeple asagidaki denklem sadelestirilerek yeni bir Fst denklemi de elde
edilebilir (Hedrick, 2005; s:488):

(1_ FIT) = (1_ FIS )(1_ FST)
FIT — FIS

g =——5 Denklem 1.14
1-F,

Ayrica Weir ve Cockerham’mn (1984) theta, Nei’nin (1973) Gst, Lynch ve
Crease’in (1990) Nsr, Slatkin’in Rst (1995), Goldstein’m (1995) Su? (delta mii) ve
Excoffier’in (1992) osr degerleri de Fst analogu olarak genetik mesafe
hesaplanmasinda kullanilan metotlardir (Jobling ve ark., 2004; Meirmans, 2006;
McDonald, 2008).

1.7.6. Mantel Test Analizi

Mantel test, farkli degiskenler arasinda iliski olup olmadiginin test edilmesinde
kullanilan metotlardan birisidir. Genetik ¢alismalarda cografi uzaklik matrikslerinin
Fst gibi genetik uzaklik matriksleri veya morfolojik dl¢limler gibi degiskenlerin
matriksleri ile karsilastirilmasinda siklikla kullanilmaktadirlar. Analizin sifir hipotezi
(hO) incelenen matriksler arasinda iliski olmadigi ve herhangi bir baginti
bulunmadigidir. Test 1.000 ile 1.000.000 arasinda degisebilen permutasyon degerleri
altinda elde edilen regresyon degeri (r) ve X degiskeni yoluyla Y degiskenini

belirleme katsayismin (r’) 6lgiilmesine dayanmaktadir. R degeri +1 ve -1 arasinda
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degismektedir. -1 giiclii bir negatif korelasyon durumunu, 0 korelasyon un
olmadigin1 ve +1 ise gii¢lii bir pozitif korelasyonu ifade etmektedir (Manly, 2004;
s:70-71)

Eger giliven esigi altindaki (r) degeri 1’e yakinsa matriksler arasi bir
bagintidan s6z edilebilmekte ve karsit hipotez (hl) kabul edilmektedir. Mantel test
hesaplanmasinda 1.15 numarali denklem kullanilmaktadir (Manly, 2004; s:70-71).

DY stdA;stdB,
r= . Denklem 1.15
n —

Burada “A” ve “B” uzaklik matrikslerini, “std” standart sapmalari, “n” ise

toplam O0rnek sayisini ifade etmektedir.

1.7.7. Filogenetik Aga¢ Olusturma Metotlan

Populasyonlarin  veya tiirlerin evrimsel akrabaligini gosteren soy agaglarma
Kladogram veya Filogenetik Aga¢” adi verilmekte ve bir grubun evrimsel tarihinin
(filogenisinin) grafik seklinde aktarimi i¢in filogenetik agaglar kullanilmaktadir.
Filogenetik agaclar, evrimsel ve tarihsel gelisimin gorsel olarak gosterilmesinde
siklikla kullanilan dizileme g¢alismalar1 ile elde edilen bilginin 6zetlenmesini ve

gorsel olarak anlasilabilmesini saglamaktadir (Freeman ve Herron, 2007).

Populasyonlar arasindaki gen akimi ile farkli ve eski haplotipler arasinda
rekombinasyonlar da sekillenebilmektedir. Bu durum filogeniler arasinda dairesel ya
da ags1 bir goriintiiye neden olmaktadir ve bu nedenle boyle filogenilere ag ya da
network adi verilmektedir. Mesafe ya da dizi bazli olarak ¢izilebilen tek bir network
birden ¢ok agaci igerebilmekte ve verileri daha iyi 6zetleyebilmektedir (Jobling ve
ark., 2004).
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Filogenetik agaglarin dayandiklar1 temel prensip, benzer niikleotit dizilimine
sahip bireylerin farkl niikleotit dizilimine sahip bireylere gore, daha yakin zaman ait
ortak bir ataya sahip olduklaridir. Filogenetik agactaki yatay ¢izgiler niikleotit
farklilig1 ylizdesini gostermektedir. Dikey ¢izgiler ise agacin gorsel hale getirilmesi

icin kullanilmakta ve bir anlam ifade etmemektedir (Freeman ve Herron, 2007).

Filogenetik agaglar dallanma noktalar1 yani digimler (node) ve digiim
noktalarma baglanan dallardan (branch) olugmaktadir (Sekil 1.16). Siklikla dallarin
uzunluklar1 baglandiklar taksonlarm uzakligin1 gostermektedir (Hedrick, 2005).

Populasyon 1

+ Ortak atadan

/' gelen bir grup
— diigim Populasyon 2
A
diigiim
kik Populasyon 3
dal takson

Sekil 1.16. Temel filogenetik agac yapisi

Filogenetik agacin dallanma yapisina Topoloji ad1 verilmektedir. Agaglar genel
olarak kokli (rooted) ve koksiliz (unrooted) olarak ayrilmaktadir. Koklii agaclarda
paloentolojik olarak belirlenen bir dig grup ata hat olarak da kullanilmakta ve
evrimsel bir yon verilmektedir. Koksiiz agaglarda ise atasal bir veri girigi
yapilmamaktadir. Boylece, koklii agaclar olaylarin sirasi i¢in fikir verirken, koksiiz
agaclar taksonlar arasi iligkiyi ortaya koymakta ve tarihsel bir agiklama
getirmektedirler (Sekil 1.17). Koklerin yerlesimi eger tabanda ise agaclar vertikal;
kokler solda, dallar sagda ise horizantal olarak yerlesmektedir. (Hedrick, 2005;

Freeman ve Herron, 2007).
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Sabit populasyon Genisleven populasyon

LB

Bolimmiis populasyon
|

K ana]

Sekil 1.17. Sabit populasyon, genislemis ve boliinmiis populasyonlara ait filogeniler
(Jobling ve ark., 2004).

Filogenetik agaglarin olusturulmasinda ya dizi bazli metotlar (Maksimum
Parsimoni, Maksimum Olasilik, Bayesian metotlar1 vb gibi), genetik mesafe bazli
metotlar (UPGMA, NJ, Fitch ve Margoliash metodu vb. gibi) ya da networkbazli
metotlar (Median Joining, Minimum Spanning vb. gibi) tercih edilmektedir (Jobling
ve ark., 2004; s:173; Mount, 2004).

Asagidaki boliimlerde en sik kullanilan filogenetik agaclardan 3’4 ve
networklerden 2’si hakkinda bilgi verilmistir. Maksimum olasilik ve Bayesian

metotlarina ise ¢ok daha az kullanildiklar1 i¢in deginilmemistir.
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1.7.7.1. UPGMA Agac1

UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using arithmetic Averages) aritmetik
ortalamalarin kullanildigi agirlikli olmayan ¢ift grup yontemidir ve bu yontemde tiim
populasyonlar arasinda zamana gore evrimsel degisim orani sabit kabul edilmektedir.
Tiirler, wklar ya da diger biyolojik gruplardan elde edilen allel frekanslari, niikleotit
degisimleri, restriksiyon enzim kesim verileri ve benzeri molekiiler veriler
kullanilarak ikiserli gruplar (i ve j) arasindaki genetik mesafeler (Dij) matriks tablosu

seklinde ¢ikartilmaktadir (Hedrick, 2005).

Genetik mesafelerle birbirinden ayrilan taksonlara “iglevsel taksonomik
birimler” (operational taxonomic units, OTUs) adi verilmektedir. UPGMA bu
birimlerin birbirleriyle olan mesafe matriksini kullanmaktadir ve bir kiimeleme
(clustering) metodudur. Genetik mesafe matriksi yardimiyla en uzak takson ile bunu
izleyen en yakin takson birlestirilerek yeni bir taksonomik birim (OTUs) elde
edilmektedir. Elde edilen bu yeni taksonomik birimin diger taksonlardan uzakliklar1

tekrar orijinal matriksten hesaplanmaktadir (Allendorf ve Luikart, 2007).

Ornegin; 1, 2, 3 ve 4 birer taksonomik birim ve 1 ile 2 en yakm birimler olarak
kabul edilirse 1 ve 2 yeni bir birim olusturmak iizere birlestirilmektedirler.
Digerleriyle mesafeleri asagida verilen denkleme gére hesaplanmaktadir ve yeni bir

mesafe matriksi olusturulmaktadir (Hedrick, 2005) :

= NlN;€1j€2 Zdy
1
D(12)3 = E(Dls + Dza)

Duya = %(Du +D,,) Denklem 1.16
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1.7.7.2. Neighbor Joining (Komsu Birlestirme Metodu)

Saitou ve Nei (1987) tarafindan gelistirilen Neighbor Joining (Komsu Birlestirme
Metodu) UPGMA metodundan farkli olarak farkli hatlar arasindaki farkl
evrimlesme oranlar1 da analize dahil edilebildigi i¢in bir¢ok molekiiler veri agisindan
en sik kullanilan metotlardan birisi haline gelmistir. Bu metot her dalda ayni
evolusyon oranini saglayan gilicli tahminleri nedeniyle UPGMA metodunun
eksikligini diizeltmektedir yani bir nevi modifiye edilmis mesafe matriksi
kullanmaktadir. Bununla birlikte unrooted (koksiiz ) aga¢ olusturur ve molekiiler saat
hakkinda fikir vermez. UPGMA metoduna benzer sekilde taksonomik birimlerin
diglimlerin en uzak ciftleri birlestirilir ve bunlarin ortak atasal diiglimii agaca
eklenir. ilk once herhangi bir kiimeleme olmadan yildiz sekilli bir agag
olusturulmakta ve tiim taksonomik birim c¢iftleri olas1 en yakin komsu gibi
diistiniilerek agacin toplam uzunlugu belirlenmektedir. Sadece 4 taksonomik birim
kalana kadar tiim dizi i¢in en yakin komsular birbirine eklenmeye devam edilir ve
elde edilen agactan dallarmn uzunluklar1 hesaplanabilir. UPGMA’dan en biiyiik
farklilig1 taksonlar arasindaki minimum uzakliklara gore agag¢ c¢izilirken, NJ’de en
yakin komsu ciftleri kullanilarak minimum total dal uzunlugu elde edilmeye

calisilmaktadir (Hedrick, 2005).

Taksonomik birim sayisi arttikga topoloji sayist da artacagindan istatiksel
olarak en uygun topolojinin hangisi oldugunun belirlenmesi de kritik Onem
tasimaktadir. Bu baglamda en cok kabul goren yaklasim “bootstrap” degeri
hesaplayarak agacin diiglimlerinin istatistiksel giiven araligmi arttirmaktir. En yiiksek
giiven esigini olusturmak iizere her defasinda bir 6rnek rastgele secilmekte, bu
Ornege gore agag ¢izilmekte ve aga¢ incelenmektedir. Genellikle bu islem bir¢ok kez
(1.000 hatta 10.000 kere) tekrarlanmakta elde edilen kiimenin toplam Ornekleme
icinde olusum yiizdesi o kiimenin lizerine yazilmaktadir. Bu degerlerin yiiksek

olmasi elde edilen topolojinin dogrulugunu yansimasi agisindan 6nemlidir (Hedrick,
2005).
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1.7.7.3 Maksimum Parsimoni (Maksimum Tutumluluk)

Maksimum Parsimoni, en eski, en basit ve en sik kullanilan metotlardan birisidir.
Incelenen gruplar arasinda farkliliklar1 aciklamak icin en az sayida mutasyon
degisimi ile aga¢ olusturulmasi seklinde tanimlanmaktadir. Bu metoda gore agac
ciziminde kullanilan birimler bilgi verici bdlgelerdir (informative sites) ve diger
niikleotit dizileri analiz dig1 birakilmaktadir. Bilgi verici diziler ise “bir niikleotit
bolgesinde en az iki farkl ¢esit niikleotit olmali ve bunlardan herbiri incelenen
orneklerden en az ikisinde gozlenmeli” seklinde tanimlanmaktadir Maksimum
parsimoni kisa siirede sonug veren bir metottur ancak sadece evrimsel degisim hizi
yavas ve dallar kisa ise yiiksek dogrulukla topoloji elde edilmektedir. Aksi takdirde
diger filogenetik metotlar tercih edilmelidir (Freeman ve Herron, 2007; Hedrick,
2005; s:609).

Agaglarin ¢iziminde kullanilan genetik mesafe niikleotit degisim oranlari
yardimiyla da hesaplanabilmektedir. Evrimsel mesafelerin 6lgtimiinde kullanilan
substitiisyon modellerinden birisi Jukes ve Cantor (1969) modelidir. Bu model tiim
yer degisimlerini bagimsiz sayar ve tiim diziler degisim agisindan esit sansa sahiptir,
degisimler 4 niikleotit arasinda tamamen rastlantisal olur, insersiyon ve delesyonlar
olmaz varsayimlarindan hareket etmektedir (Van de Peer, 1998). Buradan hareketle

asagida verilen denklem elde edilmektedir:

dyg = —§In(1—% fABJ Denklem 1.17

Burada fag A ve B dizileri arasindaki niikleotit farkliliklarinin orani1 ve dag ise

hesaplanan evrimsel mesafedir.

Evrimsel mesafe hesaplanmasinda birgok model ortaya atilmistir. Ornegin,
Kimura (1980) evrimsel mesafeyi ortaya koymak ic¢in transisyon ve

transversiyonlarin farkli oranlarda olmasma dayanan bir metot Onermistir. Dort
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niikleotidin esit oranlarda degisime ugramadigini (Tajima and Nei, 1984) ve degisim
oranlarmnin bazi nedenlerle yanli olduguna dayanan bagka modeller de bulunmaktadir
(Tamura and Nei, 1993). Bu modellerin en énemli dezavantaji bir molekiiliin farkli
bolgeleri arasindaki degisim oranlarmin da farkli olabildigini g6z Oniine
almamalaridir. Eski olmasina ragmen niikleotit degisimlerinin hesaplanmasinda hala

en ¢ok tercih edilen ve en basit metotlardan birisidir.

1.7.7.4. Ag (Network) Olusturma

Filogenetik ¢alismalarda en sik kullanilan networkler dizi (karakter) bazli minimum
spanning ve median joining networkleridir. Minimum spanning networku asagidaki
sira takip edilerek elle ¢izilebilmektedir (Jobling ve ark., 2004):

P tiim populasyonlar arasindaki karakter-bazli (dizi analizi bazli) mesafe matriksi
hesaplanir;

» oOnce tek bir mutasyonal adimla ayrilan populasyonlar arasindaki baglantilar
cizilir;

» mutasyonal adimlarin sayis1 arttirilarak tiim populasyonlar tek bir networkte
birbirine baglanana kadar baglantilar ¢izilir (Sekil 1.18);

P haplotiplerin populasyondaki frekanslarina gore dairelerin ¢ap1 arttirilir.
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Diziler

Al ACCGGTAT
Bl AGCTGTAC
| AGCAGTAT
Dl GGCGGTAT
E| ACGGGTAC

Farkhhklardan mesafe
mairiksi olugiurulur
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Tek mutasyon adunh
haplotipler birlestirilir

@ \ Iki mutasyon admnh
haplotipler birlestirilir

¢ mutasyon adunh haplotipler
birlestirilir

Sekil 1.18. Dizi bazli Minimum spanning networku olusturma asamalar1 (Jobling ve
ark., 2004)

Median networkleri ise elde edilen networkun, tiim tutarli (parsimonik) agaglar1
kapsamasini garantileyerek, atasal diiglimlerin belirlenmesinde sistematik bir metot
saglamaktadir (Bandelt, 1999). Bu networklerin ¢izimi i¢in de basit bir prosediir

bulunmaktadir:

» dizi igindeki ya da mikrosatellit haplotiplerindeki degisken bolgeler ikilik
sistemde (0 veya 1 seklinde) haplotipler olarak kodlanirlar;
P tiim diziler icinde yaygin olarak bulunan haplotiplere bir karakter atanir (O

seklinde) digerleri de farkli karakterle (1 seklinde) kodlanir;
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» sirayla her {i¢ haplotip i¢in median network hesaplanir ve bu {i¢ haplotip i¢in
konsensus elde edilir, eger yeni bir dizi ise haplotip setlerinin i¢ine eklenir;

» gozlenen haplotipler ve median haplotipler tek mutasyon adimina gore birbirine
baglanir ve minimum spanning networkte oldugu gibi ¢ok mutasyonlu adimlar
eklenerek network biiyiitiiliir (Sekil 1.19). Median networkler siklikla mtDNA gibi
paralel mutasyonlarin sik goriildiigli homoplazik verilerde kullanilmaktadirlar.
Olasilig: diisiik baglantilarin elenmesiyle indirgenmis median networkleri (Reduced

Median Joining) de kullanilabilmektedir (Bandelt, 1999).

Diziler ikilik sistemde haplotipler

Al ACCGGTAT

B| AGCTGTAC A 0/D0/0/0/DO
| AGCAGTAT == B o/1/0/1/1
D| GGCGGTAT C 0/1/0/1/0
E| accceTac D 171/0/0/n

E 0/0/1/0/0

Tiim iiclii haplotipler analiz edilip
median haplotipler belivlenir ve
haplotip listesine eklenir

i
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_
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Sekil 1.19. Dizi bazli haplotiplerden median networku olusturma asamalar1 (Jobling
ve ark., 2004)
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Networkler yorumlanirken asagidaki Olgiitlere gore degerlendirilirler
(Freeland, 2005)
1- Yiiksek frekansl haplotiplerin eski olma olasilig1 yiiksektir;
2- Eski haplotipler genellikle networkun i¢inde, yeni haplotipler ise dis kisminda yer
alir;
3- Coklu baglantilar yapan haplotiplerin eski olma olasilig yiiksektir;
4- Eski haplotiplerin genis bir cografi alanda yayilimi beklenir, ¢linkii uzun zaman
icerisinde tastyici bireylerin gogleriyle genis bir alana yayilmiglardir;
5- Sadece tek bir baglantiya sahip olan haplotipler (singleton) biiyiik olasilikla ayni
populasyondan ve yakmn bir tarihte kaynaklanmislardir, ¢iinkii zamanla

farklilagmiglar ve yayilmak i¢in fazla zamanlar1 olmamustir.
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1.7.8. Uyumsuzluk Dagihm Analizleri

Molekiiler bilgilerin farkli tipleri igin ¢esitliligin Ol¢lilmesinde sik kullanilan

dagilimi analizidir. Baz degisimi, RFLP band yapisi veya mikrosatellit tekrar sayisi
gibi sayilabilen alleller arasinda farkliliklarin oldugu veri setleri i¢cin uygun bir
analizdir. Her bir allel ve diger alleller arasinda farkliliklarin sayisinin dagilimi
Cizelge seklinde incelenmekte ve yorumlanmaktadir. DNA diziliminde uyumsuzluk

dagiliminin nasil hesaplandigi Sekil 1.20°de gériilmektedir.

ikili grap falshliklan .
DNA dizileri (yanhs eslesmeler) Ikili grup fakhhklan
S frekansi

I I I 7 e . .
o v I.G.F. | sam | Frek. Frekans

I. AGTCTTACGTATC I osl

_ - 1 01
II. AGTCTTGCGTATC ool - 0 ; 0.4k
_ : 1 5 05 0.3
IIL AGTTTTACGTATC —> ml1 oz - - R 03 —> n.2i
IV. AGTCTTGCGTETC w2 1 3 - 3 1 01 “
V. AGTCTTACGTATC v. o 1 1 2 = '

1kili grup fakhhkla

Sekil 1.20. DNA dizilerinden uyumsuzluk dagilimi grafiginin ¢izilimi (Jobling ve
ark. (2004)’den almip diizenlenmistir).

Dagilimin ortalamasi ¢esitliligin diizeyini ortaya koyarken, dagilimin sekli de
populasyonun tarihi agisindan fikir vericidir. Can egrisi seklinde ve unimodal (tek
tepe noktasina sahip) diizglin bir dagilim, tek bir haplotipten hizli bir populasyon
biiylimesi yasandigini isaret etmektedir. Bununla birlikte, multimodal (birden fazla
tepe noktasma sahip) diizglin olmayan bir dagilim ise populasyonun uzun bir siire

sabit kaldigimni gostermektedir (Sekil 1.21) (Rogers ve Harpending, 1992).
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Sekil 1.21. Genislemis ve sabit populasyon varsayimlar1 altinda uyumsuzluk dagilim
grafiklerinin unimodal (soldaki) ve multimodal (sagdaki) can egrileri gosterimi
(Rogers, 2004).

[ T
0 5

Ayrica dagilimlarin  karsilagtirilmas:  igin  raggedness  istatistigi  (r)
kullanilmaktadir (Sekil 1.22). Bu deger komsu pikler arasindaki kareler ortalamasini

ifade etmektedir (Jobling ve ark., 2004).

Frekans Frekans .
Raggedness=0,015

Nl Raggedness=012
o.15 -3 '
01y
[ |— ..=
oLE
Ikili grup farkhbklan Tkili grup fakhhklan

Sekil 1.22. Uyumsuzluk dagilimi grafikleri (Jobling ve ark., 2004).

Diizgiin dagilimlar, diizgiin olmayan dagilimlara oranla genellikle daha diisiik
r degerlerine sahiptir (DNA dizileri icin 0.03’den asagida). Bu sonu¢ geg¢miste
populasyon genislemesini gostermektedir. Bu genislemenin zamani dagilimin
ortalamasmin y ekseninden uzakligi ile iliskilendirilerek hesaplanabilmektedir.
Genisleme ne kadar eski bir zamanda yasandiysa ortalama y ekseninden o kadar uzak

olmaktadir (Sekil 1.23).
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Sekil 1.23. Sabit populasyon ve farkli zamanlarda populasyon genislemesi yasanmis
populasyonlar i¢cin uyumsuzluk dagilim grafikleri (Jobling ve ark., 2004).

Dallarin uzunlugu zamanin ve buna bagli mutasyon birikiminin gostergesidir;
sabit populasyonlarda bireyler arasinda paylasilan allel sayisi genisleyen
populasyonlara oranla daha fazladir ve daha eski genislemelerde bireyler daha fazla
sayida mutasyonla birbirlerinden farklilasmiglardir. Bu uyumsuzluk dagilimi

analizinin temelini olusturmaktadir (Jobling ve ark., 2004).

1.7.9. Notralite testleri

Motoo Kimura (1968) tarafindan gelistirilen notral teori genetik ¢esitliligin biiyiik
boliimiiniin segilimle degil, mutasyon ve genetik siiriiklenme ile olugtugunu ve bunun
sonucunda da bazi allellerin rastgele ndtral durumda kaldigini savunmaktadir
(Hedrick, 2005). Bu kurama gore, bir populasyon belli bir genin birkag farkl allelini
bulunduruyorsa biitiin aleller esit diizeyde is gormekte, yasama veya lireme agisindan
fark olusturmamaktadirlar; yani diger bir deyisle, hangi allelin tagindig1 se¢ilimde
etkin rol oynamamaktadir. Bu nedenle nétralite teorisi, populasyondaki cesitliligin

herhangi bir negatif ya da pozitif secilimden mi yoksa tamamen rastlantisal mi1
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oldugunun test edilmesinde “sifir hipotezi” olarak kullanilmaktadir (Hedrick, 2005;
5:408).

Ayrica notral teori ile ortaya konulan, dizilerin evrim oraninin tamamen
mutasyon oranina ve genetik siiriiklenmeye bagli oldugu goriisii, evrimsel olaylarin
zamanmin belirlenebilmesinin temel prensibini olusturmaktadir (Jobling ve ark.,

2004).

Negatif ya da saflastirict seleksiyon yeni, zararli varyantlari populasyondan
uzaklastirirken, pozitif, ¢esitlendirici seleksiyon yeni varyantlarin populasyonda sabit
hale gelmesini arttirmaktadir. Gegmiste yasanmis olan bu tiir seleksiyonlarin test
edilmesinde noétralite testleri kullanilmaktadir. Tek bir test genellikle tam olarak fikir
vermez, farkli metotlar kullanilarak yorum yapilmalidir. Notral teorinin test
edilmesinde siklikla McDonald-Kreitman testi, Hudson-Kreitman-Aguadé (HKA)
testi, Fu ve Li’nin D* Testi, Fu ve Li’nin F* Testi, Fu'nun Fs ve Tajima’nin D
testleri tercih edilmektedir. Her bir testin hassas oldugu yonler bulunmakta ve
yorumlamalar1 da buna gore degismektedir. Kodlanan bolgelerde degistirici ve
suskun bolge degisimlerinin oranina dayanan McDonald-Kreitman testi tercih
edilirken, iki veya daha fazla bélgenin analiz edildigi durumlarda da HKA testi tercih

edilmektedir.

Nétralite altmnda Tajima’nm D degerinin 0 olmas1 beklenmektedir. Istatistiki
olarak 6nemli pozitif deger populasyon bdliinmesini ya da dengeleyici seleksiyonu
gosterirken, negatif deger populasyon biiyiimesini ya da pozitif seleksiyonu isaret
etmektedir (Fu, 1996). Pozitif segilimin olup olmadiginin test edilmesinde ise
ozellikle HKA testi gibi haplotip-temelli testler diger testlere gore daha hassas
goriinmektedir (Jobling ve ark., 2004). Ayrica notralite altinda bir populasyonda ¢ok
az sayida yiiksek frekansli allel bulunmaktadir. Yiiksek frekansl allel sayisini
arttiran yonlii seg¢ilim gibi durumlar ise secici siipiiriilmeye neden olmakta yani
secilen genler kromozomal olarak yakin yerlesim gosteren (bagli olduklar1) yiiksek
frekansli allellerin ya da koken aldiklar1 maternal/paternal haplotipin oranmin
artmasina neden olmaktadirlar. Bu olaya genetik otostop veya “Genetic hitchiking”

adi1 da verilmektedir (Tiirkhaygen-1 Populasyon Genomigi-II Calistay1, 2008)
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Populasyonlarin ~ ge¢miginin  ortaya konulmasinda filogenetik  agag
cizimlerinden de yararlanilmakta ve sabit populasyonlarla biiyiimiis, darbogzadan
gegcmis veya segilime ugramis populasyonlar tahmin edilebilmektedir (Depaulis ve
ark., 2003). Uyumsuzluk dagilimi, nétralite testleri ve populasyonun gegmisi ile ilgili
bilgiler bir arada kullanildiginda ve 6zellikle birden fazla gen bdlgesinden sinyaller
bir arada degerlendirildiginde hangi evrimsel mekanizmanin populasyon iizerinde
etkili oldugu konusunda daha giivenilir sonuglara varilabilmektedir (Tiirkhaygen-I

Populasyon Genomigi-I1 Calistayi, 2008).

1.7.10. Filocografi ve Molekiiler Varyans Analizi (Analysis of Molecular
Variance, AMOVA)

“Filocografi” terimi ilk olarak Avise ve ark. (1987) tarafindan kullanilmistir ve bir
tiir icinde ya da yakin iligkili tiirler arasinda, atasal hatlarin cografi dagilimlarini
belirleyen olaylarla ilgili calisma alani olarak tanimlanmistir. Genetik hatlarin
evrimsel iliskileri ile cografi konumlar1 karsilastirilarak genetik varyasyonun
dagilimi {izerinde hangi faktorlerin etkili oldugu belirlenebilmektedir (Freeland,
2005; s.:155). Evrimsel akrabalik iliskisinin belirlenmesinin temelinde en yakin
akraba taksonlarin en fazla ortak 6zellige sahip olmalar1 vardir (Freeman ve Herron,
J., 2007; s.:112). Bu baglamda, hem cografik gruplar agisindan hem de sahip
olduklar1 allel gesitliligi bakimindan analiz yapan cesitli metotlar bulunmaktadir.
Excoffier ve ark. (1992) tarafindan ortaya konulan AMOVA (Molekiiler varyansin
analizi) allel frekansini baz alan bir metottur ve Fsr analogu olan ®st (phi-st)
degerini kullanarak, incelenen hiyerarsik populasyon yapisinin farkli katlar1 arasinda
paylasilan varyansi ve alleller arasindaki iliskiyi 6l¢gmektedir. Alleller arasindaki
genetik mesafenin Olciilebildigi her veri seti i¢in kullanilabilmektedir (Jobling ve
ark., 2004).

AMOVA varyansin hiyerarsik analizidir ve genetik ¢esitliligi populasyonlarin
gruplar1 arasinda, gruplar i¢inde populasyonlar arasinda ve bir populasyonda bireyler

arasinda olmak iizere {i¢ farkl sekilde test edebilmektedir (Sekil 1.24).
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Sekil 1.24. Varyansin hiyerarsik analizi (Holsinger, 2008)

AMOVA, ozellikle cografi olarak populasyon béliinmelerini ayirt etmek i¢in
kullanilmaktadir. Hipotezleri permutasyonal metotlar kullanarak test etmekte ve
normal dagilim varsayimlarina ihtiya¢c duymamaktadir (Dupanloup ve ark., 2002;
Allendorf ve Luikart, 2007; s:219). Veriler median network analizinde oldugu gibi
ikilik sisteme gore girilmekte ve matriks olusturulmaktadir. @ istatistikleri 1.18

numarali denklemde goriildiigii hesaplanabilir (Holsinger, 2008).

1-O; =(1-D )L-Dp) Denklem 1.18

1.7.11. Molekiiler Saat Analizleri ve En Yakin Ortak Ata Zamani (The Time To
The Most Recent Common Ancestor, TMRCA)

Filogenetik agaclardan elde edilen populasyonlar arast dal wuzunluklari,
populasyonlarin genetik farkliliklarinin miktar1 i¢in oransal bir deger vermektedir.
Eger mutasyon orani radyoaktif yarilanmaya benzer sekilde sabitse, mutasyon ya da
genetik siiriklenme ile olusan molekiiler farkliligin zamanla orantili olmasi
beklenmektedir. Bu diislince molekiiler saat fikrinin ortaya atilmasina sebep olmustur
(Allendorf ve Luikart, 2007). Analiz i¢in 6ncelikle populasyonlar ve farkl tiirden dig
grup arasinda filogenetik aga¢ olusturulmakta ve Karbon—14 izotopu gibi arkeolojik

tarihlendirmede kullanilan bir belirte¢ yardimiyla dis grubun populasyonlarin ortak
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atasinda ayrilma zamani bulunarak tarihsel bir kalibrasyon degeri elde edilmekte ve
incelenen populasyonlar i¢in uygulanmaktadir Ancak molekiiler saat hesaplamasinda

darbogaz ve kurucu etkisi gibi durumlar hatali sonuca da sebep olabilmektedir

(Jobling ve ark., 2004; s:148).

Molekiiler saat hesaplamalarinda 6zellikle rekombinasyonun olmadigi Y
kromozomu ve mitokondrial DNA belirtegleri tercih edilmektedir. Boyle
belirteclerdeki suskun bdlge baz degisimleri birikiminin  kullanilmasiyla,
filogenilerde dallanma noktalarinin tarihleri yani iki dal arasindaki en yakin ortak ata
zamant (The Time to the Most Recent Common Ancestor, TMRCA)
belirlenebilmektedir (Jobling ve ark. 2004; s:177; Freeland, 2005; s:39).

1.8. Tiirkiye Yerli Keci Irklar1 ve Calismanin Kapsam

Kegci yetistiriciligi inegin ekonomik olarak yetistirilemedigi yerlerde et, siit, tiftik, kil,
deri gibi verim karakterleriyle Diinya ekonomisinde énemli yer tutmaktadir (Ozcan
ve Yalcin, 1985). Ozellikle basta Asya iilkeleri olmak iizere Fransa, Ispanya gibi
iilkelerde de keci lizerine dayali endiistriler gelismistir (FAO Avrupa ve Orta Asya
Bolge Ofisi, 2007). Tirkiye’de genellikle kiiciik aile tipi isletmelerde olmak {izere
giderek azalan bir yogunlukta Ankara, Kil, Honamli, Kilis, Norduz, Abaza, Giircii ve
Malta (Maltiz) kegi klarmmn yetistiriciligi yapilmaktadir. (Ozcan ve Yalg¢m, 1985;
Yalg¢in, 1986; Akcapinar, 1994; Porter, 1996).

Tiftik veya Angora kecisi olarak da bilinen Ankara keg¢isinin yetistiriciliginin
M.O. 3.000 veya 4.000’li yillarda Ankara’da basladigi diisiiniilmekte, bununla
birlikte Orta Asya’dan koken aldigi, tam ik ozelliklerini de Ankara civarinda
kazandig1 belirtilmektedir. (Yal¢in, 1986; Akg¢apimnar, 1994). Osmanli doneminde
1800°lii yillardan sonra Kuzey Afrika’ya ve Ingiltere’ye daha sonraki yillarda da
Amerika Birlesik Devletleri, Avustralya, Rusya ve Yeni Zellanda’ya gotiirtildiigi
bildirilmistir (Yalgin, 1986).
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Ankara keg¢isi, rk ozelliklerini kazandigr Ankara ili ve ilgelerinde yaygin
olarak, Konya, Siirt ve Mardin’de de sinirli olarak yetistirilmektedir (Ak¢apinar,
1994; Porter, 1996). Kiigiik, narin yapili bir wrktir. Bagin yandan goriiniisii disilerde
hafif i¢biikey ya da diiz, tekelerde ise disbiikeydir. Yiiz ve bacaklar disinda biitiin
bedeni tarsal ve karpal eklemlere kadar ince, yumusak, parlak ve Lileli tiftikle
ortiiliidiir (TAGEM, Tiirkiye Evcil Hayvan Genetik Kaynaklar1 Katologu, 2009).
Don rengi ¢ogunlukla beyazdir (Sekil 1.25). Ankara yoresinde yetistirilen saf Ankara
kecilerinde bas ve ayaklar dahil tiim viicut beyazdir. Konya ve yoresi kegcileri krem
ve sart renkli, Dogu illerinde yetistirilenler giimiisi gri, kahverengi ve siyah
renktedir. Erkek ve disiler boynuzludur. Boynuz yapisi erkeklerde burgu seklinde
kuvvetli, uzun ve geriye dogru hafif¢ce kivrik, disilerde ise daha zayif, kisa ve arkaya

kivriktir (TURKHAYGEN-I, http://www.turkhaygen.gov.tr/data/index_tr.asp)
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Sekil 1.25. Ankara kecisi yandan goriiniisii (TAGEM, Tiirkiye Evcil Hayvan Genetik
Kaynaklar1 Katologu, 2009).

“Kara keci, Adi keci veya Anadolu karasi olarak da bilinen Kil kegisi
Tiirkiye’nin tiim bolgelerinde yetistirilmektedir (Porter, 1996). Siklikla siit, et ve kil
verim karakterleri yoniinden kombine verim amagl kullanilmaktadir. Viicudu orta
irilikte olmakla birlikte, bdlgeden bdlgeye biiylik farkliliklar gostermektedir. Don
rengi genellikle siyahtir ancak gri, kahverengi ve kir renkli olanlar1 da goériilmektedir
(Akcapinar, 1994). Don rengi sadece siyah olan bireylerde yiizde iki tarafli agza

kadar inen kahverengi veya beyaz lekelerle, bacak uclar1 ve siit aynasi ¢evresindeki
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renk acilmasi yaygindir. Erkekler ve disiler ¢ogunlukla boynuzludur. Boynuzlar
erkeklerde gelismistir ve boynuz uglar1 arasindaki mesafe 60—70cm’ye ulagabilmekte
(Sekil 1.26), disilerde ise daha zarif bir sekilde geriye kivrilmakta bazen bir iki
kivrim yapabilmektedir. Anadolu’nun her tiirlii iklim ve arazi kosullarina adapte
olmus, kotlii bakim ve besleme kosullarinda yetistirilebilen, saglam viicut yapili,
hastaliklara karsi direngli, ¢cevre sartlarina karsi dayanikli bir wktir. Yilin hemen
tamaminda merada barindirilabilirler, anizlar ve nadasa birakilmis alanlardaki otlarla
neredeyse masrafsiz bir sekilde yetistirilirler (TAGEM, Tirkiye Evcil Hayvan
Genetik Kaynaklar1 Katologu, 2009; TURKHAYGEN-I,
http://www.turkhaygen.gov.tr/data/index_tr.asp)

Sekil 1.26. Kil kegisi yandan goriiniisii (TAGEM, Tirkiye Evcil Hayvan Genetik
Kaynaklar1 Katologu, 2009).

Norduz kegisi 06zellikle Van’in  Glirpmar ilgcesi Norduz bdlgesinde
yetistirilmektedir ve siit, et, kil acisindan kombine verim ydnlii bir wktir. Irkin, Iran
ve Irak’ta kagmir kecisi olarak bilinen Morghose kecisinin bolgedeki yerli kegilerle
melezlenmesi  sonucu  ortaya ¢iktig1  disiiniilmektedir  (Porter,  1996;
TURKHAYGEN-I, http://www.turkhaygen.gov.tr/data/index_tr.asp). Yaz ve kis
aylarinda ek yemleme yapilmadan bolgedeki meralarda beslenmektedir. Orta irilikte
bir viicuda sahiptir ve kulaklar1 sarkiktir. Don rengi siyah olmakla beraber, beyaz,

krem, siyah beyaz, gri, kiil, kahverengi ve siitlii kahve renkliler de goriilmektedir.
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Erkekler boynuzludur, boynuzlar uzun, saglam, yukari dogru ve her iki yanda arkaya
dogru hafif egimlidir (Sekil 1.27). Disiler genel olarak boynuzsuzdur, boynuzlu
disiler ise daha kiigiik ve ince boynuz yapisina sahiptirler (TAGEM, Tiirkiye Evcil
Hayvan Genetik Kaynaklar1 Katologu, 2009).

Sekil 1.27. Norduz kecisi yandan  goriinisi ~ (TURKHAYGEN-I,
http://www.turkhaygen.gov.tr/data/index_tr.asp)

Van ili yakinlarinda yetistirilmekte olan Norduz kegisinin bilinen tarihi

M.O.2 bin yil 6ncelerine, Urartulara kadar gitmektedir (Sekil 1.28).

Sekil 1.28. Norduz kegisi boynuz yapisina benzer bir kecinin sagimini resmeden
Urartular’a ait tas miihiir (Ors, 2005).
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Kilis kegisi, Kilis, Gaziantep, Urfa ve Hatay illerinde yetistirilmekte ve siitcii
irk olarak kabul edilmekle birlikte et agisindan kombine verim yoOniiyle de
kullanilmaktadirlar. Kilis kegilerinin, Kil kegilerinin disileri ile Damascus (Halep)
kegilerinin erkeklerinin birlestirilmesi sonucu olusan bir irk oldugu bildirilmektedir
(Porter, 1996). Bu yiizden rengini kil kegisinden, gelismis meme yapisi ve siit¢i
goriiniimiinii ise Halep (Damascus) kegilerinden almistr (TURKHAYGEN-I,
http://www.turkhaygen.gov.tr/data/index tr.asp). Uzunlugu ortalama 28cm olan iri
sarkik kulaklar1 ve ¢ogunlukla ¢ene altinda bir ¢ift kiipesi bulunmaktadir. Viicut
rengi ¢ogunlukla siyah olmasina ragmen, koyu kestane, kir, kizil-kahve renkler ile
yer yer beyaz lekelere de rastlanabilmektedir (Porter, 1996). Boynuzsuz olanlar1
bulunmakla birlikte genellikle erkekleri kalin, kuvvetli ve uzun, disileri kisa, ince ve
geriye kivrik boynuzludur (Sekil 1.29). Cok iyi gelismis, sarkik meme tipindedir.
Meme loblar1 belirgin derecede ayrilmig, meme baslar1 yana dogru doniiktiir.
Genelde yerli irklarda oldugu gibi saglam viicut yapili, ¢cevre sartlara dayanikli ve
hastaliklara kars1 direnglidir. Yillik ortalama siit verimi 500-600kg civarindadir
(Ozcan ve Yalgmn, 1985; TAGEM, Tiirkiye Evcil Hayvan Genetik Kaynaklari
Katologu, 2009).

Sekil 1.29. Kilis kegisi yandan goriiniisii (TAGEM, Tiirkiye Evcil Hayvan Genetik
Kaynaklar1 Katologu, 2009).
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Honamli kegisi, Akdeniz Bolgesinin Toros Daglar1 etekleri, Antalya, Isparta
ve Konya civarinda, et, siit ve kil karakterleri agisindan kombine verim yoOniiyle
yetistirilmektedirler. Yillik siit verimi 175-200kg’dir. Beden g¢ogunlukla siyahtir.
Antalya yoresinde yetistirilen saf Honamli kegilerinde alin ve ayaklar beyaz veya
kahverengi viicut siyah olup bazen kir¢il renkte olanlarina da rastlanmaktadir
(TURKHAYGEN-I,  http://www.turkhaygen.gov.tr/data/index_tr.asp).  Kulaklar
kiiciik ve kalindir. Irk 6zelliklerinden birisi boynuzlar arast mesafenin 2 parmak
(2cm) genislikte olmasidir. Boynuz her iki cinsiyette de goriilmekte ve genellikle
kendi ekseni etrafinda kivrimli, kulaklarin etrafinda geriye dogru yay ¢izip, uglari
asag1 ve one dogru uzamaktadir (Sekil 1.30). Alt ¢ene {ist ceneden uzun, gozleri iri
ve canlidir. Kii¢iik ve kalin kulaklara sahiptrir. Burun belirgin bir sekilde disbiikeydir
(TAGEM, Tiirkiye Evcil Hayvan Genetik Kaynaklar1 Katologu, 2009).

Sekil 1.30. Honamli kegisi yandan goriiniisi (TAGEM, Tirkiye Evcil Hayvan
Genetik Kaynaklar1 Katologu, 2009).

Tiirkiye’de yaygin olarak yetistiriciligi yapilan bu 5 wka ek olarak ozellikle
siit verimleri yoniinden yetistirilmekte olan lokal irklar da bulunmaktadir. Bunlardan
birisi olan ve Dogu Anadolu’da yetistirilen Abaza kecisi (Abkhasian) pembemsi-
beyaz don rengine ve kisa killara sahiptir. Agiz, kulak ve ayak ¢evresinde koyu renk
goriilebilir. Disiler boynuzsuzdur ancak erkekler genellikle uzun, yassi, kili¢ seklinde

boynuzlara sahiptir. Bedeni lcm uzunlugunda, kisa ama c¢ok yumusak killarla



58

kaplidir. Meme yapisi iyi gelismistir ve yillik siit verimi 200 kg civarmndadir (Ozcan
ve Yal¢im, 1985; Porter, 1996).

Giircti kegisi, Tiflis kegisi veya Kafkas kegisi olarak da bilinmektedir.
Ermenistan, Giircistan smirlarinda yogunlukla da Kars’in Cildir bolgesinde
yetistirilmektedir. Don rengi siyah, gri ya da benekli olanlar bulundugu gibi; beyaz
donlu olanlarinda ise basta, kulakta ve boyun altinda siyahliklar goriilmektedir
(Porter, 1996). Yillik ortalama siit verimi 200- 250kg civarindadir (Ozcan ve Yalcin,
1985).

Malta kegisi Maltiz kegisi olarak da bilinmekte ve Izmir, Aydin civarinda ve
ozellikle Cesme Kusadasi ilgelerinde yetistirilmektedir. Cok onceleri Ege ve Akdeniz
adalarindan getirilmis olan kecilerle bolgedeki kecilerin melezlemesi sonucunda
ortaya ¢ikmis bir kegi wkidir (Ozcan ve Yalgin, 1985). Cogunlukla boynuzsuz, alaca
kahverenkli don rengine sahiptir. Kogbashdir ve kisa, uzun kulaklari, ¢ene altinda da
iki kiipe bulunmaktadir Yillik ortalama siit verimi 250-400kg civarmndadir (Ozcan ve
Yalgin, 1985).

Tiirkiye’de yetistirilmekte olan evcil keg¢i sayist FAO 2003 istatistiklerine
gore 7 milyon, 2008 istatistiklerine gore ise 5,5 milyon civarindadir. Ancak kegi siitii
uretimi ile ilgili olarak FAOSTAT (http://faostat.fao.org/default.aspx) verileri
1985°ten bu yana incelendiginde 2004 yilina kadar keci sayisina paralel bir azalma,
2004 yilindan itibaren ise hizli bir artis goriilmektedir (Cizelge 1.6). Bu da yerli
wklarm birakilip siit iiretimi amacgh yetistirilen Saanen kegisi yetistiricili§inin

artmasina baglanmaktadir (FAO Avrupa ve Orta Asya Bolge Ofisi, 2007).
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Cizelge 1.6. Tiirkiye’de yillara gore kegi siitii iiretimi
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Ozellikle Saanen kegisi gibi entansif iiretimle yiiksek miktarda verim almnan
keci wrklar1 nedeniyle yerli wklara olan ilgi giderek azalmaktadir. Bu da zaten sayica
az olan yerli rk hayvanlari yok olma agisindan tehlikeye atmaktadir. Irklarin
kaybolmasi riskinin tehlike diizeyini belirtmek i¢in g¢esitli smiflandirmalar
yapilmaktadir. Ornegin Henson (1992) FAO veri tabanmi baz alarak iilkelerin
verdigi rapor dogrultusunda Cizelge 1.7°de sunuldugu gibi bir smiflandirma

yapmistir.
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Cizelge 1.7. Tek doguran ¢iftlik hayvanlar1 i¢in damizlik disi sayisina gére koruma
altma alma kriterleri (Henson, 1992; Ertugrul ve ark., 2000).

Tehlike seviyesi | Damzhk Ozellikler
disi hayvan
sayis1
Yok olmus - —Populasyonu yeniden olusturmak olanaksizdir
— Saf erkek ve digi hayvan bulunmamaktadir.
Kritik <100 — YO0k olmaya yaklasilmistir.

— Genetik varyasyon ebeveyn
populasyonundakinin asagisina diigmiistiir.
Populasyon biiyiikliigiinii arttirmak gerekir.

Yok olma 100-1.000 | —Etkin populasyon biiyiikliigiiniin populasyon
tehlikesi altinda icerisindeki genetik kayiplar1 kargilamayacak
kadar kiiciik olmasi1 ve akrabali yetistirme
sonucunda yasama giiciiniin gerilemesi nedeniyle,
populasyon yok olma tehlikesi altindadir.

Tehlike 1.000-5.000 | —Populasyon genisligi hizli sekilde azalmaktadir.
simrinda
Yok olma 5.000- —Baz1 istenmeyen faktorler populasyonun

tehlikesine agik 10.000 varligimi tehdit etmektedir. Daha fazla azalmayi
Onelemek i¢in 6nlem almmalidir.

Normal >10.000 —Populasyon yok olma tehlikesi altinda degildir.
Genetik  kayiplar  olmaksizin  {ireyebilir.
Populasyon genisliginde gozlenebilir bir degisim
yoktur.

Bu c¢izelgeye gore sunulan tez ¢alismasinda incelenen yerli keg¢i wrklarinin

mevcut durumu ise Cizelge 1.8’de verilmistir.

Cizelge 1.8. Calismada incelenen kegi wrklar1 i¢in tehlike seviyeleri (Ertugrul ve ark.,
2010)

Incelenen Irklar Yok olma | Tehdit Agir tehdit
tehdidi yok | altinda altinda

Ankara Kegisi X

Kil Kegisi X

Kilis Kegisi X

Norduz Kegisi X

Honamli Kegisi X

Cizelgeden de anlasilacagr gibi 5 wk icin acil Onlemler alinmasi
gerekmektedir (FAO, 2007). Koruma amaciyla ex-situ ve insitu koruma metotlar1

onerilmektedir. Ex-situ koruma metotlarindan birisi de genetik materyalin
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tanmimlanmas1 ve saklanmasidir. Ozellikle, Tiirkiye’deki keci wrklar1 i¢in yapilan
kaynak taramalarinda wrklar arasi genetik yakinlik ve mtDNA polimorfizmlerinin

incelendigi ¢caligmalara ulagilamamistir.

Bu arastirmada Tiirkiye’de en yogun olarak yetistirilen Ankara, Honamli,
Kilis, Kil ve Norduz kegilerinde mtDNA D-loop ve Sitokrom-b bdlgeleri incelenmis

ve filogenetik analizler yardimiyla iliskilendirilmeye calisilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada, Ankara (n=50), Honamli (n=49), Kilis (n=51), Kil (n=53) ve Norduz
(n=49) keg¢i wrklarinin mitokondrial DNA ¢esitlilikleri, wrklar arasi farkliliklar ve bu
wrklarin cografik yerlesimleri ile olan iligskisinin ortaya konulmasi amaciyla
hayvanlardan alman kan orneklerine; sirastyla DNA izolasyonu, D-loop bdlgesinin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile yiikseltgenilmesi ve ardindan dizi analizi
uygulanmistir. DNA dizi analizi sonrasi elde edilen sekans verileri filogenetik
analizler kullanilarak incelenmis, yorumlanmis ve farkli haplogruplara atanan
ornekler Sitokrom-b bolgesi i¢in dizi analizi yapilarak molekiiler saat

hesaplanmasinda kullanilmislardir.

2.1. Hayvan Materyali

Bu arastirmanin materyalini, TUBITAK-KAMAG 106G005 numarali “Tiirkiye Yerli
Evcil Hayvan Genetik Kaynaklarindan Bazilarmin In-Vitro Korunmasi ve On
Molekiiler Tanmmlanmasi-I (TURKHAYGEN-I) adli proje kapsaminda Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim-Arastirma ve Uygulama Ciftligi’ne getirilen
50 bas Ankara, 49 bas Honamli, 51 bas Kilis, 53 bas Kil ve 49 bas Norduz kegisi

olmak tizere toplam 252 bas keciden alinan kan 6rnekleri olusturmaktadir.

Proje kapsaminda irklarin sahip oldugu genetik ¢esitliligin giivenilir diizeyde
temsil edilebilmesi i¢in wrklara ait bireylerin birbirine uzak bdlgelerden olmasina,
akraba olmamalarma, yas, cinsiyet, akrabalik, saglik ve ik ozelliklerine dikkat
edilmis, cografi alan bilgileri kaydedilmistir. Kegilerin toplandigi bolgeler harita

iizerinde gosterilmistir (Sekil 2.1).

Arastirmada ele alinan irklarin her bireyinden kan 6rnekleri 9ml KsEDTA’T1
vakumlu tiiplere alinmis ve daha sonra altiist edilerek karigmasi saglanmistir. Kan
orneklerinin almmasidan laboratuara ulastiriimasina ve DNA izolasyon asamasina

kadar +4°C’lik soguk zincirde olmasma dikkat edilmistir.
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Sekil 2.1. Ornekleme yapilan bolgeler (Kilis kecisi sar1, Kil kecisi kirmizi, Ankara
kegisi mavi, Honamli kegisi yesil ve Norduz kegisi bordo dairelerle gosterilmistir)

Orneklenen yerli kegi wklar1 ve Orneklem sayilari Cizelge 2.1°de
goriilmektedir. Orneklerin toplandigi cografik bolgelere ait GPS verileri Ek 1°de

detayl1 olarak verilmistir.

Cizelge 2.1. incelenen wrklar ve hayvan sayilari

Keci irki Hayvan Sayisi, n
Ankara 50
Kilis 51
Honaml1 49
Kil 53
Norduz 49
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2.2. DNA izolasyonu

Kan orneklerinden DNA izolasyonu i¢in standart fenol:kkloroform yontemi
kullanilmistir (Sambrook ve ark., 1989). Laboratuara gore diizenlenen protokol

asagida listelenmistir:

= 9ml’lik vakumlu tiiplerde saklanan kanlar 50ml’lik falkon tiiplere alindiktan
sonra c¢ekirdek icermeyen kan hiicrelerinin (eritrositlerin) parcalanmasi
amaciyla 2X Lysis soliisyonu ile 50ml’ye tamamlanmustir.

= Tipler 10dk boyunca karistirict yardimiyla 50rpm’de iyice karistirildiktan
sonra donmamasma dikkat edilerek 30dk siiresince buzun ig¢inde
bekletilmistir.

= Dabha sonra, tlipler 10 dakika 3000rpm, +4°C’de santriflij edilmis ve iist kistm
(stipernatant faz) yavas¢a doOkiilerek atilip, ¢okeltiye 3ml salt/EDTA
eklenerek iyice karistirilmustir.

* Ardindan, 6rneklere 0,3ml %10’luk SDS solusyonu ve 150ul proteinase K
(10 mg/ml) eklenerek tekrar karistirilma islemi yapilmis ve 55°C’de 3 saat
etiivde bekletilmistir.

= Bekleme siiresi bittiginde Ornekler etiketlenmis, yeni 15ml’lik tiiplere
aktarilarak 3ml fenol (pH 8,0) eklenmistir. Ardindan, 20s sert bir sekilde
calkalanmig ve karistiric1 yardimiyla 5dk boyunca alt iist edilmistir.

= Siire sonunda, 10 dakika 3000rpm ve +4°C’de santrifiij islemi uygulanmistur.

= Santrifiij isleminin ardindan, st faz, yeni falkon tiiplere aktarilmistir. Bu
kismin bulanik oldugu ve/veya zorlukla ayrildigi orneklerde, fenol islemi
tekrarlanmustir.

* Yeni tliplere alinan iist fazin iizerine 3ml fenol:kloroform:izoamil alkol
(25:24:1) eklenmis ve once 20s sert bir sekilde calkalanip, ardindan 5 dk
boyunca karistiric1 yardimiyla alt st edilmistir.

* [slem sonunda 3000rpm ve +4°C’de 10 dakika santrifiij islemi uygulanmistur.
Santrifiij isleminin ardindan st fazlar tekrar steril ve uygun sekilde
etiketlenmis tiiplere aktarilmistir. Berrak ve kolay ayrilan bir faz elde

edilemeyen 6rneklerde fenol: kloroform: izoamil alkol islemi tekrarlanmistir.
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* Yeni tiiplere aktarilan berrak iist fazin {lizerine 2 kati kadar -20°C’de
sogutulmus saf etanol eklenmistir. Tiipler alt iist edilerek karistirilmis ve
yogunlasarak ¢oken DNA’lar 1000ul’lik pipet ucu ile dikkatlice alinarak
iizeri yazili ve 1ml Etanol i¢eren 1,5ml eppendorf tiiplere aktarilmistir.

= Saflastirilan DNA’lar, bir gece alkolde -20°C’de bekletildikten sonra ertesi
gin 8000rpm’de 3 dakika santrifiijlenmis, ardindan alkolii dokiiliip steril
kabinde agz1 agik kurutulmustur.

= Alkolii ugurulan DNA’lar 0,5ml TE soliisyonu (Tris-HCL:EDTA, 10:1, pH 8)

ile sulandirilmistir.

Deneysel c¢alismalarda kullanilan soliisyonlarin igerikleri ve hazirlanislar1 EK

2’de listelenmistir.

2.3. DNA’larin Yogunlugunun, Safiginin Ve Biitiinliigiiniin Kontrolii

DNA’larin yogunlugu ve saflig1 spektrofotometrik yontemle 6l¢tilmiistiir. Bu amagla
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi Merkez Laboratuari’'nda bulunan
NanoDrop spektrofotometre cihazi kullanilmistir. DNA’larin yogunluk ve saflik
analizinde 260nm dalga boyunda elde edilen degerle 280nm dalga boyunda elde
edilen degerin oran1 (A260/A280) ve 260nm dalga boyunda elde edilen degerle
230nm dalga boyunda elde edilen degerin orani1 (A260/A230) kullanilmustir.

1,8’in altinda elde edilen A260/A280 degeri protein kontaminasyonunu, 2’nin
tizerinde elde edilen A260/A280 degeri RNA kontaminasyonunu Ve 2’nin altinda
elde edilen A260/A230 degeri ise fenol kontaminasyonu isaret ettiginden A260/A280
orani 1,80 ile 2,00; A260/A230 orani ise 2 ile 2,2 araliginda olan DNA’lar ¢alismaya
dahil edilmistir.

DNA’larin biitinliigiiniin (degrade olup olmadiginin) kontroli %0,8’lik
agaroz jel elektroforezi ile yapilmistir. Bunun i¢in; 0,89 agaroz tartilarak 100ml 1X
TBE (Tris-Borate-EDTA) icinde homojen bir goriiniim alana kadar mikrodalga
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firinda eritilmistir. Agaroz jel karisimi, 1lik suyun altinda yaklasik 60°C’ye diisene
kadar tutulduktan sonra 8ul etidyum bromiir (5mg/ml) eklenmis ve kdplirmemesine
dikkat edilerek karistirilmistir. Agaroz jel karigimi, taraklar iceren jel kasedine
dokiilerek yarim saat donmasi beklenilmis ve siire sonunda taraklar ¢ikartilarak, 1X
TBE igeren elektroforez tankina alimmistir. DNA’larin goriintiilenmesi amaciyla, 2ul
DNA, 2ul 2X yiikleme soliisyonu ve 4pul distile su karistirilmis ve kuyucuklara
yiklenmistir. Elektroforez islemi 120V’da 20-25 dakika uygulanmistir. Goriintiileme
sistemi (Kodak Gel Logic yardimiyla DNA bantlarmin varligi ve biitiinligti kontrol

edilmistir.

PZR’da yiikseltgenilecek DNA’lar, yaklasik 100ng/ul olacak sekilde, 1/10
veya 1/20 oraninda saf su ile sulandirma yapilmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir.

Saklanacak olanlar ise -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.4. mtDNA Kontrol (D-Loop) Boélgesinin Yiikseltgenmesi ve Dizi Analizi

mtDNA dizi analizi ¢aligmalar1 i¢cin oncelikle kontrol bolgesi (D-loop) iizerinde en
fazla degiskenlik gosteren ve haplogruplarin ayrimina olanak saglayan 1.002 bazlik
bir bolgenin yiikseltgenmesi saglanmistir. Bu amacgla, Sultana ve ark. (2003)
tarafindan RFLP ile haplogrup tiplendirmede kullanilan primerlerden ikisi dis
primerler olarak belirlenmis; iki ayr1 PZR reaksiyonu ve enzim kesimini igeren bu
metotlardan ikincisinin forward primeri Tip2F:5’-CCTCACTATCAGCACCCAAA
GC-3’ ile birincisinin reverse primeri TipIR: 5’-CTACAATTTATGCTCCGGGTCG
-3’ kullanilmstir (Sekil 2.2).
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CAGAAAAGGAGAATAGCCAATCTCCCTAAGACTCAAGGAAGAAGCCATAGCCTCACTATCAG
CACCCAAAGCTGAAATTCTATTTAAACTATTCCCTGAACCACTATTAACCACATCTATTAAT
ATACCCCCAAAAATATTAAGAGCCTCCCCAGTATTAAATTTACTAAAAATTTCAAATATACA
ACACAAACTTCCCACTCCACAAGCCTACAGACATGCCAACAACCCACACGTATAAAAACATC
CCAATCCTAACCCAACTTAGATACCCACACAAACGCCAACACCACACAATATTACGTGTATG
CAAGTACATTACACCGCTCGCCTACACACAAATACATTTACTAACATCCATATAACGCGGAC
ATACAGCCTTCATATAGTTTACTGTATATCTACCCTACACATATGCAGTACTAATCCAGCAT
AAACGTAATGTATGTACATTACATTTTATGATCTACTTCATGTGTACGTACATAATATTAAT
GTAACAGGGACATAGTATGTATATAGTACATTAAACGATTTTCCACATGCATATTAAGTACG
TACATTAGTATTAATGTAATAAGGACATAGTATGTATATTGTACATTAAACGATCTTCCTCA
TGCATATAAGCATGTATAATGCTTCTATCGACAGTACATAGTACATTTTACTGCATATTCGT
ACATGGCACATAAAGTCAAATCCATTCCTGCCAACATGCGTATCCCGTCCACTAGATCACGA
GCTTGTCGACCATGCCGCGTGAAACCAGCAACCCGCTTGGCAGGGATCCCTCTTCTCGCTCC
GGGCCCATTAACCGTGGGGGTAGCTATTTAATGAACTTTATCAGACATCTGGTTCTTTCTTC
AGGGCCATCTCACCTAAAATCGCCCACTCTTCCCTCTTAAATAAGACATCTCGATGGACTAA
TGACTAATCAGCCCATGCTCACACATAACTGTGCTGTCATGCATTTGGTATTTTTTAATTTT
CGGGGATGCTTGGACTCAGCTATGGCCGTCTGAGGCCCLCGACCCCCGAGCATAAATTGTAGCT
GGACTTAACTGCATCTTGAGCATCCCCATAATGGTAGGCATGGGCATTGCAGTTAATGGTCA
CAGGACATATTTATTATGTTGCATTTCATCATGCATCCGCTCCACCTTTCCCCCCCCTCCTT
CTTAGATATATACCACCGTTTTAAACACGCTCCCTCCTAGATATTAGTGCAAAATTTTTCTA
CTTCCAATACTCAAATCTTTACTCCAGCCAAGGTAAATATATAAGTGCCTGGGTCTTTTACA
TGGTAAGTG

Sekil 2.2. Capra hircus mitokondrial DNA/D-loop bdlgesi (GenBank
N0:DQ188900) niikleotit dizisi {izerinde kullanilan primerlerin gosterimi (Alt1 ¢izili
diziler dis primerler, italik ve kalin yazilmis diziler ise i¢ primerlerdir).

D-loop bolgesi PZR ile yiikseltgenmede reaksiyon basina kullanilacak DNA
kalip miktari, MgCl,, primer ve dNTP konsantrasyonlar1 ile en uygun primer
baglanma sicakliginin belirlenmesi amaciyla gradient PZR kurularak optimizasyon
yapilmistir. PZR’m ardindan, yiikseltgeme iirlinleri %2’lik agaroz jelde 120V altinda
20 dakika elektroforez yapilarak kontrol edilmistir.

PZR amplifikasyonlar1 25ul total hacimde hem 1,5mM hem de 2mM MgCl,
yogunlugunda kalip DNA’dan 100-150ng, her bir primerden 5pmol, her bir
deoksiriboniikleotit trifosfattan (ANTP’ler) 200uM, 1U Taq DNA polymerase (MBI
Fermentas) ve 1X PCR buffer (10mM Tris-HCI, pH 9,0; 50mM KClI) olacak sekilde,
Mastercycler termal dongii cihazinda (Eppendorf AG, USA) yapilmistir. 94°C’de
4dk’lik ilk denatiirasyonun ardindan 94°C’de 30s denatiirasyon, 56—65°C araliginda
degisen (gradient) baglanma sicakliinda 30s ve 72°C’de 70s uzama asamalarini

iceren 30 dongiiyii takiben 70°C’de 15dk son uzama yaptirilarak tamamlanmistir. D-
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loop bolgesi ile ilgili olarak en uygun kimyasal yogunluklar1 Cizelge 2.2’de ve en

uygun yiikseltgenme kosullar1 Cizelge 2.3°de sunulmustur.

Cizelge 2.2. D-loop bolgesi PZR reaksiyonunda kullanilan kimyasal yogunluklari

PZR kimyasallann | Kullanilan yogunluklar

10x Buffer 1x
MgCl, 2mM
dNTPs 200uM
Tleri primer 5 pmol
Geri primer 5 pmol

Taq DNA polymerase | 11U
Kahp DNA 100-150ng
Total ddH0O ile 25 pl’ye tamamlandi

Cizelge 2.3. D-loop bolgesi PZR reaksiyonu yiikseltgenme kosullari.

Sicakhk, | Siire

°C

94 4dk

94 30s

64 30s X 30
dongii

72 70s

70 15dk

Dis primerlerle yiikseltgemenin ardindan, dizinin ortasinda kalan 598 bazlik
degisken bolgenin niikleotit dizisi Naderi ve ark., (2007) tarafindan 6nerilen CAP-F:
5’-CGTGTATGCAAGTACATTAC-3 ve CAP-R: 5’-CTGATTAGTCATTAGTC
CATC-‘3 i¢ primerleriyle yeni dideoksi metodu kullanilarak hem ileri hem de geri
yonde dizileme PZR reaksiyonu yapilmistir. Ozellikle bu bdlgenin ortasinda yer alan
400nt’lik kisim haplogrup belirlenmesinde rol oynayan kritik mutasyonlari
kapsamaktadir (Sekil 2.2).
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Materyal olarak kullanilan kegilerden elde edilen PZR iiriinleri niikleotit
dizilerinin belirlenmesi amaciyla reaksiyona katilmamis dNTP, primer, enzim ve tuz
kalmtilarinin uzaklastirilmas: amaciyla spin kolon bazli temizleme kiti (Qiagen,
QIAquick PCR Purification Kiti, Katolog No: 28106) ile temizlenmistir. Firmanin

onerdigi sekilde uygulanan protokol asagida sunulmustur:

1. PZR iiriinleri kisa siire ve diisiik devirde santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiistiir.

2. 20-25ul PZR iiriinii tizerine 125pl “PB buffer” eklenmis ve pipetlenerek
karigtirildiktan sonra filtreye temas edilmemesine dikkat edilerek tizeri yazili
spin kolon tiiplere aktarilmistir.

3. 13.000rpm’de 60s santrifiij edilmistir.

4. Santriftij sonrasi alt sivi dokiilmiis ve filtre kismi tekrar tiiplere yerlestirilmistir.
Tekrar filtreye temas edilmemesine dikkat edilerek 750ul “PE Buffer”
eklenmistir.

5. 13.000rpm’de 60s santrifiij edilmistir.

6. Santrifiij sonras1 alt sivi dokiilmiis ve filtre kismu tekrar tiiplere yerlestirildikten
sonra 13.000 rpm’de 60s santrifiij islemi tekrarlanmistir.

7. Filtre kism1 1,5ml’lik yeni ve etiketlenmis eppendorf tiiplerine yerlestirildikten
sonra 1-2 dakika son soliisyonda bulunan alkoliin ugmasi beklenmistir.

8. Siire sonunda filtre tizerine 50ul “EB buffer/elution buffer” dikkatlice
eklenerek 1dk oda isisinda bekletildikten sonra 14.000 rpm’de 60s santrifiij
yapilmistir.

Temizlenmesi yapilan PZR iriinlerinin = %2’lik agaroz jelde kontrolleri
yapilmigtir. Buradaki yogunluklarma gore de Sanger’in (1977) dizi sonlandirma

(chain termination) metoduna dayanan dizileme reaksiyonu uygulanmistir.

Ankara, Kilis ve Honamli kecilerinde D-loop bolgesi dizileme PZR
reaksiyonu igin “Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Quick Start, Katolog
N0:608120” kiti kullanilmistir. Dizileme PZR reaksiyonunun optimizasyonu igin,
betainli ve betainsiz olmak tizere 10ul toplam hacim igerisinde, 0,5-1ul PZR {iriinii,

4ul sekans kiti premixi, 1ul (1,6pmol) ileri veya geri primer ve 2,5ul distile su
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kullanilarak yapilmistir. Dizileme reaksiyonlar1 DNA Engine Tetrad 2 Peltier
Thermal Cycler (Biorad) cihazinda 50°C ve 55°C baglanma 1silarinda ayr1 ayri
denenmigtir. Dizileme PZR reaksiyonunda en uygun sonu¢ alinan kimyasallar

Cizelge 2.4’de sunulmustur.

Cizelge 2.4. D-loop bolgesi ile ilgili olarak dizileme PZR reaksiyonunda kullanilan
kimyasallar ve miktarlar1

Kimyasallar Kullanilan miktarlar, pl
Kit Premixi 4
Betain 2
Primer (ileri veya geri); 1,6pmol/ul 1
PZR tiriinii 1
ddH0 2
Total hacim 10

Yapilan optimizasyon ¢aligsmalarinda dizileme PZR reaksiyonunda en uygun
baglanma sicaklig1 ileri yonlii i¢ primer i¢in 55°C, geri yonlii i¢ primer i¢in ise 50°C
bulunmustur. Tim O6rnekler hem ileri hem de geri i¢ primerlerle dizileme
reaksiyonuna tabi tutulmus yani her bir dizi iki yonlii okunmustur. Dizileme PZR

reaksiyonunda kullanilan reaksiyon kosullar1 Cizelge 2.5’de sunulmustur.

Cizelge 2.5. D-loop bolgesi ile ilgili olarak dizileme PZR reaksiyonu kosullar1

Sicakhik, °C Siire
96 3dk
94 20s
55/50 20s X 30 dongii
60 4dk

Dizileme PZR reaksiyonunun ardindan, reaksiyona katilmamig ddNTPlerin
ve primer kalintilarinin uzaklagtirilmasi amaciyla Etanol ¢oktiirmesi (presipitasyonu)

yapilmistir. Etanol ¢oktiirmesinde yapilan islemler agsagida sunulmustur.

1. 1,5ml lik eppendorf tiiplere 6rnek isimleri yazilarak hazirlanmigtir.
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2. PZR iirtinleri kisa siire ve diisiik devirde santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiistiir.

3. Tipler buz iizerine alindiktan sonra, her bir tiip icerisine 1pl 125mM ve pH
8,0’lik EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) dagitilmistir.

4. Uzerlerine 10pl PZR iiriinii yavasca ve pipetlenmeden eklenmistir.

5. Her bir tiipe yavasca ve yine pipetlenmeden 1ul 3mM’lik NaAc (Sodyum
asetat) eklenmistir.

6. Tipler kisa siireli vortekslendikten sonra her bir tiipe -20°C’de tutulmus
%100’liik etanolden 35ul eklenmis ve tekrar kisa siireli vortekslenmistir.

7. Tipler 15dk oda kosulunda bekletilmistir.

8. Siire sonunda tiipler baglant1 yerleri tek yone bakacak sekilde + 4°C’de ve
14.000rpm’de 20dk santrifiij edilmistir.

9. Santrifiij sonunda her bir tiipe 100ul’lik pipet ucu ile girilerek pelete degmeden
alkol alinip atilmistir.

10. Pelet {izerine taze hazirlanmig %70’lik etanolden 130ul konulmus ve tiipler
yavasca bir kez alt {ist edilmistir.

11. Tiipler baglant1 yerleri yine aym1 yone bakacak sekilde + 4°C’de ve
14.000rpm’de 10dk santrifiij edilmistir.

12. Santriflij sonunda alkol dikkatlice dokiilerek tekrar + 4 °C’de ve 14000 rpm’de
45 s santrifiij edilmistir.

13. Santrifiij sonunda kalan etanol 10ul’lik pipet ucu ile dikkatlice ve pelete
degmeden alindiktan sonra etanoliin iyice ugurulmasi i¢in tiipler 10dKk agz1 agik
bekletilmislerdir.

14. Siire sonunda her bir 6rnegin iizerine 20ul deiyonize formamid eklenmis ve
hafifce vortekslenmistir. Peletin formamid i¢inde iyice ¢Ozlinmesi icin
100ul’lik pipet ucu ile tiipiin i¢ yiliziini kazir sekilde 2-3 dakika pipetasyon

islemi yapilmustr.

Deiyonize Formamid i¢inde sulandirilan floresan isaretli PZR {iriinleri 96’ lik
platelere alinip {izerine mineral yag damlatilarak, Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisi Merkez Laboratuvari’nda bulunan Beckman Coulter CEQ8000 otomatik
dizi analiz sistemine yiliklenmistir. Zayif veya tuz kirliligine bagli hatali pikler alinan

orneklerde dizileme PZR reaksiyonu tekrarlanmustir.
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Kil ve Norduz kegilerine ait PZR iirlinleri ise hizmet satin alimi yapilarak dizi
analizi yapilmistir. Bu amagla DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin D-loop bolgesi
PZR’la ylikseltgenmis ve PZR temizleme isleminden sonra hizmet alimi yapilan
firmaya teslim edilmistir. Buradaki dizileme reaksiyonlar1 ABI3130 cihazi

kullanilarak yapilmustir.

2.5. mtDNA Sitokrom-b Bélgesinin Yiikseltgenmesi ve Dizi Analizi

Her bir 1rk igerisinde D-loop bolgesi yoniinden farkli haplogruplara ayrilan ya
da Median Joining networkunde farkli haplotip yapis1 gosteren drneklere Sitokrom-b
bolgesi agisindan da incelenmek iizere dizi analizi uygulanmistir. Bu amagla D-loop
dizi analizi sonuglarma gore A haplogrubundan 4 6rnek, G haplogrubundan 6 6rnek
ve D haplogrubundan 1 6rnek olmak iizere toplam 11 6rnek analiz i¢in segilmislerdir.
Boylece, farkli haplotipler gosteren bu 6rneklerin populasyona katilis zamanimnin
belirlenmesi amag¢lanmistir. Secilen hayvanlarm irklar1 ve dahil olduklar1 haplogrup

Cizelge 2.6’da belirtilmistir.

Sitokrom-b gen bolgesi D-loop bolgesine oranla daha az gesitlilik
gosterdiginden (1140 bazda sadece 50 degisken bolge igerdiginden) ve haplogrup

ayrimina olanak vermediginden tiim 6rneklerin dizi analizi yapilmamaistir.

Cizelge2.6. Sitokrom-b dizi analizi yapilan 6rnekler

A haplogrubunu temsil | G haplogrubunu temsil | D haplogrubunu temsil
eden ornekler eden ornekler eden ornekler
Ankara E7 Ankara D14 Kilis D7
Kilis E19 Honamli1 D22
Norduz E143 Honaml1 E28
Kil E37 Honamli E29
Honamli E34
Kilis D6
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Sitokrom-b bolgesinin PZR ile yiikseltgenmesi i¢in dnce evrensel primerler
denenmistir. Bu amagla ileri primer olarak L14724V: SATGATATGAAAAACCAT
CGTTG-3' ve geri primer olarak H15915V: 5-TCTCCTTCTCTGGTTTACAAGA
C-3’ ile yiikseltgenme denenmis ancak daha sonra dizi analizi ile ilgili olarak
yasanan sorunlardan dolayr H15915V primeri calisma dist birakilmistir. Yerine
sactokasi, homo /heterodimer yapilariin kontroliinii saglayan, ¢evrimigi ulagilabilen
IDT Oligo Analyzer3.1, PerlPrimer programi (Marshall, 2004) ve CLC Main
Workbench (CLC bio Inc.) yazilimlar1 kullanilarak yeni bir primer; Caphir -
SitolRev: 5’-GGCTATTCTCCTTTTCTGGTT-3" belirlenmistir. Bu primerlerle
1140 bazlik Sitokrom-b bolgesini igine alan 1242 bazlik bir bdlge
yiikseltgenmektedir (Sekil 2.3).

ATGATATGAAAAACCATCGTTGTTATTCAACTACAAGAACACTADATGACCAACATCCGAAAGACCC
ACCCATTAATAAAAATTGTAAACAACGCATTTATTGACCTCCCAACCCCATCAAACATCTCATCATGA
TGAAACTTTGGATCCCTCCTAGGAATTTGCCTAATCTTACAAATCCTGACAGGCCTATTCCTAGCAAT
ACACTATACATCCGACACAATAACAGCATTTTCCTCTGTAACTCACATTTGTCGAGATGTAAATTATG
GCTGAATCATCCGATACATACACGCAAACGGAGCATCAATATTCTTTATCTGCCTATTCATACATATC
GGACGAGGTCTATATTATGGATCATATACCTTTCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAATCCTCCTGCT
CGCAACAATGGCCACAGCATTCATAGGCTATGTTTTACCATGAGGACAAATATCATTTTGAGGGGCAA
CAGTCATCACTAATCTTCTTTCAGCAATCCCATATATTGGCACAAACCTAGTCGAATGAATCTGAGGG
GGGTTCTCAGTAGACAAAGCCACTCTCACCCGATTCTTCGCCTTCCACTTTATCCTCCCATTCATCAT
CACAGCCCTCGCCATAGTCCACCTGCTCTTCCTCCACGAAACAGGATCGAACAACCCCACAGGAATTC
CATCAGACACAGATAAAATCCCATTTCACCCTTACTACACCATTAAAGATATCTTAGGCGCCATGCTA
CTAATTCTTGTTCTAATATTACTAGTACTATTCACACCCGACCTACTCGGAGACCCAGACAACTATAT
CCCAGCAAATCCACTCAATACACCCCCTCACATTAAACCTGAGTGGTATTTCCTATTTGCATACGCAA
TCCTACGATCAATCCCCAACAAACTAGGAGGAGTCCTAGCCCTAGTCCTCTCAATCCTAATCTTAGTA
CTTGTACCCTTCCTCCACACATCTAAACAACGAAGCATAATATTCCGCCCAATCAGCCAATGCATATT
CTGAATCCTGGTAGCAGATCTATTAACACTCACATGAATTGGAGGACAGCCAGTCGAACATCCCTACA
TTATTATTGGACAACTAGCATCTATTATATATTTCCTCATCATTCTAGTAATAATACCAGCAGCTAGC
ACCATTGGAAACAACCTTCTAAAATGAAGAS CAAGTCTTTGTAGTACAATCAATACACTGGTCTTGT
AAACCAGAAAAGGAGAATAGCC

Sekil 2.3. Capra hircus Sitokrom-b bolgesi niikleotit dizisi ve kullanilan primerlerin
gosterimi; oklar gen bolgesini, alt1 ¢izili yazilmis niikleotitler dis primerleri, italik ve
kalin yazilanlar ise i¢ primerleri ifade etmektedir.

Sitokrom-b bolgesi PZR ile yiikseltgenmede reaksiyon bagma kullanilacak
DNA kalip miktari, MgCly, primer ve dNTP konsantrasyonlar: ile en uygun primer
baglanma sicakliginin belirlenmesi amaciyla gradient PZR kurularak optimizasyon
yapilmistir. PZR’1in ardindan, yiikseltgeme iiriinleri %?2’lik agaroz jelde 120 V
altinda 20 dakika elektroforez yapilarak kontrol edilmis ve en uygun kimyasal

konsantrasyonlar1 ve primer baglanma sicakligi belirlenmistir (Cizelge 2.7-2.8).
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Cizelge 2.7. Sitokrom-b bolgesi PZR kimyasal konsantrasyonlari

PZR Kullanilan
Kimyasallan yogunluklar
10x Buffer 1x
MgCl, 2,5mM
dNTPs 200uM
Forward primer 5pmol
Reverse primer 5pmol
Tag DNA polymerase | 11U
Kalip DNA 100-150ng
Total ddH0O ile 25 pl’ye tamamlandi

Cizelge 2.8. Sitokrom-b bolgesi PZR yiikseltgenme kosullari.

Sicakhk, °C Siire

94 4dk

94 30s

59 30s X 30 dongii
72 70s

70 15dk

Tim bdlgenin yiikseltgenmesinin ardindan elde edilen 1242 baz
uzunlugundaki PZR iriinleri reaksiyona katilmamis dNTP, primer, enzim ve tuz
kalintilarmim uzaklagtirilmas1 amaciyla spin kolon bazli temizleme kiti (Qiagen,

QIAquick PCR Purification Kiti, Katolog No: 28106) ile Boliim 2.4.’de belirtilen

protokole gore temizlenmistir.

Sitokrom-b bolgesinin niikleotit diziliminin belirlenmesi igin IDT Oligo
Analyzer3.1, PerlPrimer programi (Marshall, 2004) ve CLC Main Workbench (CLC
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bio Inc.) yazilimlar1 kullanilarak i¢ (internal) primerler tasarlanmistir. Yeni

tasarlanan primerlere ait niikleotit dizilimleri Cizelge 2.9°de belirtilmistir.

Cizelge 2.9. Yeni tasarlanan primerlere ait diziler.

Primer adx Primer dizisi, 3> 3’
Caphir -SitolintFor | CCTCCTGCTCGCAACAATGG
Caphir -SitolintRev | ATGGGATTGCTGAAAGAAGA
Caphir -Sito2intFor | TACTATTCACACCCGACCTA
Caphir -Sito2intRev | TTGGGGATTGATCGTAGGATT

Temizlenmis PZR {iriinlerinin niikleotit dizilerinin belirlenmesi i¢in hizmet
satin alim1 yapilarak 3 ileri ve 3 geri primerle dideoksi metoduna gore dizi analizi

reaksiyonu uygulanmistir.

2.6. Dizi Analizi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Her bir 6rnek i¢cin hem ileri hem de geri primerlerin kullanilmasiyla elde
edilen kromotogramlar BioEdit Version 7.0.9.1 (Hall, 1999) programinda agilarak alt
alta swalanmis, geri primerin “reverse komplementi” alinarak ileri primerle
karsilastirilmis ve konsensus diziler elde edilmistir. Ayrica Sitokrom-b bolgesi i¢in 3
ileri ve 3 geri primerden elde edilen diziler de ortak kisimlar1 ¢akistirilarak kontigler
olusturulmus ve ardindan konsensus diziler elde edilmistir. Cihazin pikleri hatali
okuyup okumadigi da elektroferogramlar gozle incelenerek ve konsensus dizilerle

karsilagtirilarak kontrol edilmistir.

Her bir ornek i¢in elde edilen konsensus diziler ve GenBank’dan
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) indirilen referans diziler, BioEdit Version
7.0.9.1 (Hall, T. 1999) programu altinda “Clustal W Multiple Alignment” yazilimi
kullanilarak ayni baz dizileri alt alta gelecek sekilde hizalanmigtir. Hizalamanin

ardindan tiim dizilerin ayni uzunlukta olmasi i¢cin sondan ve bastan fazla okunmus
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bazlar kesilip, analiz dis1 birakilmistir. Sonraki analizler D-loop bolgesi ile ilgili
olarak kalan 453 baz dizisi (duplikasyonlular i¢in 530 baz) ve Sitokrom-b bolgesi
icin ise 1148 baz dizisi kullanilarak siirdiirilmistiir. Hizalanmig diziler fasta

formatinda kaydedilerek istatistik programlarinda kullanilmak iizere dosyalanmustir.

2.7. Filogenetik ve Istatistiksel Analizler

Niikleotit (#) ve Haplotip Cesitliligi (H) ile Haplogrup Frekanslarinin
Belirlenmesi: Ele alinan wrklar arasindaki niikleotit (7) ve haplotip cesitliligi (H)
farklarmin belirlenmesi amaciyla DnaSP v5 programi (Librado ve Rozas, 2009)

kullanilmastir.

Niikleotit Yer Degistirme Oranlarimin Belirlenmesi: Niikleotit yer degistirme
oranlarmin ve populasyonlar aras1 farkliliklarin belirlenmesi amaciyla DnaSP v5
programi (Librado ve Rozas, 2009) kullanilmistir. Bu degerlerin hesaplanmasinda

Kimura iki parametre (K2P) modelinden yararlanilmistir.

Genetik Mesafe Ol¢iimii: Irklar aras1 genetik mesafe dlgiimleri, Nei’nin “Standart
Genetik Mesafe” hesaplamasi ve Wright'in F istatistigi hesaplamalar1 baz alinarak
yapilmistir. Bu amagla MEGA 4.0 programi ve Arlequin ver3.5.1.2 programi
(Excoffier ve Lischer, 2010) kullanmilmistir. Elde edilen irklar arasi uzaklik
matrikslerine gére PHYLIP 3.69 programinda NEIGHBOR yazilimi (Felsenstein,

2005) ve TreeView programi kullanilarak agaclar olusturulmustur.

Genetik mesafe dl¢iimiinde kullanilacak niikleotit yer degisimi modellerinden
hangisinin kullanilacagi ile ilgili uygun yontemi belirlemek icin Kumar ve ark.
(1993) tarafindan onerilen sistemden yararlanilmistir. Buna gore:

1) Farkli diziler/gruplar arasi genetik farklilik 0.05 ya da daha az ise (d < 0.05),
transisyon/transversiyon oranina bakilmaksizin Jukes-Cantor modeli

secilebilmektedir;
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(2) Farkli diziler/gruplar arasi1 farklilk 0.05 <d< 0.3 oldugunda
transisyon/transversiyon orani ¢ok yiikksek olmadigi siirece (R <2) Jukes-Cantor
modeli; transisyon/transversiyon oran1 yiiksekse ve ¢ok sayida niikleotit
inceleniyorsa K2P modeli se¢ilebilmektedir;

(3) Farkli diziler/gruplar aras1 farklilik 0.3 < d < 1 ise, transisyon/transversiyon orani
da diisiik ise ve aym1 zamanda niikleotitlerin (A, T, C, G) frekansi esit degilse
Tajima-Nei mesafe 6l¢tim modeli segilebilir. Niikleotitlerin (A, T, C, G) frekansi esit
degilse, transisyon/transversiyon oranmi ve G+C igerigi yiiksek ise Tamura veya

Tamura-Nei mesafe 6l¢lim modelleri segilebilmektedir.

En uygun niikleotit yer degisim modelini belirlemek i¢in ModelTest, v3.7
(Posada ve Crandall,1998) programi kullanilmis, oldukga yakin skorlar veren K2P,
GTR ve HKY modelleri tercih edilmistir.

Mantel Test Analizi: Irk diizeyinde cografi uzaklik ve genetik uzaklik arasindaki
korelasyon, Arlequin ver3.5.1.2 (Excoffier ve Lischer, 2010) programinda Mantel
test ile hesaplanmistir. Bu amagla wrklara ait Fst degerleri matriksi ile 6rnekleme
bolgelerinin santimetrik uzakliklarindan elde edilen matriks, 10.000 permutasyonla
%095 giiven esigi altinda analiz yapilmistir. Elde edilen regresyon degerine (r) ve X

degiskeni yoluyla Y degiskenini belirleme katsayisina (r?) gore yorumlanmistir.

Bireysel olarak cografi koordinatlar1 (enlem/boylam) ile genetik uzakliklari
arasinda iliski olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla, Alleles In Space (AIS)
(Miller, 2005) programi kullanilarak Mantel test yapilmigtir. Analiz hem tim
ornekler dahil olacak sekilde bir seferde hem de populasyon bazinda 5 ik i¢in ayr1

ayr1 tekrarlanmigtir.

Filogenetik Agac¢ Olusturulmasi: Irklar arasi iligkinin ve haplotipik yapinin gorsel
olarak ayirt edilebilmesi ve daha iyi anlasilabilmesi amaciyla, elde edilen diziler
filogenetik agac ve network olusturulmasinda kullanilmistir. Bu amacgla, MEGA 4.0
programi (Kumar ve ark., 2008) kullanilarak Ciftler Bazinda Veri Silme (Pairwise

Deletion) ve 1000 bootstrap segenekleri altinda K2P modeline gore NJ agaci, ME ve
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Maksimum olasilik agaglar1 ile her bir haplotipe gore Network 4.516 programi

(Bandelt ve ark., 1999) kullanilarak Median joining networku olusturulmustur.

Haplotiplerin hangi haplogruplara dahil oldugunun belirlenebilmesi amaciyla
A, B, C, D, F ve G haplogruplarindan olduklar1 bilinen diziler NJ agac1 olusturulmasi
sirasinda referans dizi olarak kullanilmiglardir. Kullanilan referans dizilerin GenBank

kodlar1 Cizelge 2.10’da listelenmistir.

Cizelge 2.10. Analizlerde haplogruplara atamada kullanilan referans diziler

Referans dizinin ait
Referans dizinin
oldugu Referans
GenBank kodu
haplogrup
A haplogrubu AY155721 _
Naderi ve ark. 2007
EF618134
B haplogrubu EF617706 (B1)
DQ121578 (B2)
C haplogrubu EF618413 Naderi ve ark. 2007
DQ188892 Liu ve ark. 2006
D haplogrubu EF617701
DQ188893
F haplogrubu DQ241349 Sardina ve ark. 2006
G haplogrubu EF618535 (Turkiye) _
Naderi ve ark. 2007
EF617727 (Misir)
EF618084 (iran)

Ayrica dis grup olarak koyun (Ovis aries) mtDNA kontrol bolgesine ait
diziyle c¢esitli yaban kecilerine ait mtDNA kontrol bolgesine ait diziler de
kullanilmigstir. Kullanilan dizilere ait bilgiler ve GenBank kodlar1 Cizelge 2.11°de

listelenmistir.
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Cizelge 2.11. Analizlerde dis grup olarak kullanilan dizilere ait GenBank kodlar1.

Tiir ad GenBank kodu
Capra aegagrus(1) AJ317864
Capra aegagrus(2) EF989163
Capra aegagrus(3) EF989426
Capra aegagrus(4) EF989577
Capra caucasica AJ317875
Capra sibirica AJ317874
Capra cylindricornis AJ317870
Capra nubiana AJ317871
Capra falconeri AJ317872
Ovis aries AM279285

Diger niikleotit degisim modellerinden elde edilecek topoloji farkliligini
gorebilmek amaciyla fasta formatinda hizalanmis diziler kullanilarak PhyML v3.0,
aLRT programinda analiz yapilmistir. Bu amagla GTR modeli segilerek, olasilik
oranlarma dayanan likelihood ratio testine (aLRT test) gbre en olasi agacin
¢izdirilme analizi (maximum likelihood methodu) uygulanmistir (Guindon ve
Gascuel, 2003). Programin orijinal ¢ikt1 dosyasmi Newick formatinda olup MEGA
4.0 (Kumar ve ark., 2008) programu ile gorsel hale getirilmistir.

Uyumsuzluk Dagihm Analizleri: Uyumsuzluk dagilim analizi i¢in DnaSP v5
programi (Librado ve Rozas, 2009) kullanmilmustir. Irklar, elde edilen raggedness
istatistikleri ve ikili grup farkliliklar1 ortalamalar1 agisindan karsilastirilmislardir.
Populasyonlarin gegmisi ile ilgili fikir veren uyumsuzluk dagilim analizi igin 6nce
bes wrktan tiim haplotipler analiz edilmis ve daha sonra Ankara ve Kilis kegisi
populasyonlarindaki G ve D haplogrubuna sahip drneklerle dublikasyon insersiyonu
tagtyan iki Ornek analiz dis1 birakilarak A haplogruplu bireyler analize dahil
edilmistir. Uyumsuzluk dagilimi analizleri haplogruplar arasinda ve wklar arasinda

olmak {iizere ayr1 ayr1 analiz edilmistir ve grafik ¢izdirilmistir.
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Notralite Testleri: Notral teorinin test edilmesi amaciyla ile ilgili hesaplamalar ve
onemlilik testleri DnaSP v5 programi (Librado ve Rozas, 2009) ile yapilmistir.
Notralitenin test edilmesinde Fu ve Li’nin D* testi, Fu ve Li’nin F* testi, Fu’nun Fs
testi ve Tajima’nin D testi kullanilmistir. Ayrica populasyonlarin gegmisinin ortaya

konulmasinda filogenetik agag ¢izimlerinden de yararlanilistir.

Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA): AMOVA analizi i¢in gruplar olusturularak
analiz edilmistir. Gruplarin olusturulmasinda cografi dagilim, haplotip cesitliligi ve

Fst degerlerinden yararlanilmastir.

AMOVA analizi 6nce i¢in dort deney diizenegi olusturulmustur. Ancak 6nce
gruplar i¢i yaniltici varyasyon artisina neden olabilecek G ve D haplogrubuna dahil
orneklerle dublikasyon insersiyonu goriilen oOrnekler analizden g¢ikartilmistir.
Dolayisiyla analizler sadece A haplogrubundan orneklere uygulanmistir. Bu
orneklere ait haplotipler DnaSP programi altinda irklarin altinda gruplanarak “.arp”
formatinda kaydedilmistir. Ardindan Arlequin ver3.5.1.2 (Excoffier ve Lischer,

2010) programinda agilarak irklarin gruplara atamasi yapilmistir.

Buna gore:

» lk deney diizenegi tiim wrklar bir grupta olacak sekilde;

» jkinci deney diizenegi iklarm cografi olarak yakinliklarina gore planlanmis ve 3
grup diizenlenmistir. Bunlardan 1.grup Honamli ve Kil kecilerini, 2.grup
Ankara kegilerini 3.grup ise Kilis ve Norduz kegilerini igerecek sekilde;

» Ugiincii deney diizeneginde wklar haplotip gesitliliklerine gére ayrilmis ve 1.grup
Honamli ve Kilis kegilerini, 2.grup Kil ve Ankara kegilerini 3.grup ise
Norduz kegilerini igerecek sekilde;

= Dordiincli deney diizeneginde ise yine cografik olarak yerlesimleri diisiiniilerek
ikinci deneyin dogrulugunu test etmek i¢in tasarlanmigtir. Buna gore; 1.grup
Honamli, Kil ve Ankara kegilerini, 2.grup ise Kilis ve Norduz kegilerini

icerecek sekilde diizenlenmistir.
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Molekiiler Saat Analizleri ve En Yakin Ortak Ata Zamam (The Time The Most
Recent Common Ancestor, TMRCA) Hesaplanmasi: Sitokrom-b bolgesi, protein
kodlayan bir bdlge oldugundan D-loop bolgesine oranla daha yavas mutasyona
maruz kalmakta ve mutasyon birikimi gegen zamana gore sayica artmaktadir. Bu
nedenle molekiiler saat ve en yakin ortak ata zamanimin belirlenmesinde Sitokrom-b
bolgesi kullanilmustir. Farkli haplogruplar1 temsil eden Orneklere ve koyuna ait
Sitokrom-b dizileri (GenBank no:X56284) arasinda evrimsel farklilasmanin sirasinin
hesaplanmasi i¢cin MEGA 4.0 (Kumar ve ark., 2008) programi ile kodon
pozisyonlarina ve niikleotit yer degistirmelerine dayanan Maximum Composite
Likelihood metodunu kullanan Minimum Evolutionary agaci ve K2P modelini
kullanarak NJ agac1 olusturulmustur. Bu amagcla belirlenen 12 diziye, Ciftler Bazinda
Veri Silme (Pairwise Deletion) ve 1000 bootstrap segenekleri altinda analiz
uygulanmistir. Elde edilen agaglarda molekiiler saat kalibrasyonu kullanilarak
mutasyon oran1 girilmis ve haplogruplar i¢in yaklasik ortak ata zamanlari

hesaplanmistir

2.8. Calismada Kullanilan Analiz Programlar

Bu ¢aligmada kullanilan analiz programlar1 ve erisim adresleri asagida listelenmistir.

¢
/ BioEdit Sequence Alignment Editor

Erigsim: http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
e

DnaSP (DNA Sequence Polymorphism)
Erigsim: http://www.ub.es/dnasp/

Erigsim: http://www.MEGAsoftware.net/

. ModelTest

Erigim: http://darwin.uvigo.es/software/modeltest.html

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
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& .\I.':'.'-' ENGLAND
BioLabs..
[EH NEB cutter V2.0
Erigim: http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php
e
« = Network

Erigim: http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm

T
Qjﬂ’ Phylip
Erigim: http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html

X<

Erisim http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

TreeView

A
1 .
SEAIIeIes in Space (AIS)

Erisim: http://www.marksgeneticsoftware.net/AlSInfo.htm

@Arlequin

Erigim: http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/
>\ \;'_y;_}

a1 PhyML (PHY logenetic inferences using Maximum Likelihood)
Erigim: http://www.phylogeny.fr/version2_cgi/one_task.cgi?task_type=phyml
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu ve Kontrolii

Bu arastirmada incelenen ke¢i irklarindan izole edilen DNA’larin safligi, miktar1 ve
biitiinliigli kontrol edilerek bunlara ait agaroz jel elektroforezi gortintiileri Sekil 3.1,

Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve Sekil 3.5°de verilmistir

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 DY Dlo D11 D12 D13 D4 D15 1kb

M-c.“..--*.--‘.-“‘-i H

D16 D17 DI8 D19 D20 D21 D22 D23 D24 DZS lkb

.-.-w..iﬂ"—ﬁ

$6_ E7 E8y E9 E 10+ E11 E‘l E13 3
o’ ﬁ ) a : -

El4 E15 EI16 E17 E18 E19 E20 E21 E22 E23 E24 E25 1kb
oy : '

Sekil 3.1. Ankara kegisi 6rneklerine ait DNA’larm %0,8’lik agaroz jel goriintiisii
(AnkD1-D25; AnkE1-E25; her siranin sonunda 100bp DNA ladder, MBI Fermentas)
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SCCEEa
o
- )

RLST KISDI6 KLSDI7 KISDISVRLSDIS KISD20 JKLSD21 1kb Ladder

KLSD RL FLSD24 KLSD25 KLSD26 1k er

Sekil 3. 2. Kilis kegisi 6rneklerine ait DNA’larin %0,8’lik agaroz jel goriintiisii
(Soldaki jel KIsD1-D26; Sagdaki jel KIsE1-E25; her siranin sonunda 1kb DNA
ladder, MBI Fermentas)

HNM!I HNM2 HNM3 HNM4 HNMS HNM6 HNM7  1kbLadder

- - HNME26 HNME27 HNME28 HNME29 HNME30 HNME31 HNME32 1kb Ladder

HNMS HNMY HNMIO HNMI1 HNMI2 HNMI3 HNMI4  1kbLadder

HNME3} HNME34 HNME3S HNME36 HNME37 HNME38 HNME39 1kb Ladder

"-l'ﬁ“iig FESEBEES

HNM17 HNMIS HNMI9 HNM20

HNMIS HNM16 NM21 - 1kb Ladder

- HNMF40 HNME4] HNME4Q HNME43 HNME44 HNME4S HNME46 1kb Ladde
— -
= - SESECESs

=

HNM22 HNM23 HNM24 HNM2S 1kbLadder

' HNME47 HNMEAS HNME49. 1kb Ladders -
s WSRO
3 -
-8

Sekil 3.3. Honamli kegisi 6rneklerine ait DNA’larin %0,8’lik agaroz jel goriintiisii

(Soldaki jel HhnmD1-D25; Sagdaki jel HnmE26-E49; her siranin sonunda 100bp
DNA ladder, MBI Fermentas)
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D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 100bp Lad|
— -
e — —

B o o
- - - —— —
B s T R A e s

D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24 D25 E31 E32 E33 E34 E35 100bp Lad

o Ty sy G peew s S G

E36 E37 E38 39 [EA40 E41 E42 E43 E44 E45 E46 E47 E48 E49 ES50 100bp La

E51 E52 ES54 E55 ES56 ES7 ES8 100bp Lad

. ) T S —
—_— e B s . .

-

Sekil 3.4. Kil kecisi 6rneklerine ait DNA’larin %0,8’lik agaroz jel goriintiisii (KilD1-
D25; KilE31-E58; M: 100bp DNA ladder, MBI Fermentas)

1kb Lad. E111 El114 El115 EI122 E124 E134 EI137 E138 E143 El44 E145 E148 E149 E150 E151
9 7 T =5 oy Cesn G 6oy - {L_\;;-_,.‘.;a:.;;_'_w

k-umwu.umwuuwgidmww

1kb Lad. E155 E156 E157 E158 E159 E160 E161 E162 EI163 D112 D113 D117 D118 D119 D120

WNH&HHJWMHWNUU

Sekil 3.5. Norduz kecisi 6rneklerine ait DNA’larm %0,8’lik agaroz jel goriintiisii (M:
100bp DNA ladder, MBI Fermentas; NRDE111-E163; NRDD112-D154)
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3.2. mtDNA Kontrol (D-Loop) Bélgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Yiikseltgenmesi

Biitiin wrklar i¢in dig primerlerle mtDNA kontrol boélgesi (D-loop) iizerinde 1.002
bazlik bolge yiikseltgenilmis ve Ankara kegilerine ait PZR iriinlerinin agaroz jel

elektroforez gorintiileri Sekil 3.6’da verilmistir.

Sekil 3.6. Ankara kegilerinde mtDNA D-loop bdlgesi yiikseltgenme iiriinlerinin %
2’lik agaroz jel elektroforez goriintiisii (Her sirada soldan ilk kuyucuk 1kb’lik DNA
ladder, MBI Fermentas, diger kuyucuklar sirasiyla: Ank D1-AnkD23)

Beklenilen (1002 bazlik) bolgede tek ve kalin bantlarin tespiti ile basarili
bulunan PZR iirtinleri dizi analizi i¢in ayrilmistir. Zayif bant veren veya 0zgiin

olmayan bant alinan DNA’larin ise PZR’lar1 tekrarlanarak tek ve kalin bantlar elde

edilmistir.

3.3. mtDNA Kontrol (D-Loop) Bolgesinin Dizi Analizi

Tim DNA’larin dizileme PZR reaksiyonunun ardindan elde edilen dizi
analizi sonuglar1 alt alta hizalanip incelenerek, bir Honamli keg¢isinde (Hnm D7) ve
bir Kilis kecisinde (Kls E11) 77nt’lik bir duplikasyon insersiyonu (77 niikleotit
uzunlugunda bir bolgenin tekrarlanarak diziye eklenmesi) tespit edilmis ancak her iki

dizi arasinda da baz farkliliklar1 oldugu belirlenmistir. Sekil 3.7°de gosterildigi gibi
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hizalanan diziler fasta formatinda kaydedilerek ve istatistik programlarinda

kullanilmak tizere dosyalanmistur.

40 0 o m m M m bl m il
GTATGTACATTACATTTTATGATCTACTTCATOTCCACOTACATAATATTAATOTAACAADCACATAATATOTATATAGTACATTARACOATTTTCCACATGCD

Tl il

{

HipD13-DLoop TATGTACATTACATTTTATGATCTACTICATGTGCACATACAT AATAT T AATGT AR AAGGACATAGTATGTATATAGTACAT TARACGAT TTTCCACATGLATATTAAGCACGTACATCAGTATT
HimD14-DIoop TATGTACATTACAT TTTATGATCTACTICATGTGCACETACAT AATAT T AATGT AR AAGGACATAGTATGTATATAGTACAT TARACGAT TTTCCACATGLATATTAAGCACGTACATCAGTATT
HIMD15-DIoop TATGTACATTACATTTTATGATCTACTICATGTGCACETACAT AATAT T AATGT AR AAGGACATAGTATGTATATAGTACAT TARACGAT TTTCCACATGLATATTAAGCACGTACATCAATATT
HIMD1 A-DLoop TATGTACATTACATTTTATGATCTACT ICATGTGCACETACAT AATAT T AATGT AL AAGGACATAGTATGTATATAGTACAT TARACGAT TTTCCACATGLATATTAAGCACGTACATCAGTATT
HIMD17-DLoop TATGTACATTACAT T T TATGATCTACT ICATGTGCACETACAT AT AT T AAT G T AL AAGGACATAGTATGTATATAGTACAT TARACGAT TTTCCACATGLATATTAAGCACGTACATCAGTATT
HIMD18-DLoop TATGTACATTACAT T T TATGATCTACT ICATGTGCACETACAT AATAT T AATGT AL AAGGACATAATATGTATATAGTACAT TARACGAT TTTCCACATGLATATTAAGCACGTACATCAGTATT
HIMD19-DIoop TATGTACATTACAT T TTATGATCTACTICATGTGCACETACAT AATATTAATGTAACAAGGACATAGTATGTATATAGTACAT TARACGAT TTTCCACATGCATATTAAGCACGTACATCAGTATT
i 2n-nTone LATGTACATTACAT T TTATGATCTACTICATGTGTACETACAT AATATTAATGTAAC AL GACATAGTATGTATATAGTACAT TARACGAT TTTCCACATGCATATTAAGCACGTACATCAGTATT

Sekil 3.7. Dizileme PZR reaksiyonundan elde edilen dizi analizlerine ait veri 6rnegi.

3.4. mtDNA Kontrol (D-Loop) Bélgesinin Filogenetik ve Istatistik Analizleri

3.4.1. Niikleotit () ve Haplotip Cesitliligi (H)

Incelenen wrklarda mtDNA cesitliligi ile ilgili istatistiki degerler Cizelge 3.1’de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. incelenen wrklarda mtDNA ¢esitliligi ile ilgili istatistiki degerler.

0. P. P.B.
Irk s 'g H.C.(H}ESS. g V.B. N.C. ()£ S.S.
n - S (PiS)
Ankara |50 42  0,993:+0,005 | 70 43 0,02021:+0,00162
Honamh | 49 | 42 0,993; +0,006 73 43 0,02337;+0,00187
Kilis 51 | 48 0,998; +0,004 86 48 0,02050:+0,00188
Kil 53 | 48 0,996; +0,005 72 46 0,02036:+0,00108
Norduz | 49 | 36 0,983; +0,008 62 43 0,01923:40,00101
Toplam |252 208 0,9982; +0,0006 129 0,02100;+0,00073

0.S.: Ornek sayis1; H.S.: Haplotip sayisi; H.C.: Haplotip cesitliligi; P.B.: Polimorfik
bolge; P.B.V.S.: Parsimonik bilgi verici bolge sayisi; N.C.: Niikleotit ¢esitliligi; S.S.:
Standart sapma.

Cizelge 3.1’e gore en yiiksek haplotip gesitligi H=0,998 (+0,004) degeri ile
Kilis kegilerinde belirlenmisken en diisiik haplotip ¢esitliligi ise 0,983 (+0,008)
degeri ile Norduz kegilerinde gézlenmistir. Niikleotit ¢esitliligi i¢in ise en yiiksek
deger Honaml1 kegilerinde 7=0,02337 (+0,00187), en diisiik deger ise yine Norduz
kegilerinde 7=0,01923 (+0,00101) go6zlenmistir. Ayrica polimorfik bolge ve
parsimonik bilgi verici bolge sayilar1 da Kilis kegisinde diger wklara oranla oldukca

yiiksek bulunmustur.

Incelenen 252 bas kegide toplam 208 haplotip belirlenmistir. Bu 208
haplotipten 174’0 06zglindiir, yani her keg¢i ki igin sadece bir hayvanda
belirlenmistir. Hemen hemen her hayvan kendine 6zgii bir haplotip tasimaktadir.
Calismada belirlenen haplotipler, belirlendikleri wrklar ve haplogruplart Ek-3’de

listelenmistir.

Bazi haplotiplerin 1k i¢inde iki veya daha fazla hayvanda goriildiigii
belirlenmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Sadece ayni1 1rk i¢inde ortak olan haplotipler.

Haplotip paylasiima Ankara | Honamh | Kilis Kil | Norduz
yogunlugu kecisi kegisi kecisi | kecisi | kegisi
2’ser hayvan H43 H6 H94 | H139 H178
H45 H9 H105 | H147 H183
H51 H15 H118 | H161 H184
H54 H25 H189
H69 H30 H202
H81
3’er hayvan H21 H148 H176
4’er hayvan H174

Bazi haplotiplerin de farkli wklar arasinda ortak oldugu saptanmistir. Bu

haplotipler ve goriildiikleri hayvanlarin kodlar1 sirastyla Cizelge 3.3’de listelenmistir:

Cizelge 3.3 Farkli wklar arasinda ortak olan haplotipler ve bu haplotipleri tagiyan

hayvanlarin kodlar1.

Haplotip Belirlendigi irk ve hayvan kodu
H1 HNMD1, ANKDS5, ANKE7
H20 HNMD21, KILE57
H32 HNME38 KILE38
H49 ANKDS, KILD21
H53 ANKD12, ANKE11, KILE33
H67 ANKE2, KILD17
H99 KLSD16, NRDD118, NRDD119, NRDD120, NRDD121
H104 KLSD21, KILE40

Norduz haplotiplerinin bu kadar paylasiliyor olmas1 diisiik Haplotip ¢esitliligi

ile de uyumlu bulunmustur. Kil kegilerinde ise diger wklarla ortak paylasilan birgok

haplotip belirlenmistir.
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Incelenen wklar kendilerine 6zgii haplotip tasiyan (dzgiin) Ornek sayisi

acisindan incelenmis ve yilizde degerleri Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. incelenen kegi iklarinda 6zgiin haplotip yiizdesi.

Irk Ozgiin haplotip yiizdesi
Kilis 84
Kil 71
Ankara 68
Honaml 67
Norduz 57

Inceleme sonrasi tiim haplotiplere ait niikleotit dizilimleri ¢ikartilmis ve
parsimonik agidan bilgilendirici olanlar segilerek listelenmistir (Sekil 3.8-3.11).
Sekillere gore ilk sirada yer alan Haplotipl, A haplogrubundan bir hayvana aittir ve
referans olarak segilerek analiz edilmistir. Noktalar referans dizi ile ayni niikleotit
dagilimmi gostermektedir. Referans diziden farklilik gosteren bazlar ise agik olarak

yazilmistir.



Hapl

Hap2

Haps

Hap4

Haps

Hap&

Hap?

Haps

Hap9

HaplQ
Hapll
Hapl2
Hapls
Hapl4
Hapls
Hapla
Hapl?
Hapls
Haple
Hapz(
Hap2l
Hap22?
Hap2s
Hap24
Hap2 s
Hapz2éa
Hapz27?
Hapz s
Hapz29
Hap30
Hap3l
Hap32
Hap33
Hapz4
Hap25
Hap3a
Haps7
Hap3s
Hap39
Hap40
Hap4l
Hap4d 2
Hap43
Hapd4d
Hap4d 5
Hap4a
Hap47
Hap4s
Hap49
Haps50Q
Hapsl
Haps2
Hapss
Hap54
Hapss
Hap5éa
Haps?
Hapss
Hapso
Hap&o
Hap&l
Hap&2
Hap&s3
Hap&d
Hapas
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1122233334444 56667 7777880111111333333333333333333333333337122253333333333333335333335333335333333333333333333344944444444444444444555
4370374585014841270145634200000111 233444 55556666777888889990011011222222222253533344444 55555556667 777888809990011123566667799999111

3456823424 8038578903681 780123501 75067593701234567890012302780014678937904565678013628034112237591856789345
TGTTTGCGATGTGATATTATGTACGTCMGAAGTTCTTACACACGCCGTTATMGAGTTTTCTATTTGTTTCTATCGGCAATTTTACCTATTAGCMGACATTTTCAGCTACATGTGGGTTTMCCTTT

Sekil 3.8. Haplotiplere ait nukleotlt degisimlerinin goster1m1 (Hap1l->Hap65).
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1122233334444 5000777 77880111111313117333333333333333333377131F222333333333333333333533333533335333333383535332335353544944444444444444444555
437037458501 4841270145634200000111 233444 555565667 77 88BE800000110112222222222333344444555555566677778888990000111235666677999901171
3456823424 8038578903481 7801235001 73067 9370123456782 0123027890146 7893790456567 801362803411 2237918567853545
Hapl TGTTTGcGATGTGATATTATGTACGTCAAGnAGTTCTTAchACGCCGTTATnAGAGTTTTCTnTTTGTTTCTATCGGCAATTTTnCCTATTAGCAAGACATTTTCAGCTACATGTGGGTTTAACCTTT
Hapgs I
HaEG? .
Hap&s
Hap&g
Hap7o
Hap7l
Hap72
Hap73
Hap74
Hap7s
Hap7e
Hap7?7?
Hap7s
Hap7g
Hap8Q
Hap&8l
Hap&2
HapS3
Haps4
Hap85
Hap8&
Haps7
HapBs
Hap89
HapSo
Hapol
Hapo?2
Hap9s3
Hap94
Hap9h
Hapoa
HapS?y
Hap9s
HapSg
Haploo
Haplol
Haploz2
HaplO3
Haplod
Haplos
Haplog
Haplo?
Haplos
Haplos
HapllQ
Haplll
Hapll2
Hapll=
Hapll4
Haplls
Hapllé&
Hapll~?
Haplls
Hapll%
Hapl2oO
Haplzl
Haplzz2
Haplz23
Haplz24
Haplz2s
Haplza
Haplz2?
Haplz2g
Hapl2%
Haplzo
Haplsl . .
=

Sekil 3.9. Haplotiplere alt niikleotit degisimlerinin gdsterimi (Hap669 Hap132)

S

T

I T T R T R T T T T S R T o S R T R T R T T R T S T S R S T R S
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1122235334444 56686777 FFE89111111123373333333333333333333331711222353333533333333333335335335335353533335333333353333533534444444444444444444555
43703745800148412701456342000001112334445550660667 7 FE8888000001L10112222222222333344444555555066677778888990000111235666677900001171
34568234 248038578003681L 78012350007 906703701234 56780901 2302783001467 80370045656780136280341122379185675858345

Hapl TETTTGECOGATGTGATAT TATGT ACGTCAAGAAMST TCT T ACAC AT G ST TAT AAGAGT T T TCTAT T TGTTTC TATCGEC AATTTTACCTAT T AGC AAGACATTTTCAGC TACATGTGGETTTAACCTTT
Hapl33
Hapl34
Hapl=s
Haplz&
Hapl3?
Hapl3s
Hapl3o
Hapl4(
Haplal
Haplaz
Haplas
Hapldq
Hapl45s
Haplda
Hapl4d?
Hapl4ds
Hapla o
Haplso
Haplsl
Hapls52
Haplss
Haplsd
Hapl55s
Haplséa
Hapls?
Haplss
Haplsg
Hapléao
Hapléal
Haplaz
Hapla3
Hapl &4
Hapl&s
Hapl&s
Hapl&7
Hapléas
Haplao
Hapl?O
Hapl?l
Hapl7z
Hapl7z
Hapl74
Hapl?5
Hapl~7é
Hapl?7
Hapl?s
Hapl7o
Haplso
Haplgl
Hapl&z
Hapl&3
Haplg4g
Hapl&5
HaplB&
Haplg7
Haplgs
Hapl&o
Haploo
Haplol
Haploz
Haplos3
Haplod
Haplos
Haploe
Haplo?
Haplos
Haplos

Sekil 3.10. Haplotiplere ait niikleotit degisimlerinin gosterimi (Hap133->Hap199).
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1122253334444 5666777 7F7EE0111111111111113333332223113311333312223333333333353333333333333533333333333335333334444444444444444444555
437037458901484127014563420000011123344455056606777888889990011011222222222233533444445555555666777788889990900111235666677999951171
3456823424 8038578003681 780125350179067937012345678001230278001467893790456567801362803411223791856785345

Hapl TETTTGCGATGTGAT AT TATGT ACGTCAAGAAGT TCT TACACA G GTTAT AAGAGT T TTCTAT T TGT T T TATCGGCAAT TTTACCTAT TAGCAAGACAT T T TCAGCTACATGTGGETTTAAZCTTT
[T e
Hap20l v iiieiiieinnaannans Canennnnn [CPR. Byt ee vt mn i sann s e e n st anm s nn s aa s aa s e e
= Alhl Lo Con i A e e i e e L C..
L 0 Tt e e e B i i it e e eea i aa i aa e
HApE O e i e i s e e s e s s e e s e i enansas Connnns i innnns T e
Hapa0% o Cannin A e e e Coooah oo, AT Lo B i i e s e e
Hap2 08 ..o.oveveunns e it nnnas I Giwessnnnnsnnnns ittt s s anas Eewnnnns B i s e e s
Hapa07 e e e it an s nnn Bt e it i et s Ao, et i iee s B i e i e e e it i sttt s s
L AL . L T et i i e i it e s a et s s

Sekil 3.11. Haplotiplere ait niikleotit degisimlerinin gosterimi (Hap200—>Hap208).
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3.4.2. Niikleotit Yer Degistirme Oranlarinin Belirlenmesi

Niikleotit oranlar1 ile transisyonel ve transversiyonel yer degistirme oranlar1 K2P

modeline gore hesaplanarak Cizelge 3.5 ve 3.6°da verilmistir.

Cizelge 3.5. Incelenen diziler agisindan toplam niikleotit oranlari.

Toplam Niikleotitler, %
(niikleotit sayisi) T C A G
453 30,3 22,2 309 16,6

Cizelge 3.6. Incelenen 453 baz acismndan 5 wk arasindaki transisyonel ve
transversiyonel niikleotit degisim oranlari.

A T C G
A - 0,12 0,09 13,24
T 0,12 - 25,91 0,06
C 0,12 35,41 - 0,06
G 24,68 0,12 0,09 -

Transisyonel degisim oranlar1 kalin harflerle, transversiyonel degisim oranlar1
ise italik harflerle gosterilmistir. Eksik ve okunmayan veriler, Ciftler Bazinda Veri
Silme (Pairwise Deletion) seg¢enegi kullanilarak analiz dig1 birakilmistir. Toplam
transisyon/transversiyon egilimi (bias) R= 63,74 olarak hesaplanmis ve transisyon

oraninin transversiyon oranindan oldukca fazla oldugu belirlenmistir.

Degistirici ve suskun bolge niikleotit degisimleri ise amino asit kodlanmayan

bir bolge olan mtDNA Dloop bdlgesi i¢in hesaplanmamustir.
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3.4.3. Irklar arasi Genetik Mesafe Ol¢iimii

Nei’nin genetik mesafe 6l¢ciimii metotlarina gore hesaplanarak elde edilen irklar arast

genetik mesafe matriksi Cizelge 3.7’°de, Nei’nin Dxy metoduna gore olusturulan agac

ise Sekil 3.12°de verilmistir.

Cizelge 3.7 Incelenen 5 wk icin Nei’'nin DXy ve Da genetik mesafe olgiimii
metotlaria gore elde edilen uzaklik matriksi (Dxy; sol asagiya dogru sar1 renkli, Da;
sag asagiya dogru, yesil renkli)

0.0001

HONAMLI ANKARA KILIiS KIL NORDUZ
HONAMLI 0.00014 0.00044  0.00015 0.00098
ANKARA 0,02248 0.00004  0.00002 0.00042
KILIS 0,02335 0,02123 0.00012 0.00011
KIL 0,02262 0,02076 = 0,02138 0.00064
NORDUZ 0,02284 0,02057  0,02085 0,02094

Kil
Honamh
Ankara
Kilis
Norduz

Sekil 3.12. Nei’nin DXy uzakligina gore ¢izilen Phylogram agaci.
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Irklar arast Fst degerleri matriksi ve onemlilik dereceleri Cizelge 3.8°de,

olusturulan agac ise Sekil 3.13’de verilmistir.

Cizelge 3.8. Incelenen 5 1k icin Wright’m F istatistigine gére elde edilen uzaklik
matriksi.

HONAMLI [ANKARA | KILIS KIL
ANKARA | 00554

KILIS 0.01930** |0.00118
KIL 0.00780 0.00071 0.00439
NORDUZ |0 04314 *** [0.02061** |0.00741* |0.03346%**

* p < 0.05 (%5)
** p<0.01 (%1)
**% 1 < 0,001 (%0.01)

KIL

HONAMLI

ANKARA

KILIS

MORDUZ

Sekil 3.13. Tim wklara ait Fsr uzaklhigr i¢in NJ agaci, (TreeView programi
cladogram gosterimi ile).

Incelenen 5 wkla ilgili olarak cladogram gosterimi kullanildiginda, Fst
uzaklik hesaplama metodu i¢in elde edilen agagla, Nei’nin genetik mesafe 6lglimii

metodundan elde edilen agacin ayni topolojiye sahip oldugu goriilmistiir. Her iki
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agaca gore Kil ve Honamli kegileri diger 3 irktan ayr1 bir dalda yer almakta ve en
yakin mesafe Norduz ile Kilis kegileri arasinda olup daha sonra Ankara kegisi ve
diger iki wk eklenmektedir. Ancak phylogram gosterimi kullanildiginda Fst
matriksindeki (Cizelge 3.8) onemlilik dereceleriyle uyumlu olarak Norduz kegisinin
hepsinden ayr1 oldugu, en yaki mesafenin Kil ve Honamli kegileri arasinda oldugu

gozlenmistir (Sekil 3.14).

KIL

HON AL

ANKARA

KILIS

MORDUZ

0.01

Sekil 3.14. incelenen wklara ait Fst uzakhigi icin NJ agac1 (TreeView programi
phylogram gdsterimi ile).

Bu ¢alismada incelenen keg¢i irklari, yaban kegileri ve dis grup olarak segilen
bir koyuna ait dizilerden genetik mesafe hesaplanarak olusturulan aga¢ Sekil 3.15’de

verilmistir.
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Capra sibirica

Capra falconeri
Capra nubiana

Ovis aries

Capra cylindricornis

RPNAMLI

Capra aegagrits NORDUZ

(BEZOAR IBEX) KILIS ANKARA

o1

Sekil 3.15. Tim wrklar, yaban kegileri ve dis grup olarak koyun kullanilarak elde
edilen NJ agaci.

3.4.4. Mantel Test Analizi

Irk diizeyinde Fst ve cografik uzakliklar arasindaki korelasyonun ortaya konulmasi
icin Mantel testi yapilarak elde edilen sonuglar ve 6nemlilik seviyesi Cizelge 3.9°da

verilmistir.

Cizelge 3.9. Irk diizeyinde Mantel test sonuglari.

Parametre Parametre degeri
Korelasyon katsayisi (r) 0,751569
Uzaklik matriksi yoluyla Genetik uzaklik 0,564856
matriksi belirlenmesi (r?, %)
Onemlilik seviyesi 0,026800
(%95 ve 10.000 permutasyon icin)

Mantel test sonuglarma gore wklar arasi genetik ve cografik uzakliklar
arasinda %95 giiven esiginde pozitif ve yiiksek derecede (0.751569) bir bagmnti
bulunmustur (p<0,005). Yani wklar arasi cografik uzaklik arttikca, genetik
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uzakliklari da artmaktadir.

Tim bireyler i¢in enlem-boylam koordinatlar1 kullanilarak AIS programu ile
yapilan Mantel testi sonuglar1 ise Sekil 3.16°da verilmistir. Bireysel olarak irklarda
oldugu gibi cografik ve genetik uzaklik arasinda bir korelasyon belirlenememistir.
Sekilde de goriildiigl gibi cografik olarak uzak olup ayni zamanda genetik olarak da
uzak olan (her iki eksenden de en uzakta yer alan) ¢ok az 6rnek bulunmaktadir. Test
verileri incelendiginde, bu oOrneklerin Honamli ile Norduz kegilerinden bazilar1

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.16. AIS programi Mantel testi grafigi (y ekseni cografik, x ekseni ise genetik
uzakliklar1 ifade etmektedir)

3.4.5. Filogenetik Aga¢ Olusturulmasi

Irklara ait bireylerin filogenetik iligkileri NJ agaci olusturularak incelenmis,
bireyler referans diziler yardimiyla gruplara atanmis ve elde edilen aga¢ Sekil
3.17°de verilmistir. Ayrica Minimum evolution (ME) agacindan da ayn1 topoloji elde

edildigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.17. Haplogruplar1 ve bootstrap degerlerini igeren NJ agaci.

D ANKARA
. HONAMTLI

A
/O KILIS

JE—

N7
v/ KIL
W

. NORDUZ
‘ YABAN KECIST

. OVIS ARTES

Yaban kecisi
Cap. aeg /EF989163

Bu analize gore wrka 6zgii dallanma gostermeyen 245 hayvan, en eski

haplogrup oldugu diisiiniilen A haplogrubunda, bir Ankara, bir Kilis ve dort de

Honamli kegisi olmak iizere 6 hayvan G haplogrubunda ve 1 Kilis kegisi de D

haplogrubunda yer almistir. Bu 6rneklerin kodlart ve wrklarmn haplogrup frekanslari

Cizelge 3.10°da 1rk i¢inde haplogrup dagilim grafikleri Sekil 3.18°de verilmistir.



102

Cizelge 3.10 Irklara gore haplogrup frekanslar1 ve bu haplogruplar tagiyan bireyler.

Ankara Kilis Honamh Kil Norduz

Haplogruplar kegileri kegileri kecileri ~ kecileri  kegcileri
A haplogrubu %98 %96 %92 | %100 | 96100
D haplogrubu

-KLS D7 ] %02 ] ] ]
G haplogrubu

-ANKD14

-KLS D6

-HNM D22 %2 %2 %8 - -

-HNM E28

-HNM E29

-HNM E34

Sekil 3.18. incelenen wklar icin elde edilen haplogrup dagilimlarmnin pasta grafikle
gosterimi.

GTR modeli secilerek, olasilik oranlarmma dayanan likelihood ratio testine
(aLRT test) gore en olasi agacin ¢izdirilme analizi (maximum likelihood, ML)
uygulanarak elde edilen aga¢ Sekil 3.19°da verilmistir. Gamma dagilim parametresi

0,349 olarak hesaplanmistir.

Elde edilen ML agacinin NJ agaci ile ayni topolojiye sahip oldugu

goriilmiistiir. Tek farkliligin bootstrap degerlerinde oldugu goriilmektedir. Her iki
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agagc icin de giiven diizeyi yiiksek bootstrap degerleri elde edilmistir.
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Sekil 3.19. GTR niikleotit degisim modeline gore bireysel maksimum olasilik agac1
(haplogruplara ait bootstrap degerleri ile).

Maksimum olasilik agacinda da NJ agact ile uyumlu sekilde D
haplogrubundan bir Kilis kegisi (KlsD7) bir Capra aegagrus (EF989426) ile A
haplogrubundan bir Kilis kegisi (KIsD23) ve bir Kil kegisi (Kil E52) ise diger bir
Capra aegagrus (EF989136.1) ile ayn1 dalda yer almislardir. Diger 6rneklerin ise
oldukca i¢c ice gecmis oldugu ve wka O6zgii bir yerlesim/dagilim bulunmadigi

gOrilmiistiir.

Haplotipik verilerden elde edilen Median joining networku Sekil 3.20’de

verilmistir. Filogenetik networkun ortaya konulabilmesi i¢in “star contraction”
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ardindan Median-Joining algoritmasi kullanilmis ve haplotiplerin bir merkez
etrafinda toplandigi ve hemen hemen her dizinin bir haplotipi ifade ettigi
gozlenmistir. Networkte daireler haplotipleri ifade etmektedir ve haplotiplerin

frekansi dairelerin biiyiikliigii ile dogru orantili olarak gosterilmistir.

G haplogrubu

D haplogrubu A haplogrubu

Yaban kegileri

Sekil 3.20. Haplotiplere gore Median Joining networku ve haplogruplarin gésterimi.

Haplogruplara bireylerin atamasi yapildiktan sonra sadece G haplogrubuna
Ozgli bir bolge olup olmadig arastirilmistir. Bu amacla, hizalanmis diziler tekrar
incelenmis ve sadece G haplogrubuna dahil olan 6rneklerde “A16071G” mutasyonu
(16071.nt olan Adenin yerine Guanin niikleotidinin olmasi) belirlenmistir (Sekil
3.21). Ayrica Naderi ve ark., (2007) tarafindan Tiirkiye, Misir ve iran’da belirlenen
G haplogrubu ornekleri (GenBank kodlar:: EF618535, EF617727, 618084) de

eklenerek mutasyon dogrulanistir.
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Sekil 3.21. G haplogrubuna 6zgii mutasyonun belirlenmesi.

NEBCutter V2.0 (New England Biolabs Inc.) programi kullanilarak, bu
mutasyonun, 5-TCG / CGA-3' bolgesinin varliginda kesim yapan Nrul restriksiyon
enzimi i¢in tanmmma bolgesi oldugu belirlenmistir. Bu sebeple, dis primerlerle
yiikseltgemeyle elde edilen 1002nt’lik D-loop bdlgesinin enzimle kesim sonucunda

691 ve 311 niikleotitlik iki parcaya ayirmasi beklenmektedir (Sekil 3.22).

CCTCACTATCAGCACCCL
A TGA L A TTCTATT TR TATTCCC TGAAC CAC TATTAACCACATC TATTAATATACCCCCALLR
ATATTAAGAGCCTCCCC AGTATTAAATTTAC TARAAATTTCARATATAC AR CACARACTTCCCACTCC
ACAAGCCTACAGACATGCCAAC A CCACACGTATALAAACATCCCAATCC TAACCCAACTTAGATLC
CCLCACAAACGCCARC A CCACAC A ATATTACGTGTATGCALGTACATTACACCGCTCGCCTACACACR
AATACATTTACTAACATCCATATAAC GCGGACATACAGCC TTCATATAGTTTACTGTATATCTACCCT
AL ATATGCAGTAC TAATC CAGC ATAALC GTAATGTATG TACATTACATTTTATGATCTACTTCATG
TGTACGTACATAATATTAATGTALCAGGGACATAGTATGTATATAGTACAT TAAACGATTTTCCACLT
GCATATTAAGTACGTAC ATTAGTATTAATGTAATARGGACATAGTATGTATATTGTACATTAAACGLT
CTTC T AT G A TAT AL G A TGTATAATGC TTC TATC GACAGTACATAGTACATTTTACTGCATATTC
GTACATGGCACATAAAGTCAAATCCATTCCTGCCAACATGCGTATCCCGTCCACTAGLTCE]:?GAGC
TTGTCGACCATGCCGCGTGRAACCAGCALCCCGCTTGGCAGGGATCCCTCTTCTCGCTCCGGGCCCAT
TALCCGTGGGEGTAGC TATTTAATGARC TTTATCAGACATCTGGTTCTTTC TTCAGSGCCATCTCACC
TALAR TG A T TTCCC TC TTAAATAAGAC ATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATSCTC
ACACATAAC TG TG TG TCATGCATTTG G TATTTTTTAATTTTCGGGGATG CTTGGAC TC AGCTATGGC
CGTCTGAGGCCCCGAC COGGAGCATALATTGTAG

Sekil 3.22. G haplogrubuna ait bir dizide mutasyona 6zgii enzim kesim yerinin
gosterilmesi.
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Ayrica yine G haplogrundan orneklerde “15945delT” mutasyonu (15945.nt
olan Timin’in delesyonu) saptanmis ancak yoklugunda ve varliginda haplogruba

0zgii herhangi bir enzim kesim bolgesi olusturmadig belirlenmistir (Sekil 3.23).

T e e TRy AR R Rr e (rvee rree e ey raey rary 2 eirree
15210 15920 15930 155400 5350 15960 15970

oy A AT ETALTAAAGACATAATATGTATATCGTACATTAL AR TCT - COQRCATGCATATAAGCATGTACAATATCC
DLOOp A ATETAATALLGACATALTATETATATCGTACATTALACERTCOT - CCOPCATGCATATAAGCATGETACAATATCC
DLOOPp & ATETAATAAAGACATAATATETATATCGETACATTAAACEHRTCOT COPCATECATATAAGCATETACAATATCCK
HNMEZ4 DLOOPAATGTAATALAGACATAATATGTATATCGTACATTAAACEHRTCOT COYCATGCATATAAGCATGTACAATATCT
ANED14 DLOOP&ATETAATALLGACATAATATGTATATCGTACATTAAACEHRTCT CCOPCATGCATATAAGCATGTACAATATCC
EL3DA DLoop, AATGTAATAAAGACATAATATGTATATCGTACATTAAACERTCT CORCATGCATATAAGCATGTACAATATCT
EFA18535 turldATEraATALGEACATAATATGTATATCETACAT TAAACERTOT CORCATGCATATAAGCATGTACAATATCTY
EFGE17727 Mis AATGTAATAAAGACATAATATGTATATCGTACATTAAACGRTOT CCORCATGCATATALAGIATGETACAATACCTY
EF618084 ira AATGTAATAAAGACATAATATGTATATCGTACATTAAACERTOT CCORCATGCATATALAGIATGETACAATACCTY
Mo 005044,1 AATGTAATAAGEACATAGTATGTATATTGETACATTAAACGRTCOTTCCRCATGCATATALAGIATGETATAATATTTY
EF&18134 aAha AATGTAATAAGEACATAATATGTATATCGTACATTAAACGRTOTTCCRCATGCATATALAGIATGETATAATCCTTY

Sekil 3.23. G haplogrubuna 6zgii "15945delT” mutasyonunun gosterilmesi

3.4.6. Uyumsuzluk Dagilim Analizleri

Filogenetik agaclar incelenerek A haplogrubunda oldugu belirlenen
orneklerin analizi sonucunda elde edilen uyumsuzluk dagilim analizine gore ikili
gruplarin farkhiliinin ortalamasi, k=8,750 olarak bulunmustur. Hem biiylimiis-

kii¢iilmiis populasyon hem de sabit populasyon varsayimlar1 altinda unimodal (tek

tepeli) ¢an egrisi elde edilmistir (Sekil 3.24).

1 s o 1 a2 A haplogrubu
(1) 3 A haplogrubu (2) N plogy
F 0,12 4

Beklenen

- - Gozlenen

f G e 06 EG-00800

0 10 20 30
{keili grup farkhihgn ikili grup farklih

Sekil 3.24. A haplogrubunda oldugu belirlenen 6rneklerin uyumsuzluk dagilim

analizi; (1) biytimiig-kiiciilmiis populasyon ve (2) sabit populasyon varsayimi
altinda.

Irklar arasindaki mutasyonal ge¢misi karsilastrmak amaciyla her bir irk
icinde A haplogrubuna dahil olan 6rnekler i¢in ayr1 ayr1 uyumsuzluk dagilim analizi

yapilmistir (Sekil 3.25).
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Sekil 3.25. Kil, Honamh, Ankara, Norduz ve Kilis irklarindan A haplogrubundan
oldugu belirlenen 6rneklerin uyumsuzluk dagilim analizi; (soldaki egri) biiylimiis-
kiiclilmiis populasyon ve (sagdaki egri) sabit populasyon varsayimlar1 altinda.
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Uyumsuzluk dagilim analizlerinden elde edilen ikili grup farklilig:

ortalamalar1 (k) ve raggedness istatistigi (r) degerleri Cizelge 3.11°de verilmistir.

Cizelge 3.11. incelenen rrklarla ilgili olarak uyumsuzluk dagilim analizi istatistikleri

Irk ad il;irltiagl;g’af:;flzgl Raggedness istatistigi,r
Kil kecisi 9,181 0,0095
Honamh Kegisi 8,793 0,0100
Ankara Kegisi 8,763 0,0065
Norduz kecisi 8,711 0,0092
Kilis kecisi 8,404 0,0075

G haplogrubunda yer alan 6 haplotip i¢in analiz yapildiginda ise multimodal
(cok tepeli) can egrileri elde edilmistir (Sekil 3.26). D haplogrubunda yer alan 1

haplotip i¢in ise analiz yapilmamustir.

Beklenen

0.4+
---g - Giizlenen

20 0
Thili grup farkhbg

Sekil 3.26. G haplogrubunda oldugu belirlenen 6rneklerin uyumsuzluk dagilim
analizi; bliylimiis-kiiclilmiis populasyon varsayimi altinda.
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3.4.7. Notralite Testleri

Incelenen 1rklar igin nétral teorinin test edilmesi amaciyla, elde edilen Fu ve Li’nin
D* testi, Fu ve Li’nin F* testi, Fu'nun Fs testi, Tajima’nin D testi degerleri Cizelge

3.12°de verilmistir.

Cizelge 3.12. Incelenen wrklar i¢in notralite testleri sonuglari.

Irk ada Fu ve Li’nin | Fu ve Li’nin | Fu’nun | Tajima'nin
F* testi D* testi Fs testi D testi
Kil kegisi -1,60208 -1,26395 -44,975 | -1,46930
Honamh Kegisi |-1,78261 -1,63216 -29,266 |-1,25471
Ankara Kegisi | -1,82705 -1,50259 -32,968 |-1,57723*
Norduz kegisi -1,08834 -0,68397 -20,170 |-1,30735
Kilis kegisi -2,41104* -2,11252* -47,991* | -1,85794**

*, P <0.10; **, P <0.05

Irklarm mutasyon birikimlerini gorebilmek i¢in ayr1 ayri1 olusturulan

filogenetik agaglar1 Sekil 3.27°de verilmistir.

NORDUZ KIL HONAMLI
—
_ p=
—

ANKARA

Sekil 3.27. Irklarin K2P ile NJ agaclari.
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3.4.8. Molekiiler Varyans Analizi AMOVA)
Filogenetik aga¢ yardimiyla A haplogrubunda oldugu tesbit edilen Orneklere, dort
farkli deney diizeneginde AMOVA analizi uygulanarak elde edilen sonuglar Cizelge

3.13’de verilmistir.

Cizelge 3.13. AMOVA analizi sonuglari.

Toplam AMOVA Fiksasyon

Test edilen durum Varyasyona K?ltzl:il:;:l indeksi,
Kkatkisi y (®sT, Phist)

1- A haplogrubu, tiim irklardan olusan tek havuz

Gruplar aras1 (Tc7) 0.06391 1,41 0.01411***

Gruplarici  (@sc) 4.46494 98,59

2- A haplogrubu 3 grup

Grupl:HONAMLI+KIL Grup2: ANKARA Grup3:KILIS+NORDUZ
Gruplar aras1 (Tc7) 0.05294 71,15 0.01639***

Gruplarici  (®sc) 0.02147 28,85

3- A haplogrubu 3 grup

Grupl:HONAMLI+KILIS Grup2: KIL+ANKARA Grup3: NORDUZ
Gruplar aras1 (Tc7) 0.03468 51,50 0.01561***

Gruplar ici  (@sc) 0.03615 48,50

4- A haplogrubu 2 grup

Grupl:HONAMLI+KIL+ANKARA Grup2:KILIS+NORDUZ
Gruplar arasi ($cr) 0.05292 62,21 0.01870***

Gruplar ici  (@sc) 0.03215 37,79

Fst analizinde digerlerine oranla birbirine daha yakin olduklar1 belirlenen Kilis
ve Norduz kegilerinin bir grup, ayni cografi bolgeyi paylasan Honamli ve Kil irkinin
bir grup, fenotipik karakterler ve cografik yerlesim olarak digerlerinden ayrilan
Ankara rkiin ayr1 bir grup olarak kabul edildigi 2. deney diizeneginde en yiiksek

gruplar arasi farklilik (®ct) belirlenmistir. Yani incelenen populasyonlar en iyi 2.
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deney diizenegine gore gruplanmiglar ve cografi olarak ayrilma gozlenmistir (Sekil

3.28). Bu sonug wrklar arasi genetik mesafe testleri ile de uyumlu bulunmustur.

Tiim deney diizenekleri i¢in elde edilen Phist degerleri 1000 permiitasyon
uygulanarak test edilmis ve hepsi de yiiksek (Phist>%97) ve istatistiki olarak énemli
(p<0,001)bulunmustur. Bu sonug, populasyonlart olusturan oOrneklerin oldukga
yliksek farklilagsmaya sahip oldugunu gostermis ve wk i¢i niikleotit ve haplotip

cesitliliginin yiiksek olmasi ile uyumlu bulunmustur.
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Sekil 3.28. AMOVA sonuglarina gore en uygun gruplama ve dairesel grafikte
gruplar arasi varyasyonun (mor renkli dilim) ve grup i¢i varyasyonun (sar1 renkli
dilim) gosterimi (Ankara turkuaz, Honamli yesil, Kil pembe, Kilis mavi ve Norduz
turuncu daire ile gosterilmistir).

3.4.9. mtDNA Sitokrom-b Bélgesi Dizi Analizi Sonuclar

MtDNA D-loop bdlgesi analizleri ile belirlenen ve farkli haplogruplar: temsil eden 11
keciye ait Sitokrom-b bolgesi PZR {iriinleri agaroz jel elektroforezde kontrol edilmis

ve elde edilen jel goriintiisii Sekil 3.29°da verilmistir.
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Sekil 3.29. mtDNA Sitokrom-b bdlgesi PZR {irtinlerinin agaroz jel goriintiisii.

PZR fiiriinlerinden elde edilen dizilerle beraber dis grup olarak analize dahil
edilen koyuna ait bir Sitokrom-b bélgesi dizisi kullanilarak olusturulan NJ agaci ise
Sekil 3.30°da verilmistir.

G haplogrup

==

D haplogrup

D
80
5q A haplogrup
D

hvis aries

Sekil 3.30. Sitokrom-b dizilerine ait NJ agaci.

Elde edilen NJ agacinda her bir haplogrup yiiksek bootstrap degeriyle
dallanma gostermistir. D-loop bdlgesi analizleri ile de uyumlu olarak haplogruplarin
kendilerine 6zgii Sitokrom-b geni tasidiklar1 goriilmiistiir. Ayrica Sitokrom-b gen
bolgesi ile ilgili olarak Maximum Composite Likelihood metodu altinda haplogruplar
ve disgrup (Ovis aries) arasi elde edilen genetik uzaklik mesafeleri ve standart
sapmalar Cizelge 3.14°de; mesafelere gore olusturulan filogenetik agac ise Sekil

3.31°de verilmistir.
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Cizelge 3.14. Sitokrom-b gen bolgesi genetik uzaklik mesafeleri (sol alt kose) ve
standart sapmalari (sag iist kose).

G haplogrubu +0,00151 +0,00185 +0,01913
A haplogrubu | 0,00196 +0,00109 +0,01881
D haplogrubu | 0,00229 0,00123 +0,01960
Ovis aries 0,03601 0,03577 0,03688
— G haplo
Dis grup
€ivis aries
A haple

O haplo
0.m

Sekil 3.31. Sitokrom-b gen bdlgesi genetik uzaklik mesafelerinin NJ agaci ile
Phylogram tarzda gosterimi.

3.4.10. Molekiiler Saat Analizleri ve En Yakin Ortak Ata Zamani (The Time To
The Most Recent Common Ancestor, TMRCA)

Sitokrom-b  bolgesi ortak ata zamani hesaplanmasi i¢in Minimum
Evolutionary ve NJ agaglar1 olusturuldugunda her iki agagtan da ayn1 topoloji elde
edildigi goriilmiistiir. Agaclarda molekiiler saat kalibrasyonu yapmak amaciyla
Denklem 1.8’de koyun ve kegi farklilagma zamani t=3.000.000 y1l kabul edilerek

mutasyon orani hesaplanmig ve u=0.000000003601 olarak bulunmustur. Buna gore
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tiim haplogruplarin ortak ata zamani ile ilgili olarak 168.000 degeri elde edilmistir
(Sekil 3.32).

® ANKD14
35.000 YO
\ & HNMES4
741 @ KLEDE 5 halo
168.000 YO & HNME29
N |, | ® FmD22
& HHuMEZE
102.000 YO KLSD? 70 haplo
\ A NORE143
21.000 YO | g & KLSETS
A haplo
5 | A& ANKET
A KILE37

& ¥56284 O.aries

2000000 1000000 ]
1 1 |
0.015 oo 0.005 0.000

Sekil 3.32. Sitokrom-b bolgesi NJ agaci ve ortak ata zamanlarinin gosterimi.
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4. TARTISMA

4.1. DNA Dizi Analizi Sonuclan

Bu aragtirmada mtDNA D-loop bdlgesi ile ilgili olarak iki bireyde tespit edilen
77nt’lik duplikasyon insersiyonu (tekrarlama mutasyonu) dikkat c¢ekicidir. Bu
bireylerin ikisi de A haplogrubunda yer almaktadir ve bunlardan birisi olan Haplotip
7 bir Honamli kegisinde (Hnm D7) ve Haplotip 120 ise bir Kilis kegisinde (Kls E11)
belirlenmis, her iki tekrar bolgesi karsilastirildiginda farkl niikleotitlerde mutasyon
oldugu saptanmistir. Bu bulgu, Naderi ve ark. (2007)’nin bildirdigi bulgularla (1540
haplotip icerisinde 4 haplotipte, aym: niikleotit bolgesinde 76nt’lik duplikasyon
insersiyonu) benzerdir. Naderi ve ark. (2007)’nin bildirdigi Iran kegilerine ait
EF618002 GenBank kodlu dizi, Hindistan kegilerine ait AJ317857 GenBank kodlu
dizi ve Fas kecilerine ait AJ317786 GenBank kodlu dizi bu arastirmada oldugu gibi
A haplogrubunda yer almaktadir. Diger bir dizi ise Malezya kegilerine ait EF618231
GenBank kodlu dizidir ve B1 altgrubu igerisinde yer almaktadir. Naderi ve ark.
(2007) tarafindan bildirilen diziler incelendiginde bu dizilerde de 76nt olmadig1 77nt
tekrar1 oldugu goriilmektedir. Ayrica, Sultana ve ark. (2004) Pakistan yerli kegi
rklarinda A haplogrubunda yer alan bir dizide, Pereira ve ark. (2005) Portekiz yerli
keci wklarinda A haplogrubunda yer alan iki dizide de 77nt’lik duplikasyon
insersiyonu bildirmislerdir. Farkli irklara ve haplogruplara ait bireylerde goriilen bu

mutasyonun ge¢miste farkli zamanlarda sekillenmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Cesitli ¢alismalarda koyun (Hiendleder ve ark., 1998), ceylan, (Sorokin ve
ark., 2005), balik, siirlingen, kus, domuz ve maymun gibi farkl tiirlerin mtDNA D-
loop bolgesinde buna benzer rastgele niikleotit tekrarlarinm goriildiigi bildirilmistir
(Fumagalli ve ark., 1996). Ozellikle D-loop kontrol bdlgesinde belirlenen bu
mutasyonun sebebinin polimeraz aktivitesinin kesintiye ugradigi bdlgelerde
sekillenen yanlis eslesmelere bagli kaymalar sonucunda oldugu diisiiniilmektedir

(Fumagalli ve ark., 1996).
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4.2. Niikleotit ve Haplotip Cesitliligi Sonug¢lar

Evciltme bolgelerindeki genetik cesitliligin derecesini belirleyen kriterlerden ikisi
niikleotit ve haplotip ¢esitliligidir. Seleksiyon ve izolasyon etkilerinin olmadigi
durumlarda evciltme bolgesinden uzaklasildik¢a, gen havuzundan gotiiriilen
gruplarm  smirli  sayida genotip tagimasi nedeniyle, c¢esitliligin azalmasi
beklenmektedir (Loftus ve ark., 1999; MacHugh ve Bradley, 2001; Troy ve ark.,
2001; Bruford ve ark., 2003; Groeneveld ve ark., 2010). Bu nedenle mtDNA
calismalarinda niikleotit ve haplotip ¢esitligi degerlerinin karsilastirilmas: 6nem
tagimaktadir. Bu arastirmada da elde edilen ¢esitlilik degerleri diinya ke¢i wrklariyla
karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Cesitli caligmalara ait ik ve 6rneklem sayilari,

niikleotit ve haplotip ¢esitligi degerleri gibi veriler Ek-4’de verilmistir.

Calisma kapsaminda incelenen irklar arasinda niikleotit ¢esitliligi birbirlerine
yakin degerlerde hesaplanmakla beraber en yiiksek deger Honamli kegilerinde
(%2,33) belirlenmistir. Onu %2,05 degeriyle Kilis, %2,03 degeriyle Kil ve Ankara
keci wrklar1 izlemektedir. Norduz keci ki ise %1,92 degeriyle digerlerine oranla
olduk¢a diisiik bir niikleotit cesitliligine sahiptir. Tek baz diizeyinde polimorfik
bolgeler (mutasyonlar) incelendiginde 86 mutasyonla, parsimonik bilgi verici
bolgelerde de 48 mutasyonla Kilis kegileri dikkat ¢ekmektedir (Cizelge 3.1). Bu
sonug haplotip ¢esitliligi ile de uyumlu bulunmustur. Haplotip ¢esitliliginde Kilis
0,998 degeriyle ilk siradayken, onu 0,996 degeriyle Kil, 0,993 degerleriyle Ankara
ve Honamli ke¢i ki izlemektedir. Norduz kegi ki haplotip cesitligi acisindan
(0,983) ve polimorfik bolge agisindan da yine en az ¢esitlige sahip olan rk olarak
one ¢ikmaktadir. Bes ik i¢in de bu degerler bir¢cok ke¢i ki ortalamasmin {izerinde
kalmaktadir (Joshi ve ark., 2004; Chen ve ark., 2005; Pereira ve ark., 2005; Liu ve
ark., 2006; Sardina ve ark., 2006; Amills ve ark., 2009; Royo ve ark., 2009; Wu ve
ark., 2009).

Elde edilen bu degerlerin diinya irklariyla karsilastirilmas1 amaciyla literatiir
incelendiginde kecilerde mtDNA c¢esitliligi ile ilgili yapilan ¢aligmalar agisindan Cin

On siralarda yer almaktadir. Bununla birlikte Cin kaynakli ¢alismalarin ¢ogunda ortak
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nokta, Orneklem koordinatlarinin net olmamasi ve wklar1 temsil eden Ornek
sayllarinimn genelde ¢ok diisiik (5-15 araliginda) olmasidir. Ornegin, Liu ve ark.
(2006) dokuz ayr1 keg¢i ikini incelemisler (n=13 — 15/ her bir 1rk) ve niikleotit
cesitliligini %0,7 ile %1,9 arahiginda, haplotip c¢esitliligini ise 0,9333-1,000
araliginda bulmuslardir. Wu ve ark. (2009) her biri ortalama 11 6rnekle temsil edilen
12 ayr1 wrkta niikleotit ¢esitliligini %1,9 ile %3,6 araliginda, haplotip ¢esitliligini ise
0,9111-0,9872 araliginda bulmuslar, ancak bu wrklardan bazilarin1 da kapsayan
ortalama 15 hayvanin kullanildig1 baska bir ¢alismada ise daha diisiik haplotip ve
niikleotit ¢esitliligi bildirilmistir (Chen ve ark., 2005) (Ek 4). Diinya keci wrklar1 ile
ilgili olarak, incelenen rk ¢esitliligi agisindan en kapsamli analizler Naderi ve ark.
(2007)’na aittir. Daha ¢ok yeni haplogrup belirlenmesi ve haplogruplarin tarihinin
bulunmasma yonelik bilgileri igeren bir ¢alisma oldugu i¢in niikleotit c¢esitliligi
verilmemis, haplotip ¢esitliliginin ise Avrupa’nin kuzeyine dogru gidildik¢e azalma
egilimi gosterdigi ve Orta Dogu, Asya ve Afrika iilkelerinde en yliksek diizeylerde
bulundugu rapor edilmistir. Anilan bu calismada, her ne kadar c¢ok sayida 1rk
incelenmis olsa da, bazi wrklar sadece 1 oOrnekle temsil edilmis ve bulunan 1
haplotipin %100 haplotip cesitliligi seklinde degerlendirilmis olmasi sonuglarin
karsilagtirilmasinda giigliik yaratmaktadir. Biitiin bu literatiir verileri, ¢esitliligin
hesaplanmas1 iizerinde, O0rneklem metodu ve sayisinin onemli oldugunu ve bu
calismadan elde edilen degerlerin karsilastirilabilecegi ¢cok az sayida calisma

oldugunu gostermektedir.

Arastirmada ele alinan keci wklarmin cesitlilik degerlerini Avrupa irklari ile
karsilastirmada kullanilabilecek az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan birisi
Sardina ve ark. (2006) tarafindan Sicilya yerli ke¢i irklarinda yapilmistir. Toplam 67
ornegin analiz edildigi bu ¢aligmada Sicilya’ya 6zgii ti¢ yerli kegci ki incelenmis ve
niikleotit ¢esitliligi %0,9 ile %2,4 araliginda, haplotip ¢esitliligi ise 0,806 ile 0,963
araliginda bulummustur. Ayrica sadece 33 haplotip (%49) belirlenmis ve ¢esitliligin
diisiik olmas1 bu wrklardan hayvanlarm sayilarmm giderek azalmasina baglanmustir.
Bir diger ¢calisma ise Pereira ve ark. (2005) tarafindan Portekiz yerli kegilerinde
yapilan ¢aligmadir ve 288 bas ke¢i incelenerek 164 haplotip belirlenmis (%57),
ortalama haplotip cesitliligi ise 0,977 olarak bulunmustur. Afrika keci wrklari ile ilgili
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olarak ise Royo ve ark. (2009), Bat1 Afrika kec¢i wrklarimi ortalama 14’er 6rnekle
incelemigler ve niikleotit ¢esitliligini %1 ile %3,3 arasinda, haplotip ¢esitliligini ise
ortalama 0,748 bulmuslardir. Ayrica incelenen 111 6rnek icin bireye 6zgii haplotip
sayist ise sadece 65 (%59) bulunmustur. Sunulan ¢alismada ise her rk i¢in miimkiin
oldugunca farkli bolgelerden ve akraba olmayan siiriilerden segilen en az 49 bas keci
incelenmistir ve irklarin yeterince temsil edildigi diistiniilmektedir. Buna bagli olarak
elde edilen haplotip ve niikleotit ¢esitlilik sonuglari, yukarida 6zetlenen ve fazla
ornekle (n>49) analiz edilen keg¢i wrklar1 ile karsilastirildiginda yiiksek kalmaktadir.
Ayrica bu calismada yapilan dizi analizleri sonrasinda 252 ornekte 208 haplotip
(%82) belirlenmistir. Bu sonug, hemen hemen her 6rnegin kendine 6zgii bir mtDNA
tasidigin1 gostermekte ve yliksek bir polimorfizme isaret etmektedir. Bu sonuglar
Tirkiye’nin 6zellikle de Kilis kec¢i wkinin yetistirilmekte oldugu Giliney Dogu
Anadolu bolgesinin ke¢i evciltmesinde anahtar konumda olabilecegini destekler

niteliktedir.

Calisma sonucunda elde edilen haplotipler ve hangi wklarda goriildiikleri
incelendiginde %84 6zgilin haplotip degeriyle yine Kilis keci irki1 6ne ¢ikmaktadir
(Cizelge 3.4). Ciinkii 51 bas kegiden 43’1 kendine 6zgili bir mitokondri DNA’s1 yani
haplotipi tasimakta ve bir haplotipi (H104) Kil keg¢i wrkiyla, bir haplotipi de (H99)
Norduz kegci rkiyla paylasmaktadir. Bu durum, 6zellikle Verimli Hilal topraklarinin
merkezinde yetistirilen bir keci 1rk1 igin beklenen bir sonugtur. Ozgiin haplotip sayisi
yiiksek diger bir kec¢i k1 olan Kil kegilerinde, Norduz kecisi hari¢ diger wrklarla
ortak paylasilan bir¢ok haplotip belirlenmistir. Bu sonug¢ bu wklarm ge¢misinde Kil
kecisi ile melezlemeler oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir. Bununla beraber, Kil
keci ki ile kendine 6zgii bir fenotipe sahip olan Norduz ke¢i irkinin farkli maternal
hatlara sahip oldugunu gdstermesi agisindan da onemlidir. Ozgiin haplotip sayilar1
%67-68 civarinda hesaplanan Ankara ve Honaml kegileri i¢in ise yine dar bir
cografik alanda yetistiriliyor olmalarinin ve yakin akrabali yetistirme yapilmasinin,
ozgiin haplotip sayisinda azalmaya etkisi oldugu tahmin edilmektedir. Ozgiin
haplotip sayis1 en az olan 1rk ise ¢esitlilik sonuglariyla uyumlu olacak sekilde %57
degeriyle Norduz kegisidir. Norduz kegilerinde dikkati ¢eken bir diger nokta da
haplotip paylasimin hep ik i¢inde olmasi, sadece bir haplotipin (H99) bir Kilis
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kecisiyle paylasilmasidir. Bu sonug, incelenen wrklar arasinda bir 6rnekligin en fazla
Norduz ke¢i rkinda oldugunu goéstermekte ve oldukga dar bir alanda yetistiriciligi
yapilan, sayilar1 giderek azalan Norduz kegileri igin haplotip kaybmni isaret
etmektedir. Bu sonuglara gore; incelenen iklarda haplotip ve niikleotit cesitligi
degerleri ve 0zgiin haplotip sayisina gore 6zellikle Norduz, Ankara ve Honamli kegi
rklar1 i¢in koruma siiriilerinin olusturulmasi gerekmektedir. Ancak koruma siiriisiine
yapilacak secimlerde farkli haplotiplerin muhafaza edilerek, gelecek kusaklara hi¢bir

genetik bilginin kaybolmadan aktarilmasina katki saglanabilecektir.

4.3. Niikleotit Yer Degisimi Oranlar

Loftus ve ark. (1994) tarafindan sigirlarda mtDNA i¢in 60:1 olarak hesaplanan
transisyon/transversiyon egilimi (bias), bu c¢alismada incelenen kegi wklar1 igin
R=~ 64:1 hesaplanmig Ve transisyon oraninin transversiyon oranindan yiiksek oldugu
ortaya konulmustur. Evrensel olarak genomik DNA i¢in 2:1 olan R degeri, mtDNA
kontrol bolgesi i¢in daima daha yiiksek hesaplanmaktadir (Horai ve Hayasaka, 1990;
Daniel ve ark.,1996). Bunun sebebi, bu bolgenin protein kodlamamasi ve olusan yeni
mutasyonun pozitif veya negatif secilime takilmadan sonraki nesillere aktarilmasidir.
Avrupa, Asya ve Afrika’dan 88 kegi irkinda (Luikart ve ark., 2001) ortalama R=17:1,
Cin yerli kegi klarinda (Chen ve ark., 2005) ise R=36,46:1 hesaplanan R degerinin,
sunulan tez c¢alismasinda oldukga yiiksek ¢ikmasi (R=~ 64:1) mutasyonlarin
birikimini gdstermesi agisindan onemlidir. Bu tiir yiiksek R degerleri, ¢alismada
kullanillan ke¢i wrklarmin cesitlilige sahip, eski populasyonlar olduklarini ifade

etmektedir (Luikart ve ark., 2001).
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4.4, Irklar aras1 Genetik Mesafe Sonuclar

Bu aragtirmada incelenen wrklarin genetik yakinliginin ortaya konulmasinda farkl ti¢
yontem (Nei’nin D, ve Dyy, Wright’in Fst istatistigi) kullanilmis ve filogenetik agag
olusturularak gorsel hale getirilmistir. Kullanilan biitiin yontemler benzer sonuglar
verirken, 0zellikle Wright’in Fsr istatistigi ve Nei’nin Dyy metodu gorsel olarak daha
aciklayici olmustur. Buna gore Norduz tiim ke¢i irklarindan farklilagirken, Honamli,
Kil ve Ankara kegileri arasindaki fark istatistiki olarak onemsizdir. Boylece ii¢ irkin
anasal kokeninin ortak oldugu anlasiimaktadir. Ozellikle Kil ve Honamli kegileri
fenotip ve orneklem yerleri g6z Oniine alindiginda her iki rk arasinda daha fazla
melezleme yapilmis olabilecegi soylenebilir. Kil kecisi ile Honamli kegisinin genetik
olarak yakm bulunmasi, 6rneklem kriterlerine iyi uyuldugu halde dar bir alanda
ornekleme yapilmasi ile izah edilebilir. Anasal kokenleri ortak ¢ikmasina ragmen
filogenetik agacta Ankara kecisinin bu irklardan farkli oldugu goriilmektedir. Bunun
da sebebi, Ankara kecisinin baba hattinin farkli olmasi ile agiklanabilir. Ozellikle Y
kromozomuna bagh kalitim gdsteren boynuz yapisindaki farklilik da bu durumu

destekler niteliktedir.

Incelenen wklara ait Fst ve onemlilik degerleri incelendiginde; Norduz ki,
Kil ve Honamli irklar1 ile orta diizeyde (p <0,001), Ankara kegisi ile (p <0,01) ve
Kilis kegisi ile (p <0,05) disiik diizeyde farklilasmaktadir. Kilis kegisi ile Honaml1
kegisi arasindaki genetik uzaklik diisiik diizeyde (p <0,01) bulunmustur. Bu bulgular,
Ozellikle Norduz kecisinin farkli ana hattina sahip olabilecegini ve diger 4 wk
arasinda da melezlemelerle genotip karigimi oldugunu diisiindiirmektedir.
Anadolu’nun tarihin pek c¢ok doneminde c¢esitli goclere maruz kaldigi

diisiiniildiigiinde bu beklenen bir durumdur.

Elde edilen wklar aras1 genetik mesafe sonuglari, Porter, (1996) tarafindan
one stiriilen; Kilis kegilerinin olusmasinda ana hatt1 olarak Kil kegilerinin, baba hatt1
olarak da Halep kegilerinin etkisinin oldugu varsayimina uyum gostermemektedir.
Bu varsayima gore, Kilis kegileri ile Kil kegilerinin ayn1 ana hattina sahip olmasi ve

dolayisiyla benzer olmalar1 beklenirken, sadece bir haplotip bakimindan ortak
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olmalar1 ve filogenetik agagta ayrilmalar1 bu varsayimm aksine genetik
yakinliklarinin  diisiik diizeyde oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, Porter
(1996)’1n tezinin aksine; melezlemede Kil kegilerinin erkekleri ile Halep kegilerinin
disileri kullanilmis olabilir. Y kromozomu ve mtDNA topolojileri farkli ge¢cmis
hikayeleri ortaya koyabildigi i¢in, bu hususun aydimnlatilmasinda Y kromozomu
analizleri yapilarak sonuclarin birlikte degerlendirilmesi Onem tasimaktadir.

(Pidancier ve ark., 2006).

Bu caligmada, incelenen keg¢i irklarindan elde edilen diziler, farkli yabani
kecilerle de karsilastirilmis ve genetik mesafelere gore olusturulan aga¢ yardimiyla
Takada ve ark. (1997) ile benzer sekilde Capra aegagrus’un genetik olarak en yakin
tir oldugu ve evciltmede ana hatt1 olarak kullanildig1 gorsel olarak da ortaya
Konulmustur. Batu (1951) ve Akgapimnar (1994) tarafindan evcil keg¢inin atalarindan
birisi oldugu bildirilen ve yiizyillarca 6nce yok oldugu bilinen Capra prisca’ya ait D-

loop bdlgesi dizilimine ulasilamadigindan degerlendirmeye alinamamistir.

4.5. Mantel Test Analizi Sonuclar:

Diinya keci rklarinda yapilan mtDNA c¢alismalarinda az asayida Mantel analizi
uygulanmistir. Buna gore, Cin (Chen ve ark., 2005), Portekiz (Pereira ve ark., 2005),
Gliney ve Orta Amerika (Amills ve ark., 2009), Bat1 Afrika (Royo ve ark., 2009) keci
wrklarinda cografik uzakliklarla genetik uzaklik arasinda herhangi bir baginti
belirlenemezken, Hindistan keg¢i irklarida (Joshi ve ark., 2004) diisiik de olsa pozitif

bir bagint1 tanimlanmastir.

Iki farkli degisken arasmda bagint1 yonii ve diizeyini dlgmede kullanilan
Mantel teste gore; sunulan ¢alismada incelenen kegilerin 1rk diizeyinde Fsr ve
cografik uzakliklar1 arasindaki regresyon (r) degeri 0,751569 (p<0,005) olarak
hesaplanmigtir. Bu bulgu, genetik ve cografik uzakliklar arasinda pozitif ve yiiksek
bir bagint1 oldugu anlamma gelmektedir. Caliymada incelenen keci wrklar1 arasinda

cografik uzaklik arttik¢a, genetik uzakliklar1 da artmistir.
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Tiim 6rnekler i¢in enlem—boylam koordinatlar1 kullanilarak AIS programu ile
yapilan Mantel test Sonuglarina gore ise genetik ve cografik uzakliklar arasinda bir
iliski bulunamamistir. Sadece Honamli ve Norduz kegilerinden birkag¢ bireyin hem
cografik hem de genetik olarak uzak goriilmesi, rk bazinda anlamli ¢ikan mantel
testine en biiyilik katkinin bu iki rktan kaynaklandig1 seklinde degerlendirilmistir. Bu
sonu¢ Luikart ve ark. (2001) tarafindan kegilerin diger tiirlere oranla bolgeler arasi
goclerden daha fazla etkilendigi ve yogun gen aksina maruz kaldigi varsayimini

destekler niteliktedir.

4.6. Filogenetik Aga¢ ve Haplogrup Dagilimlar

Irklar arasi filogenetik iliskinin ve haplogrup dagiliminin en dogru sekilde ortaya
konulabilmesi i¢in farkl niikleotit degisim modelleri (GTR, K2P) altinda, farkl agag
olusturma metotlar1 (NJ, ML, Median Joining network ve Minimum evolution)
kullanilarak elde edilen sonuglarin ortak noktasi bireysel mantel testle uyumlu olacak
sekilde oOrneklerin olduk¢a i¢ ice gecmis olmasi ve wka Ozgii bir dagilim
bulunmamasidir. Haplogruplarin belirlenmesinde; Naderi ve ark. (2007) tarafindan
onerilen referans diziler kullanilmistir. Buna gore, 4 Honamli, 1 Ankara ve 1 bas da
Kilis kegisi olmak tizere 6 bas kegide Verimli Hilal topraklarina 6zgii G haplogrubu,
1 bas Kilis kegisinde Asya kitasina 6zgli D haplogrubu ve geriye kalan 245 bas
kecide ise tiim diinyada yaygin olarak bulunan ve en eski haplogrup oldugu
diisiiniilen A haplogrubu belirlenmistir. Mevcut literatiirde D haplogrubunun; Cin,
Hindistan, Pakistan, Kirgizistan ve Avusturya’da, G haplogrubunun ise Iran,
Tiirkiye, Suudi Arabistan ve Misir’da belirlendigi bildirilmistir. (Sultana ve ark.,
2003; Joshi ve ark., 2004; Naderi ve ark., 2007). Bununla birlikte, Azerbaycan,
Mogolistan, Malezya, Pakistan, Hindistan ve Cin gibi Asya iilkeleri ile Yunanistan
ve Kuzey Afrika’da saptanan B haplogrubu ve Cin, Mogolistan, Slovenya, Isvicre,
Fransa, Portekiz ve Ispanya’da saptanan C haplogrubu bu tez ¢alismasinda incelenen
5 wkta belirlenmemistir. Ozellikle Luikart ve ark. (2001) tarafindan geng¢ bir
haplogrup oldugu iddia edilen C haplogrubunun Tiirkiye’de belirlenmemesi; bununla

birlikte kavimler gdciiniin ilerleyisine paralel bir sekilde Orta Asya’dan Avrupa’nin
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batisina dogru bir hatta gozlenmesi bu haplogrubun yayilimmin, M.S. 4 yiizyillarda
kavimler goc¢li yoluyla olabilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 4.1). Cin
hiikiimdarliginin egemenligi altindan ¢ikmak isteyen Hunlarm, biiylik olasilikla
Hazar ve Karadeniz’in kuzeyinden, Kuzey ve Gliney Avrupa’ya, oradan da Kuzey
Afrika’ya kadar bir go¢ hareketine (Anonim, 2007) ve dolayisiyla bir gen akimina
neden olduklar1 disiiniilmektedir. Ayni1 donemlerde, Bizans imparatorlugu hareketin
daha giineyden olmasmi engelleyerek Anadolu’ya gen akisini da engelleyici bir

gorev gérmiis olabilir.
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Sekil 4.1. Kavimler go¢iiniin izledigi hat (Anonim, 2007).

Ankara kegisinin tarihi ve Orta Asya’dan geldikleri goriisii diisiintildiiglinde B
ve C haplogruplarinin belirlenmemis olmasi ilging bir veri olarak 6ne ¢ikmaktadir.
(Akcapmar, 1994). Ancak genellikle Asya’daki ke¢i wklarinda saptanan bu
haplogruplar, sunulan ¢aligmada ele alinan Ankara kecilerinde belirlenememistir. Bu
durum i¢in iki varsayim One siiriilebilir. Bu varsayimlardan birincisi, bu
haplogruplarin populasyona katilis zamaninin, Ankara kecilerinin atalarmin Orta
Asya’dan Anadolu’ya go¢ilinden sonra olmasi, yani B ve C haplogruplarinin Ankara
kecilerine hi¢ karismadigidir. Ikinci varsayim ise Orta Asya’da yetistirilmekte olan

Ankara kegilerinin atalarinda, Anadolu’ya getirildikten sonra B ve C haplogruplar1
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kaybolmus olabilir. Ankara kegisinin ger¢ek kimliginin Ankara bolge sartlarinda
olustugu bilinmektedir. Bu etki ve seleksiyon ¢aligmalar1 altinda haplogruplar yok
olmus ve hatta bu haplogruplarin kaybolmasi ile de irk 6zellikleri kazanilmis olabilir.
Luikart’m C haplogrubunun evcil ke¢i populasyonuna katilis tarihi olarak
hesapladig1 tarih (2000Y.0.) ve B haplogrubunun evcil kegi populasyonuna katilis
tarihi olarak hesapladig1 tarih (6000Y.0.) diisiiniildiigiinde bu varsayimlardan ilki
daha olas1 goriinmektedir. Ciinkii Akgapmar (1994) Ankara kegisinin M.O. 3—4 binli
yillarda Stimerler tarafindan yetistirildigine dair goriisler oldugunu, Cig (2008) ise
Stimerlerin Orta Asya’dan go¢ eden bir topluluk oldugunu belirtmistir (Sekil 4.2).
Her iki bilgi ve haplogruplarin populasyona olas1 katilig zamanlar1 disiiniildiigiinde,
Ankara kecisinin atalar1 Anadolu’ya getirildikten sonra, yaban kecilerinin Orta
Asya’daki evcil kegilerle birlestirilmesiyle B ve C haplogruplarinin o bdlgedeki evcil
keci populasyonuna karistig1 disiiniilebilir. Dolayisiyla, Ankara kecilerinde bu
haplogruplara rastlanmamasi sasirtict bir bulgu olmamakla birlikte, ileride yapilacak
calismalarda Orta Asya’da yetistirilmekte olan keg¢i wrklar1 ile Ankara kegisi mtDNA
dizilerinin karsilastirilmasiyla bu hususun aydinlatilmasi i¢in gerekli bilgiler elde

edilebilecektir.

Sekil 4.2. i¢inde kecinin de resmedildigi Siimerlere ait bir tas tablet (Anonim, 2010).

Filogenetik agactan elde edilen bir diger 6nemli sonug ise; D haplogrubunda

oldugu belirlenen bir Kilis kegisi (Kls D7) EF989426 GenBank kodlu Capra
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aegagrus ile; A haplogrubundan bir Kilis kegisi (Kls 23) ve bir Kil kegisi (Kil E52)
ise EF989136 GenBank kodlu Capra aegagrus ile ayn1 dalda yer almasidir. Elde

edilen bu sonugla “Bezoar (Capra aegagrus) evcil keginin atalarmdandir” varsayimi

desteklenmistir (Batu, 1951; Ak¢apnar, 1994; Takada ve ark., 1997).

Haplotiplere gore olusturulan network incelendiginde ise Luikart ve ark.
(2001) ile uyumlu olarak A haplogrubunda tipik “yildiz goriiniimii” elde edilmistir.
Bu evciltmede kullanilan ilk haplogrup oldugu anlamina gelmekte ancak “en eski
haplogrup” oldugu yoniinde yorum yapilamamaktadwr. Ciinkii G veya D
haplogruplar1 daha eski haplogruplar olabilir ancak, “¢oklu maternal orjin” hipotezini
destekler sekilde evcil keg¢i populasyonuna katilis zamanlar1 daha yeni ve sadece bazi

bolgelerle sinirli kalmis olabilir.

4.7. G haplogrubuna Ozgii Enzim Kesim Bolgesi Belirlenmesi

Sunulan tez ¢alismasi ile G haplogrubunun belirlenmesinde PZR-RFLP yontemini

temel alan yeni bir analiz gelistirilmistir. Bu metot, D-loop bolgesinde sadece G

haplogruplu o6rneklere 6zgii “Al16071G” mutasyonu nedeniyle olusan 5-TCG /

CGA-3' diziliminin varliginin belirlenmesini dayanmakta ve;

- Dis primerler kullanilarak D-loop bolgesinde 1002nt’lik bir boliimiiniin
yiikseltgenmesini;

- Elde edilen yiikseltgenme {irtiniintin Nrul restriksiyon enzimi kullanilarak

kesilerek 691 ve 311 niikleotitlik iki par¢aya ayrilmasini kapsamaktadir.

Onerilen metot GenBank’ta kayitli olan referans dizilerle kontrol edilmis
daha sonra uygulama yapilarak da dogrulanmasi planlanmistir. Literatiirde kegcilerde
mtDNA haplogrup tayini ag¢isindan PZR-RFLP’ye dayali bir analiz daha
bulunmaktadir. Sultana ve ark. (2003) tarafindan yaymlanan bu metoda gore A, B, C

ve D haplogruplar1 iki farkli enzimle kesilerek ayrilmaktadir.
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4.8. Populasyonlarin Ge¢misi

Incelenen wklar icin populasyon geg¢misini arastrmak amaciyla haplogrup
bazinda gruplama yapilarak uyumsuzluk dagilim analizi ve wklar bazinda da nétralite
testleri yapilmigtir. A haplogrubu i¢in uyumsuzluk dagilim analizine gore ikili
gruplarin ortalamasi, k=8,750 olarak bulunmus ve hem biliylimis-kiigiilmiis
populasyon hem de sabit populasyon varsayimlar1 altinda unimodal (tek tepeli) can
egrisi elde edilmistir. Bu A haplogrubu i¢in 8 mutasyonal iinite dnce bir populasyon
biiylimesine isaret etmektedir. Her 1rk icin A haplogrubuna dahil olan 6rnekler analiz
edildiginde benzer sekilde tiim wrklar i¢in ayni1 zaman diliminde populasyon degisimi
yasandig1 goriilmekte ve bu diisik raggedness istatistikleri (r<0,03) ile de
dogrulanmaktadir. Ancak Kil ve Norduz kegilerinde ikili gruplarn grafigi
multimodal goriinmekte ve bu uzun bir stiredir sabit populasyon biiyiikliigii anlamina

gelmektedir.

Notralite testlerinin yorumlanmasi ise Depaulis ve arkadaslarmin (2003)
onerileri dogrultusunda yapilmistir. Buna gore; negatif deger alan Fu ve Li’nin D*,
Fu ve Li'nin F* degerleri yiiksek miktarda ender haplotip gozlendigini ve
populasyon genislemesi ya da arka plan secilimini igsaret etmektedir. Negatif deger
alan Fu’nun Fs degeri ise yiiksek miktarda yeni ortaya ¢ikan haplotiplerin oldugunu
ve populasyon genislemesini ya da beraberinde gotiirmeyi ifade etmektedir. Pozitif
Tajima’nin D degeri ise ndtral terori hipotezinin gegerli oldugunu ve pozitif veya

negatif herhangi bir se¢ilim olmadigin1 gdsterir.

Bu baglamda, Kilis kegi irkinda belirlenen negatif ve istatistiki olarak anlamli
Tajima’nin D degeri ve wrkin sahip oldugu yiiksek haplotip ¢esitliligi; gegmiste yeni
mutasyonlarin eklenmesi ile populasyon genislemesinin etkilerini isaret etmektedir.
Yine sadece Kilis ke¢i irkinda istatistiki olarak 6énemli bulunan Fu ve Li’nin D* ve
F* test degerleri, populasyonda ¢ok sayida nadir bulunan haplotiplerin bulunduguna
ve populasyon genislemesine isaret etmektedir (Depaulis ve ark., 2003). Ayni
zamanda populasyon genislemesinin test edilmesinde en giiclii istatistiklerden birisi

olarak kabul edilen Fu’nun Fs test istatistigi yiiksek negatif degerler aldiginda
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genislemeyle uyumlu olarak populasyonda diisiik frekansli varyantlarin artigini
yansitmaktadir (Naderi ve ark., 2008; Depaulis ve ark., 2003). Norduz kegisi harig
incelenen rklarda yiiksek negatif Fs degeri gecmiste oldukca fazla varyantin hizli bir
sekilde populasyona dahil oldugunu gostermektedir (Ramos-Onsins ve Rozas, 2002;
Wu ve ark., 2009). Bu duruma populasyonlarin lokal olarak birbirleriyle
melezlenmelerinin ve bazi karakterler yoniinden seleksiyonun biiyiik etkisi oldugu

diistiniilmektedir.

Ayrica Sekil 3.27°de verilen wklarm filogenetik agaglari incelendiginde de
uyumsuzluk dagilim analiziyle uyumlu sekilde ge¢cmiste populasyon biiylimesi
yasandig1, Ozellikle Kilis, Honamli ve Ankara irklarmin seg¢ilime ugrayarak bazi
dallarda daha fazla cesitlendigi, baz1 dallarda ise darbogaza ugradigi gorilmiistiir.
Kil ve Norduz keci irklarmin ise uzun siiredir sabit populasyon seklinde seyrettigi
belirlenmistir. Bu sonuglar 6zellikle tiftik yoniinden yetistiriciligi yapilan Ankara, siit
yoniinden yetistiriciligi yapilan Kilis ve agirlikli olarak siit yoniinden yetistiriciligi
yapilan Honamli keg¢i irklarinin populasyon gegmisini yansitmasi agisindan onemli

bulunmaktadir.

Ancak populasyon ge¢cmisi hakkinda daha kapsamli yorum yapilabilmesi i¢in
mtDNA flizerinde daha farkli bolgelerin de incelenmesi ve Y kromozomu bilgilerinin
g6z Oniine almarak birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir (Pidancier ve ark., 2006;
Pereira ve ark, 2009;) Ancak incelenen wrklarla ilgili olarak Y kromozomu verisi

bulunmamaktadir.

4.9. Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA)

Genel olarak keci wrklar1 arasinda diger tiirlere oranla ¢ok daha az bir filocografik
farkhilik bulunmaktadir. Ornegin kitalararasi sigir irklar1 arasidaki varyasyon toplam
varyasyonun %86’smi1 olustururken bu oran kecilerde sadece %10’dur ve bu da
kitalararas1 goclerin yogunluguna baglanmaktadir (Luikart ve ark., 2001). Sunulan
tez caligmasinda da cografik olarak fark bulunup bulunmadigit AMOVA analizi ile

incelenmistir. Bu amacla wklar degisik parametrelere gore gruplanmis ve Fst



128

degerlerine gore birbirine yakin bulunan Kilis ve Norduz wklarmin bir grup, ayni
cografyay1r paylasan Honamli ve Kil wklarmin bir grup, fenotipik karakterler ve
cografik yerlesim olarak digerlerinden ayrilan Ankara irkinin ayr1 bir grup olarak
kabul edildigi deney diizeneginde en yiiksek gruplar arast farklilik (@cr)
belirlenmistir. Bu sonug rklar arasi genetik mesafe testleri ve Mantel testleri ile de
uyumlu olarak populasyonlar1 olusturan 6rneklerin, cografik izolasyonlar sonucunda

farklilasmaya sahip oldugunu gostermektedir.

Tim deney diizenekleri i¢in elde edilen irk i¢i bireyler arasi varyasyon (®sr;
Phist) degerlerinin hepsi de yiiksek ve istatistiksel olarak onemli bulunmustur.
Diinya keci wrklar1 aynt mtDNA bdlgesi acisindan AMOV A analizi ile incelendiginde
total varyasyonun %78,72’sinin ik i¢i varyasyondan, %10,58’sinin (P<0.001)
kitalararasi varyasyondan ve %10,70’sinin (P<0.001) wklar arasi varyasyondan
kaynaklandigi orta konulmustur (Luikart ve ark. 2001). Sunulan tez ¢alismasinda ise
ik i¢i varyasyon total varyasyonun ~%97’sini olusturmaktadir ve bu da incelenen
wklarin, wk i¢i varyasyonunun wklar arasi varyasyondan daha yiliksek olduguna

dikkat ¢cekmektedir.

4.10. Molekiiler Saat Analizleri ve En Yakin Ortak Ata Zamani (The Time To
The Most Recent Common Ancestor, TMRCA)

Farkli haplogruplara ait Sitokrom-b bdlgesi niikleotit dizileri, filogenetik agac
olusturularak incelendiginde yine yiiksek bootstrap degeriyle ayrildiklari ve
topolojilerinin D-loop bolgesi ile benzer oldugu belirlenmistir. Bu sonug, Sitokrom-b
dizilerinden elde edilecek tarihsel siralamanin tiim haplogrup i¢in genellenebilecegi
anlamma gelmektedir (Takada ve ark., 1997; Naderi ve ark., 2007). Sitokrom-b
bolgesini temel alan “haplogruplarm ayrilma zamani1” hesaplamalarinda 103.000 ile
597.800 yillar1 arasinda degisen cesitli tarihler belirlenmistir (Luikart ve ark., 2001;
Sultana ve ark., 2003; Joshi ve ark., 2004; Chen ve ark., 2005). Bu tarih araligi
evciltmenin yapildig: diisiiniilen (M.O. 8.000-8.500 yil) zaman araligindan olduk¢a
eski bir doneme denk gelmektedir ki bu da kegilerde genetik ¢esitliligin evciltmeden
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once bagladigini ve haplogruplarin bir veya birden ¢ok bolgede ve zamanda
populasyonlara katildigin1 gostermesi agisindan 6nemli bulunmaktadir. Sunulan tez
caligmasinda ise tiim haplogruplarin birbirinden ayrilma zamani yani en yakin ortak
ata zamani 168.000 y1l 6ncesini gostermektedir. Buna gore ortak ata zamanu ile ilgili
olarak G haplogrubu 168.000 yil once digerlerinden farklilasmig, D haplogrubu
102.000 y1l 6nce A haplogrubundan farklilasmis ve A haplogrubu da 21.000 y1l 6nce
kendi i¢inde farklilagsmistir. Bu siralama D ve G haplogruplarinin daha eski oldugunu
ancak network sonuglariyla beraber degerlendirildiginde A haplogruplu yaban
kecilerinin (Capra aegagrus) bu iki haplogruptan daha oOnce evciltmede
kullanildigini ve kurucu etkisi (founder effect) olusturdugunu diisiindiirmektedir. Bu

sonug yine “coklu maternal orjin” hipotezini destekler nitelikte bulunmustur.

Incelenen c¢alismalarda birbirine yakin ama farkli yillar hesaplandig
disiiniildiigiinde haplogruplarin ayrilmasi i¢in net bir ¢ikarim yapmak zordur.
Ornegin, koyun-kegi ayrilma zamani 3 milyon yil olarak hesaplandiginda elde edilen
bu sonug, farkli c¢alismalarda kullanilan 1,6-5 milyon yil gibi tarihlerle
hesaplandiginda degismektedir (Luikart ve ark., 2001; Sultana ve ark., 2003; Joshi ve
ark., 2004; Chen ve ark., 2005). Bununla birlikte siralama degismemekte ve en eski
haplogrup G haplogrubu olarak goériilmektedir. Ancak haplogruplarin birbirinden
farklilasma  swralamasi, populasyona katilis  (introgresyon) zamani ile

karistirilmamalidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sigir, domuz, koyun ve kegide yapilan molekiiler ¢alismalar bu tiirlerin Anadolu
tizerinden Avrupa’ya yayildigi bilinmektedir. Evciltme tarihinde 6nemli bir yeri olan
Tiirkiye yerli keci wrklarinin mitokondrial DNA ¢esitliligi ve maternal ge¢misleri
hakkinda yeterli ve aciklayici calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada yerli kegi
wrklar1 i¢inde en ¢ok yetistiriciligi yapilan Ankara, Honaml, Kilis, Kil ve Norduz
kecilerinin mtDNA D-loop bolgesi incelenmis ve genetik olarak birbirleriyle

iligkilendirilmeye ¢alisilmistir.

Bu aragtirmada, mtDNA D-loop bélgesindeki polimorfizmin incelenmesinde
kullanilan yontemlerin; metodolojik olarak uygun ve yeterli olabilecegi sdylenebilir.
Kullanilan metotlara gore, incelenen 5 irk i¢in A, D ve G haplogruplar1 olmak {izere
3 farkli haplogrup belirlenmistir. Asya iilkelerindeki kegilerde yogun olarak goriilen
B ve C haplogruplarinin (Tiirkiye yerli ke¢i wklarinda) tesbit edilememesinin insan
topluluklarmin tarihteki gé¢ yollarina bagh oldugu diisiiniilmektedir. Tiim wrklar i¢in
Ozgiin haplotip sayisi, yiiksek niikleotit, haplotip ¢esitliligi ve uyumsuzluk analizi
degerleri diinya ke¢i 1rklartyla karsilastirildiginda, Tiirkiye’nin, keginin
evciltilmesinde merkezi bir konum tasidigini; irklarin zamanla ve cografik faktorler
etkisinde farklilastigini; Honaml ile Kil kegisinin fenotipik ve genotipik bakimdan
benzer oldugunu gostermektedir. Anasal kdken agisindan tiim wrklardan farklilasan
Norduz kegilerinin sadece Kilis kecileri ile bir haplotipi paylasiyor olmasi tarihte
ortak anasal ataya sahip olduklarin1 géstermesi acisindan da ilging bulunmustur. Hem
cografik hem de verim karakterleri yoniinden diger wrklardan ayrilan Ankara keci
rkinin filogenetik agac yardimiyla genetik olarak da ayrildigi ortaya konulmus ancak
istatistiki olarak dnemli bulunmamistir. Bunun en biiylik nedeninin yine insan go¢leri

ve melezlemeler nedeniyle maruz kaldiklar1 gen akimlar1 oldugu diisiiniilmektedir.

Halep ve Kil kegisi melezi oldugu bilinen Kilis ke¢i wrkmin sadece bir
haplotipinin Kil kecisiyle ortak olmasi; Morghose kegisi ile Kil kecisi melezi oldugu
bildirilen (Porter, 1996; TURKHAYGEN-1) Norduz keci wrkinmn ise Kil kegisiyle

ortak haplotipinin bulunmamas1 wklarin tarihinin daha iyi arastirilmasmin
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gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu amagla bu irklarin yetistirildigi bolgelerdeki Kil
kecilerinin de analize katilmalarinin ve babasal kdkeni ortaya ¢ikartan Y kromozomu

calismalarinin, genetik ge¢misinin anlasilmasinda katkilar1 olacagi diisiiniilmektedir.

Kilis ve Kil kegileri sayismin giderek azalmasina ragmen wrklarimn mtDNA
cesitliliklerini koruduklart bu ¢alismanin sonucunda belirlenmistir. Ankara ve
Honamli kecilerinde ise goreceli olarak daha diisiik haplotipik c¢esitlilige sahip
olduklar1 saptanmistir. Ancak mevcut ¢esitliligin  siirdiiriilebilmesi  i¢in
yetistirildikleri bolgelerde, halk elinde koruma siiriileri olusturulmasi wklarin
safliginin ve cesitliliginin korunmasi acisindan yeterli olabilecektir. Ancak Norduz
keci wrkinda evciltme bélgesinde olmasma ragmen diisiilk haplotip ve niikleotit
cesitliligi gdstermesi, dar bir cografik alanda yetistiriliyor olmasi ve kendi iginde
bircok haplotipin paylasiliyor olmasi bu ikin ge¢miste bir darbogaz gecirmis
oldugunu ya da ylizyillardir sabit ivmeyle devam eden bir darbogaz yasandigini
diistindiirmektedir. Ertugrul ve ark. (2000) tarafindan yapilan Tirkiye yerli keg¢i
irklarinin  yok olma tehlikesi siniflandirmasinda da “agir tehdit altinda” olarak
degerlendirilen Norduz kegisi i¢in yine yetistirildikleri bolgede, halk elinde koruma
stiriileri olusturulmasi1 ve mevcut genotiplerin kaybinin oniine gegilebilmesi igin
kontrollii birlestirmelerin yapilmasi Onerilmektedir. Bu sonuglarla uyumlu olarak,
TURKHAYGEN-1 projesi kapsaminda Ankara, Honamli, Kilis, Kil ve Norduz keci
irklarina ait DNA, embriyo, sperm ve hiicre kiiltlirii bankalar1 olusturulmustur ancak
ozellikle Ankara, Honamli ve Norduz keg¢i irklar1 i¢cin canli ve yerinde korumanin da

onemli oldugu gosterilmistir.

Ayrica sunulan tez ¢aligmasi ile kecilerde mtDNA haplogruplarinin ortaya ¢ikis
zamani hesaplanmis ve en eski haplogrup olarak G haplogrubu oldugu; ancak
evciltmede en eski haplogrubun A haplogrubu oldugu belirlenmistir. Verimli Hilal
bolgesine 0Ozgli olan G haplogrubunun daha az maliyetle ve kisa siirede
belirlenebilmesi i¢in PZR-RFLP’ye dayanan yeni bir analiz ortaya konulmus ve
yaygm etki hedeflerinden birisi olarak giincel literatiire katkida bulunulmustur.
Bunlara ek olarak; Tiirkiye’ye 6zgii ke¢i wklarindan elde edilen mtDNA D-loop ve

Sitokrom-b dizilerinin GenBank’ta kayit altina almmasi i¢in bagvurulmasi
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planlanmakta ve g¢aligmanin yeni ¢aligmalar {iretiminde domino etkisinin olmasi

hedeflenmektedir.

Tiirkiye’de ke¢i wklarmin say1 ve dagilimlarini ortaya koyan kapsamli bir
dokiim ¢aligmasi bulunmamakla birlikte giderek azaldig: bilinen bu rklarda, akrabali
yetistirmeler ve kiltiir wrklariyla birlestirmeler frekans: diisiik olan allellerin ve
dolayisiyla irklarin yok olmasina neden olacaktir. Gegmisleri oldukga eskiye
dayanan bu wrklarin kaybi1 hem genetik i¢in hem de tarih i¢in 6nemlidir. Binlerce
yildir var olan bu wrklar sahip olduklar: direnglilik, verimlilik ve adaptasyon giicii
gibi karakterlerle gelecek igin birer zenginliktirler. Kiiresel 1sinmanin, olusan yeni
mutasyonlarin ve daha da Onemlisi degisen iilke ekonomilerinin sonucu olarak
gelecek son 50-100 yil igin felaket senaryolarinin yazildigi son yillarda bu
karakterlerin ve ¢esitliligin ilerisi i¢in Onem kazanacagi agiktir. Bu nedenle;
incelenen wklar SNP’ler, mikrosatellitler ve Y kromozomu gibi farkli molekiiler
belirteglerle analiz edilip, sonuglar karsilastirilarak degerlendirilmeli ve buna gore
koruma  stratejileri  gelistirilmelidir. ~ Ayrica  populasyonlarin ~ ge¢misini
degerlendirmede daha net tarihlerin ortaya konulabilmesi i¢in Arkeoloji bilimi gibi
alanlarla isbirligi i¢ine girilmeli multidisipliner bakis agilar1 ile sunulan ¢alismada

Onerilen hipotezler degerlendirilmelidir.
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OZET

Tiirkiye Yerli Keci Irklarimin Mitokondrial DNA Cesitliligi ve Filocografyasi

Kegilerle ilgili filogenetik ¢alismalarda mitokondri DNA’s1, tiirlerin cografi
dagilimina gore farkliliklar gostermesi, genomik DNA’ya oranla daha hizli
evrimlesmesi, rekombinasyon olmayis1 ve maternal kalitilmasi gibi 6zelliklerinden
dolay1 siklikla tercih edilen belirteglerden birisidir. Bu ¢alismada, Ankara (n=50),
Honamli (n=49), Kilis (n=51), Kil (n=53) ve Norduz (n=49) kec¢i irklarmin
mitokondrial DNA ¢esitlilikleri, wklar arasi farklhiliklar ve bu wklarin cografik
yerlesimleri ile olan iligkisinin ortaya konulmasi amaciyla mitokondrial DNA kontrol
bolgesinin  (D-loop) 598 niikleotidlik kismina dizi analizi uygulanmustir.
Hayvanlardan alinan kan 6rneklerine; sirasiyla DNA izolasyonu, D-loop bélgesinin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile yiikseltgenilmesi ve ardindan dizi analizi
uygulanmistir. DNA dizi analizi sonrasi elde edilen sekans verileri; haplotip ve
niikleotid cesitliligi, genetik uzaklik yoniinden incelenmis; Neighbor joining agaci,
Maksimum olasilik agac1 ve Median joining networku ile gorsel hale getirilmis;
uyumsuzluk dagilim analizi, nétralite testleri, Mantel test ve AMOVA analizleri
yapilarak degerlendirilmistir. Buna gore, incelenen 5 irk igin A, D ve G haplogruplar1
olmak tizere 3 farkli haplogrup belirlenmis; yogunlukla Asya iilkelerinde goriilmekte
olan B ve C haplogruplarinin Tiirkiye yerli ke¢i irklarinda saptanmamis olmasinin,
insan topluluklarmin tarihteki gé¢ yollarina bagh oldugu diistiniilmiistiir. Calisilan

tim wklar i¢in elde edilen haplotip sayis1 (208), yiiksek niikleotid (7=0,02100,
+0,00073) ve haplotip ¢esitliligi (H=0,9982, +0,0006) degerleri ile uyumsuzluk
analizi sonuglar1 (k=8,750) diinya ke¢i irklariyla karsilastirilarak yorumlandiginda
elde edilen sonuglar, Tiirkiye’nin, kegilerin evciltilmesinde merkezi bir konumda
olduguna isaret etmektedir. Haplotip paylasimlar1 g6z 6niine alindiginda; Kil kegisi
melezi olduklar1 bilinen Kilis ve Norduz keg¢i irklarinin Kil kegisiyle hi¢ haplotip
paylasmiyor olmalar1 irklarin tarihinin daha iyi arastirilmasiin gerekliligini ortaya
koymustur. Calisma sonucunda Ankara ve Honamli kegilerinin mevcut ¢esitliliklerini
stirdiirebilmeleri i¢in halk elinde koruma siiriileri olusturulmasi wrklarin ¢esitliliginin
korunmasi agisindan yeterli olabilecegi diisiiniilmektedir. Yok olma agisindan agir
tehdit altinda oldugu diisiiniilen Norduz keci ki i¢in ise acil olarak yetistirildikleri
bdlgede, halk elinde koruma siiriileri olusturulmasi ve mevcut genotiplerin kaybinin
Oniine gecilebilmesi i¢in kontrollii birlestirmelerin yapilmasi onerilmektedir. Ayrica
Verimli Hilal bolgesine 6zgii olan G haplogrubunun daha az maliyetle ve kisa siirede
belirlenebilmesi i¢in PZR-RFLP’ye dayanan yeni bir analiz ortaya konulmus ve
yaygm etki hedeflerinden birisi olarak giincel literatiire katkida bulunulmustur.
Bunlara ek olarak; Tiirkiye’ye 6zgii ke¢i wrklarindan elde edilen mtDNA D-loop ve
Sitokrom-b  dizilerinin GenBank’ta kayit altina alinmasi i¢in bagvurulmasi
planlanmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Filogenetik, Genetik cesitlilik, mtDNA, Tiirkiye Yerli Ke¢i
Irklari, Verimli Hilal.



134

SUMMARY

Mitochondrial DNA Diversity and Phylogeography of Turkish Native Goat Breeds

Mitochondrial DNA is one of the most preferred markers used in phylogenetic
studies in domestic goats due to its unique features such as capacity to demonstrate
geographic distribution of species, higher evolutionary rate compared to genomic
DNA, maternal inheritance, and absence of recombination. In this study, 598-
nucleotide sequence from the mitochondrial DNA control region was analyzed in
Angora (n=50), Honamli (n=49), Kilis (n=51), Hair (Kil) (n=53) and Norduz (n=49)
goat breeds to reveal diversity of mitochondrial DNA, differentiation of goat breeds,
and relevance between genetic differentiations and geographic distributions. Blood
samples collected from the goats were used for the following consecutive
procedures: DNA isolation, amplification of D-loop region with PCR and DNA
sequence reaction. The sequence data were examined for haplotypes and nucleotide
diversity, genetic distance, visualized with Neighbor joining tree, Maximum
Likelihood tree and Median joining network, and evaluated with mismatch
distribution analyses, neutrality tests, Mantel test and AMOVA analyses. Based on
the analyses above, 3 different haplogroups, A, D and G haplogroups, were
determined for 5 different goat breeds studied. The B and C haplogroups, mostly
found in Asia, were not determined in this study. Absence of such haplogroups may
related to presence of different migration roads of human populations in the history.
When compared to goat breeds throughout the world, the haplotype number (208),
higher nucleotide (z=0,02100, +0,00073) and haplotype diversity (H=0,9982,
+0,0006) rate and the results of mismatch distribution analyses (k=8,750) for all goat
breeds stuied in the present study indicate that Turkey has been situated in a central
position during the domesticaton process of the goat specie. Based on the haplotype
sharing, Kilis and Norduz breeds, known as crossbreeds of Hair goats, do not share
any haplotypes with Hair goats, so that the history of these breeds should be further
investigated. The results of the study also suggest that establishment of conservation
flocks by local breeders should be enough to protect the diversity of the Ankara and
Honaml:1 breeds. For Norduz breed, which is under risk of extinction, conservation
flocks should be promoted immediately in local breeders along with a controlled
mating program to prevent loss of genotypes. Through this study, an inexpensive
novel method based on PCR-RFLP was introduced to determine G haplotype, a
unique haplotype to Fertile Crescent regions so that further contribution to the
literature was made as a common goal. In addition, the obtained mtDNA D-loop and
Cytochrome-b sequencens unique to Turkish native goat breeds will be submitted to
GenBank for the record.

Keywords: Genetic diversity, Fertil Crescent, mtDNA, Phylogenetics, Turkish
native goat breeds.
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Ek-1. Caligmada kullanilan 6rneklere ait cografik koordinatlar.

Ornek ad1
ve Boylam Enlem

numarasi
ANKD1 32.329.175 40.099.692
ANKD2 32.346.153.259.277.3 4.014.633.913.771.960
ANKD3 32.346.153.259.277.3 4.014.633.904.771.960
ANKD4 3.221.534.729.3.9 4.012.271.572.320.350
ANKD5 32.202.817 40.069.403
ANKD6 32.217.478 39.966.605
ANKD7 32.380.175 40.030.803
ANKD8 3.225.139.617.919.920 4.7.977.895.304.720
ANKD9 3.221.534.729.3.9 4.012.271.570.320.350
ANKD10 33.103.769 39.977.131
ANKD11 32.293.742 40.1.269
ANKD12 32.293.742 40.1.259
ANKD13 32.293.742 40.1.249
ANKD14 32.084.970.474.243.1 3.987.384.569.660.630
ANKD15 32.346.153.259.277.3 4.014.633.904.771.960
ANKD16 32.329.175 40.099.692
ANKD17 32.293.742 40.1.249
ANKD18 32.405.667 40.101.122
ANKD19 32.343.698 40.023.916
ANKD20 32.021.301 4.8.5
ANKD21 31.824.047 39.772.982
ANKD22 32.5.433 40.219.778
ANKD23 32.394.342 39.945.686
ANKD24 32.021.301 4.8.025
ANKD25 33.103.769 39.977.131
ANKE1 32.329.175 40.099.592
ANKE?2 32.346.153.259.277.3 4.014.633.904.761.960
ANKE3 32.346.153.259.277.3 4.014.633.904.751.960
ANKE4 3.221.534.729.3.9 4.012.271.570.320.350
ANKE5 32.202.817 40.069.403
ANKEB 32.217.478 39.966.605
ANKE7 32.380.175 40.030.803
ANKES 3.225.139.617.919.920 4.7.977.895.304.720
ANKE9 3.221.534.729.3.9 4.012.271.470.320.350
ANKE10 32.293.742 40.1.269
ANKE11 32.293.742 40.1.369
ANKE12 32.293.742 40.1.469
ANKE13 32.293.742 40.1.569
ANKE14 32.084.970.474.243.1 3.987.384.569.660.530
ANKE15 32.346.153.259.277.3 4.014.633.903.771.960
ANKE16 32.329.175 40.099.592
ANKE17 32.293.742 40.1.268
ANKE18 32.405.667 40.101.222
ANKE19 32.343.698 40.023.915
ANKE20 32.021.301 4.8.015
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Ek-1. (Devam) Calismada kullanilan 6rneklere ait cografik koordinatlar.

Ornek adi
ve Boylam Enlem

numarasi
ANKE21 31.824.047 39.772.993
ANKE22 32.5.433 40.219.738
ANKE23 32.394.342 39.945.386
ANKE24 32.021.301 4.8.035
ANKE25 33.103.769 39.977.331
HOND1 31.638.264.656.066.8 37.350.407.125.055.0
HOND2 31.638.264.656.066.8 37.350.407.125.056.0
HOND3 31.638.264.656.066.8 37.350.407.125.057.0
HONDA4 31.638.264.656.066.8 37.350.407.125.058.0
HOND5 30.235.233.306.884.7 3.728.859.921.568.160
HONDG6 30.235.233.306.884.7 3.728.859.921.578.160
HOND7 30.235.233.306.884.7 3.728.859.921.588.160
HONDS8 29.532.108.306.884.7 372.587.521.486.561
HOND9 29.532.108.306.884.7 372.587.521.496.561
HOND10 29.532.108.306.884.7 372.587.521.476.561
HOND11 31.638.264.656.066.8 37.350.407.125.054.0
HOND12 31.801.986.694.335.9 37.426.615.702.044.7
HOND13 29.532.108.306.884.7 372.587.521.486.561
HOND14 31.850.738.525.390.6 3.742.388.921.621.170
HOND15 31.850.738.525.390.6 3.742.388.921.521.170
HOND16 31.603.717.803.955.0 375.409.023.471.732
HOND17 31.638.264.656.066.8 37.350.407.126.055.0
HOND18 29.532.108.306.884.7 372.587.522.486.561
HOND19 29.532.108.306.884.7 372.587.521.486.561
HOND20 31.603.717.803.955.0 375.409.023.471.732
HOND21 31.603.717.803.955.0 375.409.024.471.732
HOND22 31.604.064 37.541.244
HOND23 31.638.264.656.066.8 37.350.407.126.055.0
HOND24 31.603.717.803.955.0 375.409.025.471.732
HOND25 31.603.717.803.955.0 375.409.023.471.732
HONE26 30.235.233.306.884.7 3.728.859.921.568.160
HONE27 30.235.233.306.884.7 3.728.859.931.568.160
HONE28 30.235.233.306.884.7 3.728.859.821.568.160
HONE29 30.235.233.306.884.7 3.728.859.911.568.160
HONE30 29.532.108.306.884.7 372.587.521.486.561
HONE31 29.532.108.306.884.7 372.587.521.586.561
HONE32 29.532.108.306.884.7 372.587.521.686.561
HONE33 29.532.108.306.884.7 372.587.521.786.561
HONE34 29.532.108.306.884.7 372.587.521.886.561
HONE35 31.603.717.803.955.0 375.409.026.471.732
HONE36 31.603.717.803.955.0 375.409.027.471.732
HONE37 31.603.717.803.955.0 375.409.028.471.732
HONE38 31.638.264.656.066.8 37.350.407.135.055.0
HONE39 31.638.264.656.066.8 37.350.407.145.055.0
HONE40 31.603.717.803.955.0 375.409.023.471.732
HONEA41 31.638.264.656.066.8 37.350.407.125.055.0
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Ek-1. (Devam) Calismada kullanilan 6rneklere ait cografik koordinatlar.

Ornek adi
ve Boylam Enlem
numarasi
HONEA42 31.850.738.525.390.6 3.742.388.921.621.170
HONE43 31.850.738.525.390.6 3.742.388.922.521.170
HONE44 31.638.264.656.066.8 37.350.406.125.055.0
HONE45 31.603.717.803.955.0 375.409.023.471.732
HONE46 31.638.264.656.066.8 37.350.407.125.055.0
HONEA47 31.638.264.656.066.8 37.350.407.125.155.0
HONE48 31.603.717.803.955.0 375.409.025.471.732
HONE49 31.638.264.656.066.8 37.350.307.125.255.0
NOR112 43.594.431 38.249.339
NOR113 43.594.431 38.243.239
NOR117 43.594.431 38.249.233
NOR118 43.425.104 3.834.043
NOR119 43.425.104 3.834.037
NOR120 43.425.104 3.834.343
NOR121 43.425.104 3.833.043
NOR123 43.425.104 3.833.347
NOR125 43.372.847 38.033.361
NOR126 43.372.847 38.032.331
NDD127 43.372.847 38.032.363
NDD128 43.372.847 38.032.361
NDD129 43.317.718.505.859.3 38.038.357.293.980.8
NRD131 43.317.718.505.859.3 38.038.357.297.380.8
NRD133 43.317.718.505.859.3 38.038.357.297.930.8
NRD139 43.594.431 38.249.239
NRD140 43.443.275 38.313.839
NRD141 43.443.275 38.317.339
NRD142 43.443.275 38.317.833
NRD146 43.443.275 38.317.834
NRD147 43.443.275 38.317.849
NRD152 43.443.275 38.317.439
NRD153 43.443.275 38.314.839
NRD154 43.443.275 38.317.539
NRD130 43.443.275 38.317.859
NRD124 43.594.431 38.249.235
NRE111 43.594.431 38.249.559
NRE114 43.594.431 38.249.535
NRE115 43.425.104 3.834.047
NRE122 43.372.847 38.032.361
NRE134 43.594.431 38.249.239
NRE137 43.443.275 38.317.839
NRE138 43.443.275 38.317.839
NRE143 43.443.275 38.317.839
NRE144 43.443.275 38.317.839
NRE145 43.443.275 38.317.839
NRE148 43.443.275 38.317.839
NRE149 43.443.275 38.317.839
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Ornek adi
ve Boylam Enlem
numarasi
NRE150 43.443.275 38.317.839
NRE151 43.443.275 38.317.839
NRE155 43.432.683 38.304.786
NRE156 43.432.683 38.304.786
NRE157 43.432.683 38.304.786
NRE158 43.432.683 38.304.786
NRE159 43.432.683 38.304.786
NRE160 43.432.683 38.304.786
NRE161 43.432.683 38.304.786
NRE162 43.432.683 38.304.786
NRE163 43.432.683 38.304.786
KILD1 30.252.714 37.640.706
KILD2 30.347.678 37.545.172
KILD3 30.347.678 37.545.172
KILD4 297.759 37.111.436
KILD5 297.759 37.111.436
KILD6 297.759 37.111.436
KILD7 29.703.508 37.104.411
KILDS8 29.703.508 37.104.411
KILD9 29.703.508 37.104.411
KILD10 29.703.508 37.104.411
KILD11 29.703.508 37.104.411
KILD12 29.694.819 37.048.017
KILD13 29.694.819 37.048.017
KILD14 29.694.819 37.048.017
KILD15 29.694.819 37.048.017
KILD16 29.622.039 37.026.981
KILD17 29.622.039 37.026.981
KILD18 29.622.039 37.026.981
KILD19 29.622.039 37.026.981
KILD20 29.622.039 37.026.981
KILD21 29.622.039 37.026.981
KILD22 29.622.039 37.026.981
KILD23 29.622.039 37.026.981
KILD24 29.622.039 37.026.981
KILD25 30.252.714 37.640.706
KILE31 30.347.678 37.545.172
KILE32 297.759 37.111.436
KILE33 297.759 37.111.436
KILE34 29.703.508 37.104.411
KILE35 30.347.678 37.545.172
KILE36 297.759 37.111.436
KILE37 297.759 37.111.436
KILE38 29.703.508 37.104.411
KILE39 29.703.508 37.104.411
KILE40 29.703.508 37.104.411
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Ek-1. (Devam) Calismada kullanilan 6rneklere ait cografik koordinatlar.

Ornek adi
ve Boylam Enlem
numarasi
KILE41 29.694.819 37.048.017
KILE42 29.694.819 37.048.017
KILE43 29.694.819 37.048.017
KILE44 29.694.819 37.048.017
KILE45 29.622.039 37.026.981
KILE46 2.975.269.317.626.950 3.703.709.156.989.420
KILE47 2.975.269.317.626.950 3.703.709.156.989.420
KILE48 2.975.269.317.626.950 3.703.709.156.989.420
KILE49 2.975.269.317.626.950 3.703.709.156.989.420
KILE50 2.975.269.317.626.950 3.703.709.156.989.420
KILE51 29.694.819 37.048.017
KILE52 29.694.819 37.048.017
KILE54 29.622.039 37.026.981
KILE55 29.622.039 37.026.981
KILES56 29.622.039 37.026.981
KILES57 29.622.039 37.026.981
KILE58 29.622.039 37.026.981
KLSD1 36.974.256 36.822.286
KLSD2 37.976.916 37.025.131
KLSD3 36.537.825 36.630.289
KLSD4 37.3.889 36.889.167
KLSD5 36.537.825 36.630.289
KLSD6 36.537.825 36.630.289
KLSD7 37.206.169 38.202.661
KLSD8 36.971.569 3.760.915
KLSD9 37.137.919 36.793.281
KLSD10 36.933.334 37.583.256
KLSD11 37.104.512 36.689.527
KLSD12 36.987.683 36.894.286
KLSD13 36.987.683 36.894.286
KLSD14 37.030.792.236.328.1 3.687.879.673.085.510
KLSD15 370.843 36.789.456
KLSD16 36.933.334 37.583.256
KLSD17 37.143.281 36.763.397
KLSD18 36.976.890.563.964.8 368.631.414.329.529
KLSD19 37.027.956 3.681.685
KLSD20 36.537.825 36.630.289
KLSD21 370.843 36.789.456
KLSD22 370.843 36.789.456
KLSD23 36.5 38.016.667
KLSD24 36.5 38.016.667
KLSD25 36.25 36.116.667
KLSD26 36.145.036 36.047.164
KLSE1 37.104.512 36.689.527
KLSE2 36.537.825 36.630.289
KLSE3 36.537.825 36.630.289
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Ornek adi
ve Boylam Enlem
numarasi

KLSE4 36.537.825 36.630.289
KLSE5 36.537.825 36.630.289
KLSE6 37.016.564 36.773.794
KLSE7 36.537.825 36.630.289
KLSE8 3.651.622 36.721.753
KLSE9 37.108.433 36.778.375
KLSE10 37.104.512 36.689.527
KLSE11 37.108.433 36.778.375
KLSE12 36.537.825 36.630.289
KLSE13 36.537.825 36.630.289
KLSE14 36.974.256 36.822.286
KLSE15 37.027.956 3.681.685

KLSE16 36.537.825 36.630.289
KLSE17 37.104.512 36.689.527
KLSE18 37.104.512 36.689.527
KLSE19 3.651.622 36.721.753
KLSE20 37.108.433 36.778.375
KLSE21 37.116.116 36.713.243
KLSE22 36.974.256 36.822.286
KLSE23 36.537.825 36.630.289
KLSE24 37.108.433 36.778.375
KLSE25 365.081 36.577.508
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Ek-2. Deneysel ¢alismalarda kullanilan soliisyonlarin igerikleri ve hazirlaniglari.

0.5M EDTA (1)

186.1gr EDTANa,

800ml dH,0O

NaOH kullanilarak pH ayarlanir pH 8,0’¢ ayarlanr.

dH.O0 ile 1I’ye tamamlanir.

1M TRIS-HCI pH 8.0 (11
12,1gr Tris

800ml dH,0O

HCI kullanilarak pH ayarlanur.

dH.O0 ile 1I’ye tamamlanir.

10X Lysis solusyonu:
770mM NH,CI
46mM KHCO3
10mM EDTA

Salt/EDTA solusyonu:
75mM NaCl
25mM EDTA

10:1 TE buffer:
10mM Tris
1mM EDTAPH 7.5

5X TBE Buffer:
445mM Tris Base
445mM Boric Acid
10mM EDTA
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Ek-3. Calismada belirlenen haplotipler, belirlendikleri irklar ve dahil olduklari
haplogruplar (F: Frekans, H: Haplogrup)

Haplotip F. Ornek adi H.
Haplotip 1: 3 HONAMLID1 ANKARADS, ANKARAE?, A
Haplotip 2: 1 HONAMLID2, A
Haplotip 3: 1 HONAMLID3, A
Haplotip 4: 1 HONAMLID4, A
Haplotip 5: 1 HONAMLIDS5, A
Haplotip 6: 2 HONAMLID6, HONAMLIE33, A
Haplotip 7: 1 HONAMLID7(Duplikasyonlu), A
Haplotip 8: 1 HONAMLIDS, A
Haplotip 9: 2 HONAMLID9, HONAMLID18, A
Haplotip 10: 1 HONAMLID10, A
Haplotip 11: 1 HONAMLID11 A
Haplotip 12: 1 HONAMLID12, A
Haplotip 13: 1 HONAMLID13, A
Haplotip 14: 1 HONAMLID14, A
Haplotip 15: 2 HONAMLID15, HONAMLIE40, A
Haplotip 16: 1 HONAMLID16, A
Haplotip 17: 1 HONAMLID17, A
Haplotip 18: 1 HONAMLID19, A
Haplotip 19: 1 HONAMLID20, A
Haplotip 20: 2 HONAMLID21, KILES7, A
HONAMLID22, HONAMLIE2S,
Haplotip 21: 3 HONAMLIE29, G
Haplotip 22: 1 HONAMLID23, A
Haplotip 23: 1 HONAMLID?24, A
Haplotip 24: 1 HONAMLID25, A
Haplotip 25: 2 HONAMLIE26, HONAMLIE27, A
Haplotip 26: 1 HONAMLIE30, A
Haplotip 27: 1 HONAMLIE31, A
Haplotip 28: 1 HONAMLIE32, A
Haplotip 29: 1 HONAMLIE34, G
Haplotip 30: 2 HONAMLIE35, HONAMLIES3G6, A
Haplotip 31: 1 HONAMLIE37, A
Haplotip 32: 2 HONAMLIE38, KILE38, A
Haplotip 33: 1 HONAMLIE39, A
Haplotip 34: 1 HONAMLIEA41, A
Haplotip 35: 1 HONAMLIEA42, A
Haplotip 36: 1 HONAMLIEA43, A
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Ek-3. (Devam) Calismada belirlenen haplotipler, belirlendikleri iklar ve dahil
olduklar1 haplogruplar (F: Frekans, H: Haplogrup)

Haplotip F. Ornek adi H.
Haplotip 37: 1 HONAMLIE44, A
Haplotip 38: 1 HONAMLIEA45, A
Haplotip 39: 1 HONAMLIEA46, A
Haplotip 40: 1 HONAMLIEA47, A
Haplotip 41: 1 HONAMLIEA4S, A
Haplotip 42: 1 HONAMLIEA49, A
Haplotip 43: 2 ANKARAD1, ANKARAD16, A
Haplotip 44: 1 ANKARAD?2, A
Haplotip 45: 2 ANKARAD3, ANKARAE3, A
Haplotip 46: 1 ANKARAD4, A
Haplotip 47: 1 ANKARADSG, A
Haplotip 48: 1 ANKARAD?7, A
Haplotip 49: 2 ANKARADS, KILD21, A
Haplotip 50: 1 ANKARADS9, A
Haplotip 51: 2 ANKARAD10, ANKARAE17, A
Haplotip 52: 1 ANKARADL11, A
Haplotip 53: 3 ANKARAD12, ANKARAE11, KILE33, A
Haplotip 54: 2 ANKARAD13, ANKARAE13, A
Haplotip 55: 1 ANKARAD14, G
Haplotip 56: 1 ANKARAD15, A
Haplotip 57: 1 ANKARAD17, A
Haplotip 58: 1 ANKARAD18, A
Haplotip 59: 1 ANKARAD19, A
Haplotip 60: 1 ANKARAD?20, A
Haplotip 61: 1 ANKARAD?1, A
Haplotip 62: 1 ANKARAD?22, A
Haplotip 63: 1 ANKARAD?23, A
Haplotip 64: 1 ANKARAD?24, A
Haplotip 65: 1 ANKARAD?25, A
Haplotip 66: 1 ANKARAE]1, A
Haplotip 67: 2 ANKARAE?, KILD17, A
Haplotip 68: 1 ANKARAE4, A
Haplotip 69: 2 ANKARAES, ANKARAES, A
Haplotip 70: 1 ANKARAES, A
Haplotip 71: 1 ANKARAED9, A
Haplotip 72: 1 ANKARAE10, A
Haplotip 73: 1 ANKARAE12, A
Haplotip 74: 1 ANKARAE14, A
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Ek-3. (Devam) Calismada belirlenen haplotipler, belirlendikleri irklar ve dahil
olduklar1 haplogruplar (F: Frekans, H: Haplogrup)

Haplotip F. Ornek adi H.
Haplotip 75: 1 ANKARAE15, A
Haplotip 76: 1 |ANKARAEIS, A
Haplotip 77: 1 ANKARAE1S, A
Haplotip 78: 1 |ANKARAE1Y, A
Haplotip 79: 1 | ANKARAE20, A
Haplotip 80: 1 ANKARAE?1, A
Haplotip 81: 2 ANKARAE?22, ANKARAE?23, A
Haplotip 82: 1 |ANKARAE24, A
Haplotip 83: 1 ANKARAE?25, A
Haplotip 84: 1 KILISDI, A
Haplotip 85: 1 KILISD2, A
Haplotip 86: 1 KILISD3, A
Haplotip 87: 1 KILISD4, A
Haplotip 88: 1 KILISDS, A
Haplotip 89: 1 KILiSD6, G
Haplotip 90: 1 KILISD7, D
Haplotip 91: 1 KILISDS, A
Haplotip 92: 1 KILiSD9, A
Haplotip 93: 1 KILiSD10, A
Haplotip 94: 2 KILISD11, KILISE19, A
Haplotip 95: 1 KILiSD12, A
Haplotip 96: 1 KILiSD13, A
Haplotip 97: 1 KILiSD14, A
Haplotip 98: 1 KILiSD15, A
KIiLISD16, NORDUZD118, NORDUZDI119,
Haplotip 99: 5 NORDUZD120, NORDUZD121 A
Haplotip 100: 1 KILiSD17, A
Haplotip 101: 1 KILISD18, A
Haplotip 102: 1 KILiSD19, A
Haplotip 103: 1 KILiSD20, A
Haplotip 104: 2 KILISD21, KILE40, A
Haplotip 105: 2 KILiSD22, KILiSE24, A
Haplotip 106: 1 KILiSD23, A
Haplotip 107: 1 KILiSD24, A
Haplotip 108: 1 KILiSD25, A
Haplotip 109: 1 KILiSD26, A
Haplotip 110: 1 KILISEL, A
Haplotip 111: 1 KILISE2, A
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Ek-3. (Devam) Calismada belirlenen haplotipler, belirlendikleri irklar ve dahil
olduklar1 haplogruplar (F: Frekans, H: Haplogrup)

Haplotip F. Ornek adi H.
Haplotip 112: 1 KILISE3, A
Haplotip 113: 1 KILISE4, A
Haplotip 114: 1 KILISES, A
Haplotip 115: 1 KILISES®, A
Haplotip 116: 1 KILISE7, A
Haplotip 117: 1 KILISES, A
Haplotip 118: 2 KILISE9, KILISE20, A
Haplotip 119: 1 KILISE10, A
Haplotip 120: 1  |KILISE11 (Duplikasyonlu) A
Haplotip 121: 1 KILISE12, A
Haplotip 122: 1 KILISE13, A
Haplotip 123: 1 KILISE14, A
Haplotip 124: 1 KILISE15, A
Haplotip 125: 1 KILISE16, A
Haplotip 126: 1 KILISE17, A
Haplotip 127: 1 KILISE18, A
Haplotip 128: 1 KILISE21, A
Haplotip 129: 1 KILISE22, A
Haplotip 130: 1 KILISE23, A
Haplotip 131: 1 KILISE25, A
Haplotip 132: 1 KILD1, A
Haplotip 133: 1 KILD2, A
Haplotip 134: 1 KILD3, A
Haplotip 135: 1 KILD4, A
Haplotip 136: 1 KILDS5, A
Haplotip 137: 1 KILDS, A
Haplotip 138: 1 KILD?7, A
Haplotip 139: 2 KILDS, KILD24, A
Haplotip 140: 1 KILD9, A
Haplotip 141: 1 KILD10, A
Haplotip 142: 1 KILD11, A
Haplotip 143: 1 KILD12, A
Haplotip 144: 1 KILD13, A
Haplotip 145: 1 KILD14, A
Haplotip 146: 1 KILD15, A
Haplotip 147: 2 KILD16, KILE45, A
Haplotip 148: 3 KILD18, KILE44, KILES3, A
Haplotip 149: 1 KILD19, A
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Ek-3. (Devam) Calismada belirlenen haplotipler, belirlendikleri irklar ve dahil
olduklar1 haplogruplar (F: Frekans, H: Haplogrup)

Haplotip F. Ornek adi H.
Haplotip 150: 1 KILDZ20, A
Haplotip 151: 1 KILD22, A
Haplotip 152: 1 KILD23, A
Haplotip 153: 1 KILD25, A
Haplotip 154: 1 KILE31, A
Haplotip 155: 1 KILE32, A
Haplotip 156: 1 KILE34, A
Haplotip 157: 1 KILE35, A
Haplotip 158: 1 KILE36, A
Haplotip 159: 1 KILE37, A
Haplotip 160: 1 KILE39, A
Haplotip 161: 2 KILE41, KILE43, A
Haplotip 162: 1 KILE42, A
Haplotip 163: 1 KILE46, A
Haplotip 164: 1 KILE47, A
Haplotip 165: 1 KILE48, A
Haplotip 166: 1 KILE49, A
Haplotip 167: 1 KILE50, A
Haplotip 168: 1 KILE51, A
Haplotip 169: 1 KILES52, A
Haplotip 170: 1 KILE54, A
Haplotip 171: 1 KILE55, A
Haplotip 172: 1 KILE56, A
Haplotip 173: 1 KILE5S, A
NORDUZD112, NORDUZD113,
Haplotip 174: 4 NORDUZE111, NORDUZE114 A
Haplotip 175: 1 NORDUZD117, A
Haplotip 176: 3 NORDUZD123, NORDUZD127, NORDUZE122| A
Haplotip 177: 1 NORDUZD125, A
Haplotip 178: 2 NORDUZD126, NORDUZE143 A
Haplotip 179: 1 NORDUZD128, A
Haplotip 180: 1 NORDUZD129, A
Haplotip 181: 1 NORDUZD131, A
Haplotip 182: 1 NORDUZD133, A
Haplotip 183: 2 NORDUZD139, NORDUZE137 A
Haplotip 184: 2 NORDUZD140, NORDUZE144 A
Haplotip 185: 1 NORDUZD141, A
Haplotip 186: 1 NORDUZD142, A
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Ek-3. (Devam) Calismada belirlenen haplotipler, belirlendikleri irklar ve dahil
olduklar1 haplogruplar (F: Frekans, H: Haplogrup)

Haplotip F. Ornek adi H.
Haplotip 187: 1 NORDUZD146, A
Haplotip 188: 1 NORDUZD147, A
Haplotip 189: 2 NORDUZD152, NORDUZE145 A
Haplotip 190: 1 NORDUZD153, A
Haplotip 191: 1 NORDUZD154, A
Haplotip 192: 1 NORDUZD130, A
Haplotip 193: 1 NORDUZD124, A
Haplotip 194: 1 NORDUZE115, A
Haplotip 195: 1 NORDUZE134, A
Haplotip 196: 1 NORDUZE138, A
Haplotip 197: 1 NORDUZE148, A
Haplotip 198: 1 NORDUZE149, A
Haplotip 199: 1 NORDUZE150, A
Haplotip 200: 1 NORDUZE151, A
Haplotip 201: 1 NORDUZE155, A
Haplotip 202: 2 NORDUZE156, NORDUZE157 A
Haplotip 203: 1 NORDUZE158, A
Haplotip 204: 1 NORDUZE159, A
Haplotip 205: 1 NORDUZE160, A
Haplotip 206: 1 NORDUZE161, A
Haplotip 207: 1 NORDUZE162, A
Haplotip 208: 1 NORDUZE163 A
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Ek-4. (Devam) mtDNA D-loop bolgesi agisindan Diinya kegi klari ile ilgili olarak elde edilmis ¢esitlilik degerleri.

Ornek |Haplotip | Haplotip cesitliligi Niikleotid
Irk Cografik yerlesim sayisi sayisi (£SE) cesitliligi (£SE)
Joshi ve ark., 2004
1 Pashmina North Western temperate region 40 17 0.926+0.022
2 Black Bengal Eastern region 50 28 0.960+0.014
3 Osmanabadi Southern peninsular region 16 12 0.917+0.064
4 Kutchi North Western arid and semi-arid region 10 5 0.84440.080
5 Marwari " 30 18 0.949+0.023
6 Sirohi " 69 36 0.964+0.010
7 Barbari " 41 28 0.964+0.018
8 Jakharana " 50 28 0.940+0.023
9 Local " 7 7 1.000+0.076
10  Jamunapari " 50 34 0.984+0.007
TOPLAM 363
Chen ve ark., 2005
1 Heitou Southwestern region (SW), Yunnan 28 16 0.9418 +£0.0250 0.0279+£0.0144
2 Wujiao " 26 14 0.9323 +£0.0280 0.0351+£0.0180
3 Gui Dairy " 18 15 0.9804 +0.0243 0.0315+0.0165
4 Longling Yellow " 24 10 0.9130 +0.0285 0.0352+0.0181
5 Yunling Black " 53 25 0.9398 £0.0179 0.0329+£0.0165
6 Chengdu Brown Southwestern region (SW), Sichuan 8 5 0.8571 £0.1083 0.0355 +0.0202
7 Tibetan “ 7 5 0.8571 +£0.1371 0.0490 + 0.0282
8 Chuandong White “ 14 6 0.7473+£0.1114 0.0228 £0.0124
9 Guizhou White Southwestern region (SW), Guizhou 14 7 0.9011 +0.0465 0.0346 £ 0.0184
10  Guizhou Black “ 9 6 0.9167 £0.0725 0.0293 £0.0165
11  Duan Southern region (S), Guangxi 14 11 0.9670 +0.0366 0.0292 £ 0.0156
12 Longlin «“ 10 7 09111 +£0.0773 0.0391 +£0.0214
13 Leizhou Southern region (S), Guangdong 15 8 0.8762 +0.0595 0.0295 £ 0.0157
14 Shaanan White Northern region (N), Shaanxi 16 7 0.8417 +0.0595 0.0305 +£0.0162
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Ek-4 (Devam) mtDNA D-loop bolgesi agisindan Diinya keg¢i irklari ile ilgili olarak elde edilmis gesitlilik degerleri.

Ornek |Haplotip | Haplotip cesitliligi Niikleotid
Irk Cografik yerlesim sayisi sayisi (#SE) cesitliligi (£SE)
Chen ve ark., 2005 (Devam)

15 Yichang White Central region (C), Hubei 13 7 0.8974 £ 0.0537 0.0329+£0.0177
16 Matou Central region (C), Hunan 12 3 0.7121 £ 0.0691 0.0321£0.0174
17 Xinjiang Northwestern region (NW), Xinjiang 40 24 0.9744 + 0.0099 0.0243 £ 0.0125
18 Liaoning Cashmere Northeastern region (NE), Liaoning 47 21 0.9204 £ 0.0230 0.0159 £ 0.0084

TOPLAM 368

Pereira ve ark., 2005

1 Bravia Portekiz
2 Serrana "
3  Charnequeira "
4 Serpentina "
5  Algarvia "

TOPLAM 288 164 0.977

Liu ve ark., 2006

1 Banjiao goat Wanyuan City, Sichuan Province 15 10 0.9333+0.0449 0.008467+0.004593
2  Chengdu grey goat Shangliu County, Sichuan Province 15 15 1.0000+0.0243 0.017956+0.004410
3 Guizhou black goat Shuicheng County, Guizhou Province 14 13 0.9890+0.0314 0.015883+0.008405
4 Guizhou white goat Yanhe County, Guizhou Province 15 14 0.9905+0.0281 0.018265+0.009567
5 Huanghuai goat Fuyang City, Anhui Province 14 14 1.0000+0.0270 0.007062+0.003900
6 Leizhou goat Xuven County, Guangdong Province 13 11 0.9615+0.0496 0.017283+0.009189
7 Matou goat Xinhuang County, Hunan Province 14 12 0.9670+0.0437 0.017578+0.009290
8  Qianbei goat Renhuai County, Guizhou Province 13 11 0.9615+0.0496 0.019004+0.010063
9  Shaannan goat Ankang City, Shaanxi Province 15 14 0.9905+0.0281 0.016017+0.008426

TOPLAM 128
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Ek-4 (Devam) mtDNA D-loop bolgesi agisindan Diinya keg¢i irklari ile ilgili olarak elde edilmis gesitlilik degerleri.

Ornek |Haplotip | Haplotip cesitliligi Niikleotid
Irk Cografik yerlesim sayis1 sayis1 (£SE) cesitliligi (£SE)
Sardina ve ark., 2006

1 Girgentana Sicilya 47 24 0.963 £0.011 0.02415 +0.00530
2 Maltese Sicilya 11 6 0.855+0.085 0.00917 £0.00130
3 Derivata di Siria Sicilya 9 5 0.806 +0.120 0.01252 +£0.00237

TOPLAM 67 33 0.969 + 0.007 0.02359 + 0.00450

Amills ve ark. 2009
1 Giiney Amerika kegileri Portekiz, Cape verde, Cuba, Brezilya
Arjantin, Sili, Bolivya, Meksika vb. 93 54 0.963+0.012 0,02009+ 0.00081
Royo ve ark., 2009

1 Djallonke Burkina Faso/Bat1 Afrika 14 9 0.642 0.01 +0.003
2 Dwarf goat Spain 10 3 0.300 0.01 +0.003
3 W.Bermeya Spain 14 12 0.857 0.024 +£0.004
4 Spanish Guadarrama Spain 5 4 0.800 0.013+0.004
5 Mossi Burkina Faso/Bat1 Afrika 17 13 0.764 0.014 £0.003
6 Nigeria goat Bat1 Afrika 12 12 1.00 0.014 +£0.003
7 Senegal goat Bat1 Afrika 20 19 0.95 0.015+0.003
8 Sahelian Burkina Faso/Bat1 Afrika 3 3 1.00 0.021 £0.005
9 E. Bermeya Spain 16 11 0.687 0.033 £0.004

TOPLAM 111 83 0.748 0.022+0.003

Wu ve ark., 2009

1 Taihang Central region (Shanxi) 11 0.9455 +0.0659 0.0333+£0.0180
2 Laiwu Black Eastern region (Shandong) 13 0.9872 +0.0354 0.0326 £ 0.0174
3 Lubei White Eastern region (Shandong) 12 0.9697 +0.0443 0.0195+0.0108
4 Shaanan White Northern region (Shaanxi) 12 0.9697 +0.0443 0.0317 +£0.0171
5 Tsaidam Cashmere Northwestern region (Qinghai) 13 0.9615 +0.0496 0.0228 £0.0123
6 Ujumgin White Cashmere  Northeastern region (Inner Mogolia) 12 0.9848 +0.0403 0.0292 £0.0158
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Ek-4 (Devam) mtDNA D-loop bolgesi agisindan Diinya kegi irklart ile ilgili olarak elde edilmis ¢esitlilik degerleri.

Ornek |Haplotip | Haplotip cesitliligi Niikleotid
Irk Cografik yerlesim sayisli sayisl (£SE) cesitliligi (+SE)
Wau ve ark., 2009 (Devam)
7 Langkazi Northwestern region (Tibet) 13 0.9872 + 0.0354 0.0290 £ 0.0155
8 Duoma Northwestern region (Tibet) 13 0.9744 + 0.0389 0.0255+0.0138
9  Yunling Black Southwestern region (Yunnan) 11 0.9818 £ 0.0463 0.0365+£0.0198
10 Maguan Southwestern region (Yunnan) 13 0.9615 £ 0.0412 0.0308 £ 0.0165
11  Matou Central region (Hunan) 10 0.9111 +0.0773 0.0300 + 0.0166
12 Hainan Black Southern region (Hainan) 12 0.9394 + 0.0577 0.0350+£0.0188
TOPLAM 145 0.9974 + 0.0012 0.0331+0.0163
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